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RESUMO

SILVEIRA, Ana Carolina Madeira. Caracterizacao fitoquimica e avaliacdo da atividade
antioxidante de materiais obtidos in vitro de Passiflora suberosa L. 2019. 88f. Dissertacdo
(Mestrado em Biologia Vegetal) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

O género Passiflora (familia Passifloraceae) ¢ composto por cerca de 560 espécies
conhecidas popularmente como maracujds, as quais apresentam potencial agronémico,
ornamental e medicinal. Passiflora suberosa, a espécie estudada neste trabalho, apresenta
resisténcia a doengas que causam danos a cultura do maracujazeiro, o que justifica seu uso
como porta-enxerto, além de ser usada na medicina popular. O objetivo desse trabalho
foi caracterizar o perfil fitoquimico e avaliar a atividade antioxidante de plantas e materiais
obtidos in vitro de P. suberosa. Para isso, calos fridveis foram induzidos a partir de segmentos
foliares cultivados em meio MSM suplementado com PIC a 28,9 UM e mantidos na presenca
ou auséncia de luz por 60 dias. Para o estabelecimento de culturas de raizes adventicias,
segmentos radiculares foram excisados das plantas in vitro e cultivados na presenca de
diferentes concentracdes das auxinas ANA, AIA e AIB, em frascos de cultura ou do tipo
Erlenmeyer por 60 dias. Uma intensa multiplicacdo de raizes foi observada a partir
de explantes cultivados em frascos de cultura, na presenca de ANA, sendo o maior acimulo
de biomassa obtido nas culturas induzidas na presencade ANA a 2,7 pM. A
caracterizagdo fitoquimica de extratos de folhas e raizes de plantas in vitro, assim como de
calos mantidos na presenca ou auséncia de luz e de raizes adventicias obtidas em diferentes
condigdes de cultura foi realizada por meio de cromatografia em camada delgada (CCD) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). As anélises por CCD indicaram a presenca
de possiveis flavonoides no extrato de folhas de plantas in vitro, além de saponinas nos
extratos de todos o0s outros materiais analisados. As analises por CLAE revelaram a presenca
de substancias com espectros de absor¢do compativeis com flavonoides no extrato de folhas
in vitro. Todos os extratos de raizes analisados apresentaram a presenca de um sinal comum
em 254 nm, com tempo de retengédo de aproximadamente 38 minutos. Foi ainda investigado o
potencial antioxidante dos diferentes materiais obtidos in vitro por meio dos ensaios de
captura do radical DPPH e de CCD-DPPH. A maior atividade antioxidante foi observada em
extratos de folhas de plantas mantidas in vitro. Esses resultados demonstram, pela primeira
vez, 0 potencial de diferentes sistemas biotecnologicos de P. suberosa para a producdo de
substancias bioativas.

Palavras-chave: Maracuja. Raizes adventicias. Calogénese. Saponinas. Flavonoides. DPPH.



ABSTRACT

SILVEIRA, Ana Carolina Madeira. Phytochemical characterization and evaluation of the
antioxidant activity of in vitro-derived material of Passiflora suberosal..2019. 88f.
Dissertacdo (Mestrado em Biologia Vegetal) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

The genus Passiflora (family Passifloraceae) is composed of approximately 560
species popularly known as passion fruit, and has agronomic, ornamental and medicinal
potential. Passiflora suberosa, the species studied in this work, presents resistance to diseases
that damage to the passion fruit culture, which justifies its use in grafting, besides being used
in folk medicine. The goal of this work was to characterize the phytochemical profile and to
evaluate the antioxidant activity of plants and materials obtained in vitro of P. suberosa.
Friable callus were induced from leaf segments cultured on MSM media supplemented with
PIC at 28.9 uM in the presence or absence of light for 60 days. For the establishment of
adventitious root cultures, root segments were excised from in vitro plants and were cultivated
in the presence of different concentrations of the auxins NAA, IAA and IBA in culture flasks
or Erlenmeyers for 60 days. An intense root multiplication was observed from explants
cultivated in culture flasks in the presence of NAA, with the highest accumulation of biomass
obtained in cultures being cultured in the presence of NAA at 2.7 uM. The phytochemical
characterization of extracts from leaves and roots of in vitro plants, as well as from calluses
maintained in the presence or absence of light, and adventitious roots obtained under different
culture conditions was performed by thin layer chromatography (TLC) and high performance
liquid chromatography (HPLC). Analyzes by TLC indicated the presence of possible
flavonoids in the extract from leaves of in vitro plants, and of saponins in the extracts of all
other materials analyzed. Analyzes by HPLC revealed the presence of substances with
flavonoid compatible absorption spectra in the in vitro leaf extract. All root extracts analyzed
showed a common signal at 254 nm, with retention time of approximately 38 minutes. The
potential antioxidants of the different materials obtained in vitro were also investigated by
DPPH and TLC-DPPH radical capture assays. The highest antioxidant activity observed in
the analyzed samples was the extract of leaves of plants maintained in vitro. These results
demonstrate, for the first time, the potential of different biotechnological systems of P.
suberosa for the production of bioactive substances.

Keywords: Passion fruit. Adventitious roots. Callogenesis. Saponins. Flavonoids. DPPH.
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INTRODUCAO

1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Género Passiflora L.

O género Passiflora é o mais importante da familia Passifloraceae, sendo composto por
5 subgéneros e cerca de 560 espécies que estdo dispersas entre regides subtropicais e tropicais
(BERNACCI, 2003; VANDERPLANK, 2013), principalmente nas florestas tropicais da
América do Sul, especialmente Argentina, Brasil, Coldmbia, Equador, Peru e Venezuela. Ha
ainda registros de ocorréncias de espécies em paises da Africa, Asia e Oceania
(CERQUEIRA-SILVA, 2014) (FIGURA 1). No Brasil, existem cerca de 120 espécies nativas,
sendo a regido Centro-Norte o maior centro de distribuicdo geografica (ULMER;
MACDOUGAL, 2004).

Figura 1 - Distribuicdo geogréfica de espécies de Passiflora

'0’ 1600 3200 4800 6400 Km
@ Brasil (32 %); Equador (30 %), Peru (14 %); Coldmbia (8 %);

@] Franga (3 %); EUA (2 %); Costa Rica (2 %); Jamaica (2 %); Quénia (2 %);

® 23 outros paises citados (5%)

Legenda: Paises destacados em azul detém os maiores indices de ocorréncia de
espécies de Passiflora; os destacados em rosa estdo na faixa intermediaria
de nimero de espécies e os paises destacados em vermelho redinem5% do
total de espécies do género.

Fonte: Cerqueira-Silva,2014.
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O género Passiflora é subdividido em cinco subgéneros, entre os quais Passiflora é o
que apresenta maior diversidade, com 250 espécies que sdo originarias da América do Sul
(ULMER; MACDOUGAL, 2004). O subgénero Decaloba € o que apresenta 0 maior numero
de espécies estudadas, englobando cerca de 230 espécies, distribuidas por toda a América,
Asia e Oceania. O subgénero Astrophea abriga 57 espécies arbustivas e lianas na América do
Sul, enquanto Deidamioides apresenta somente 13 espécies conhecidas, presentes entre as
Américas Central e do Sul. Tetrapathea é o mais recente subgénero proposto e inclui apenas
trés espécies de lianas, encontradas na Australia, Papua-Nova Guiné e Nova Zelandia
(KROSNICK et al., 2013; ULMER; MACDOUGAL, 2004).

Os representantes do género sdo conhecidos como maracujas, palavra de origem
indigena, das tribos Tupi e Guarani, e que deriva do termo “maral-ya”, que significa
“alimento em formato de cuia” (DAMATTO JUNIOR; LEONEL; PEDROSO, 2005) ou ainda
“fruto de sorver” ou “polpa que se toma de sorvo” (ZERAIK et al., 2010). A forma dos frutos
é ovoide ou globosa, sendo indeiscentes e apresentando uma casca espessa, com coloracdo e
tamanho variados. As sementes estdo dispostas em um envoltério mucilaginoso (CERVI,
1997; YOCKTENG; D’EECKENBRUGGE; SOUZA-CHIES, 2011).

A maioria das espécies do género desenvolve flores actinomorfas, grandes e com uma
ampla variedade de cores e formas, alem de, em algumas espécies, haver a presenca de
nectarios extraflorais. As plantas sdo lenhosas ou trepadeiras herbaceas, dificilmente em
forma de arbusto, e com folhas simples, inteiras ou lobadas, havendo a possibilidade de
variacdo entre individuos de uma mesma espécie. A maior parte das espécies desenvolve
gavinhas axilares, enquanto que, em outras, essas gavinhas tiveram seus tamanhos reduzidos a
forma de espinhos (VANDERPLANK, 2013).

Espécies de maracuja apresentam reconhecida importancia agronémica. No entanto,
apesar da grande diversidade de espécies, apenas cerca de 40 sdo cultivadas entre as 60 que
produzem frutos comestiveis. Entre essas, destacam-se o maracuja amarelo (Passiflora edulis
f. flavicarpa), o maracujéa roxo (Passiflora edulis Sims) e o maracuja doce (Passiflora alata
Curtis) (MELETTI, 2011; PATIL, et al., 2012; ULMER; MACDOUGAL, 2004).

A cultura do maracujazeiro teve inicio em carater domiciliar e de subsisténcia, mas
recebeu atencdo da agroindustria, por gerar um retorno econdmico elevado e rapido. A
presenca de agUcares, minerais, carotenos, acido ascorbico e riboflavonas, associada ao sabor
agradavel, sdo caracteristicas importantes ndo s6 para o mercado de frutas frescas, mas
também para ode produtos industrializados e processados, como sorvetes, geleias, sucos e

outros doces. Assim, 0 aumento da demanda comercial resultou na fixacdo de mao-de-obra
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rural, com o consequente aumento na oferta de empregos diretos nas mais diferentes areas da
cadeia produtiva do maracuja, desde o plantio até a venda (MELETTI, 2011). Atualmente, o
Brasil é o maior produtor mundial de maracuja, sendo o estado da Bahia responsavel pela
metade da producdo. O maracuja amarelo ocupa cerca de 95% da producdo anual do pais, que
é de aproximadamente 704.000 toneladas em uma &rea de aproximadamente 59.246 hectares
(CERVI, 1997; IBGE, 2017).

Devido a exuberancia caracteristica de suas flores, diversas espécies de Passiflora sao
também cultivadas para uso ornamental. No hemisfério norte ja foram desenvolvidos,
aproximadamente, 400 hibridos com essa finalidade (PEIXOTO, 2005; PIPINO et al., 2008;
SOARES-SCOTT et al., 2003). No Brasil, no entanto, 0 mercado consumidor dessas espéecies
para fins ornamentais € menor do que em paises da Europa (PEIXOTO, 2005). Espécies de
Passiflora sdo também reconhecidas pelo grande potencial medicinal, com base em relatos de
comunidades indigenas e uso na medicina popular desde o século XIX, com a ingestdo de
chés e infusbes para o tratamento de irritabilidade e ansiedade (DHAWAN; DHAWAN;
SHARMA, 2004; MIRODDI et al., 2013).

Nos ultimos 20 anos, diversos estudos vém sendo realizados a fim de investigar outras
propriedades farmacologicas de muitas espécies de maracuja, incluindo atividades analgeésica,
antibacteriana, anticonvulsivante, antidepressiva, antifungica, anti-hiperglicémica, anti-
hipertensiva,  anti-inflamatéria,  antioxidante,  antitumoral, antiviral,  diurética,
imunoestimulante e neuroprotetora (QUADRO 1). Esses estudos possibilitaram o
reconhecimento e a inclusdo de algumas espécies do género, como P. alata, P. edulis e P.
incarnata L., nas farmacopeias alem&, americana, brasileira, britanica, francesa, indiana e
suica (ANVISA, 2010; DHAWAN; DHAWAN; SHARMA, 2004; GOSMANN et al., 2011;
PARFITT, 1999).

Essas atividades estdo associadas a presenca de diversas substancias, entre as quais
alcaloides, flavonoides e saponinas, que sdo consideradas as classes majoritarias no género.
Além dessas, também ja foram encontrados carboidratos (glicosideos cianogénicos), lipideos
(carotenoides), componentes proteicos (aminoacidos), 6leos essenciais, vitaminas e minerais
(DHAWAN; DHAWAN; SHARMA, 2004; LOPES; TIYO; ARANTES, 2018; SPARG;
LIGHT; VAN STADEN; 2004; STRASSER, 2011; ZIBADI et al., 2007).
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Quadro 1 — Estudos acerca do potencial farmacoldgico de espécies do género Passiflora nos

Gltimos 20 anos

Atividade

Espécie Material vegetal L Referéncia
farmacoldgica
Passiflora spp. Planta completa Ansiolitica SOUSAl’gl\éIE LETTI,
Passiflora alata
curtise Folhas Ansiolitica DE-PARIS et al., 2002
Passiflora edulis
Sims
Passiflora Folhas Ansiolitica DHAWAN; KUMAR;
incarnata L. SHARMA, 2002
Passiflora alata
Curtise Folhas Ansiolitica REGINATTO et al.,
Passiflora edulis 2006
Sims
Passiflora . ASLANARGUN et al.,
. Folhas Ansiolitica
incarnata L. 2012
SASIKALA;
Passiflora foetida Folhas Analgésica SARAVANAN;
L. PARIMELAZHAGAN,
2011
Passiflora foetida , . ASADUJJAMAN et al.,
Planta completa Analgeésica
L. 2014
Passmo[a foetida Raizes Antibacteriana EMIN et al., 2010
Passn‘lo[a foetida Folhas e frutos Antibacteriana PATIL et al., 2012

Passiflora edulis

Pé de fibra
alimentar, polpa do

Antibacteriana

LOPEZ-VARGAS et al.,

Passiflora ponhlii

Mast. e Passiflora

Sims 2013
fruto e sementes
Passiflora BANDARA,
suberosa L Folhas Antibacteriana PADUMADASA,

' PEIRIS, 2018
Passiflora alata
Curtis, Passiflora

foetida L., Raizes Antibacteriana SIMAO et al., 2018

suberosa L.

Passiflora Partes aéreas Antimicrobiana ANESINI; PEREZ, 1993
caerulea L.

Passiflora NASSIRI-ASL;
] Partes aéreas Anticonvulsivante SHARIATI-RAD;
incarnata L.

ZAMANSOLTANI, 2007

Passiflora edulis
Sims

Caule e folhas

Antidepressiva

WANG et al., 2013
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Espécie

Material vegetal

Atividade
farmacoldgica

Referéncia

Passiflora edulis

Sims Planta completa Antiflngica QURESHI et al., 1997
Pass'fé?r?sedmls Sementes Antifingica RIBEIRO et al., 2012
Passiflora edulis Exocarpo _Anti- SALGADO et al., 2010

Sims hiperglicémica
Passiflora edulis | b1 a completa _Anti- BARBALHO et al., 2011

Sims hiperglicémica

Passiflora Folhas __Ant- GUPTA et al., 2012
incarnata L. hiperglicémica
Passiflora nitida Folhas ) Ar_lti: . MONTEFUSCO-
hiperglicémica PEREIRA et al., 2013
Passiflora alata Folhas _Anti- COLOMEU et al., 2014
Curtis hiperglicémica
Passiflora Folhas Anti- SUDASINGHE; PEIRIS,
suberosa L. hiperglicémica 2018
Passiflora L .
nepalensis Walp. Planta completa | Anti-hipertensiva PATEL etal., 2011
] Passiflora Planta completa Anti-inflamatoéria BORELLI et al., 1996
incarnata L.
Passiflora alata
Curtis e .. , .
: . Folhas Anti-inflamatoéria VARGAS et al., 2007
Passiflora edulis

Sims
Pa55|flt_)ra edulis Folhas Anti-inflamatoria ZUCOLOTTO et al.,

Sims 2009

SASIKALA:;
Passiflora foetida Folhas Anti-inflamatéria SARAVANAN;
L. PARIMELAZHAGAN,
2011
] . .. , . MONTEFUSCO-
Passiflora nitida Folhas Anti-inflamatéria PEREIRA et al., 2013
Passiflora alata Folhas Antioxidante MULLER et al., 2005
Curtis
Passiflora alata
Curtise Folhas Antioxidante RUDNICKI et al., 2007
Passiflora edulis

Sims
PaSS|ro[a foetida Caule Antioxidante ARUNG et al., 2009
Passiflora edulis
Sims e Passiflora Exocarpo Antioxidante ZERAIK et al., 2011

alata Curtis
Po de fibra

Passiflora edulis
Sims

alimentar, polpa e
sementes

Antioxidante

LOPEZ-VARGAS et al.,
2013
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Espécie Material vegetal At'V'da,dE.} Referéncia
farmacolégica
Passiflora nitida Folhas Antioxidante MONTEFUSCO-
Kunth PEREIRA et al., 2013
P_assmora Folhas Antioxidante MORRONE et al., 2013
manicata (Juss.)
Passiflora
edulisf. flavicarpa
(Cultivares: roxa,
Frederick,
amarela e rosa), Frutos Antioxidante | RAMAIYA et al., 2013
Passiflora. Edulis
Sims, Passiflora
maliformis L. e
Passiflora
quadrangularis L.
Pass'“ofa edulis Frutos Antioxidante ROTILI et al., 2013
f. flavicarpa
Passﬁé(i)rr;;\sedulls Folhas Antioxidante SILVA etal., 2013
Pass'cﬂfj’rrt?sa'ata Folhas Antioxidante COLOMEU et al., 2014
Pa55|cﬂ3rrt?salata Folhas Antioxidante LUGATO et al., 2014
Passn;\l/(l)gsa}[ ponlii Raizes Antioxidante SIMAO et al., 2016
Passiflora BANDARA,
suberosa L. Folhas Antioxidante PADUMADASA;
' PEIRIS, 2018
Passiflora edulis
Sims e Passiflora Frutos Antitumoral PURICELLI et al., 2003
foetida L.
Pass'fé?rrr?s‘*d“"s Folhas Antiviral MULLER et al., 2007
Passiflora Folhas Diurética DHAWAN, DHAWAN;
incarnata L. SHARMA, 2004
Passiflora sp. Folhas Imunoestimulante | SILVEIRA etal., 2011
Passiflora foetida WATTANATHORN et
L Folhas Neuroprotetora al. 2012

Os alcaloides presentes no género incluem os do tipo harmana, harmina, harmalina,
harmol e harmalol ou do tipo inddlicos, tendo sido encontrados nos caules e folhas de P.
incarnata, P. alata, P. edulis f. flavicarpa, P. incarnata, P. violacea Veil., P. edulis, P.
suberosa L., P. morifolia Mast. e P. quadrangularis L. Essas substancias estdo relacionadas
aos potenciais anti-hipertensivo, ansiolitico e antioxidante apresentados por essas espécies
(AVULA et al., 2012; FRYE; HAUSTEIN,2007; LUTOMSKII; MALEK, 1975; MULLER,
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2006; PEREIRA; VILEGAS, 2000; REHWALD; STICHER; MEIER, 1995; SANTOSH et
al., 2011; TSUCHIYA et al., 1999) (QUADRO 1).

Os flavonoides descritos no género sdo encontrados, em sua maioria, nos frutos e nas
folhas, e sdo principalmente do tipo C-glicosidicos, nos quais os aglcares estdo diretamente
ligados ao nucleo aromatico da molécula, através de uma ligacdo carbono-carbono
(BARBALHO et al., 2011; DHAWAN; DHAWAN; SHARMA, 2004; GOSMANN et al.,
2011; MULLER et al., 2005; FERRERES et al., 2007; LOPES; TIYO; ARANTES, 2018;
MORAES; VILEGAS; LANCAS, 1997; RAFFAELLI et al., 1997; ZERAIK, 2010; ZERAIK
et al., 2010). Entre os mais de 50 tipos de flavonoides ja descritos para o género, 0s principais
sdo vitexina, isovitexina, orientina, isoorientina, schaftosideo e swertisina (DHAWAN;
DHAWAN; SHARMA, 2004; GOSMANN et al., 2011).

As saponinas sdo consideradas substancias majoritarias em algumas espécies de
Passiflora, como em P. edulis e P. alata (BOMBARDELLI et al., 1975; BIRK; PROVENSI;
GOSMANN, 2005; DOYAMA et al., 2005; FRANCIS et al., 2002; INGALE; HIVRALE,
2010; REGINATTO et al., 2001, 2004; SPARG; LIGHT; VAN STADEN, 2004; WANG et
al., 2013; YOSHIKAWA et al., 2000a, b). A presenca dessas substancias esta associada aos
potenciais anti-inflamatério, antihemolitico, antifungico, antibacteriano, antioxidante e
antiviral (FRANCIS et al., 2002; SPARG; LIGHT; VAN STADEN, 2004; INGALE;
HIVRALE, 2010).

A separacdo, o isolamento e a identificacdo dessas substancias tém sido realizados por
meio de técnicas cromatogréaficas, incluindo a Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (QUADRO 2).

A técnica de CCD consiste na separagdo das substancias de um extrato atraves da sua
migracdo diferencial sobre uma camada delgada de adsorvente retido sobre uma superficie
plana, como uma placa de silica-gel. A CCD permite a rapida analise simultanea de diferentes
amostras, sendo que a identificacdo das substancias detectadas pode ser feita através da
comparacdo dos diferentes fatores de retencdo (Rr), em relagdo a um padrédo (SIDDIQUI,
ALOTHMAN; RAHMAN, 2017; WAGNER; BLADT, 2001). A técnica tem sido muito
utilizada em estudos de anélise fitoquimica de materiais de Passiflora (SIMAO et al., 2016;
2018b).

Na CLAE, a separacdo das substancias da amostra ocorre de modo mais especifico,
quando comparada com a analise em CCD, e é baseada no deslocamento seletivo das
moléculas em consequéncia das interagdes que ocorrem entre a amostra e as fases movel e

estacionaria. Existem diferentes classificacdes da CLAE, como a de fase normal, onde a
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polaridade da fase estacionaria, comumente feita de silica na coluna cromatogréfica, € maior
do que a da fase mdvel, e a de fase reversa, quando ocorre o contrario (ZERAIK, 2010). Além
disso, a CLAE é uma metodologia de alta sensibilidade, sendo possivel o uso de variados
detectores, como o de UV, de fluorescéncia e de indice de refragdo (ZERAIK, 2010). Porém,
para a identificacdo e elucidacdo estrutural das substéncias, € necessario que sejam
empregadas outras técnicas, como a espectrometria de massas acoplada a CLAE (CLAE-EM)
ou a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) (LANCAS, 2009; SIDDIQUI; ALOTHMAN;
RAHMAN, 2017).

Quadro 2 — Técnicas de cromatografia utilizadas para a deteccéo de substancias bioativas em

espécies de Passiflora

Espécie Analise cromatografica Referéncia
Passiflora alata, Passiflora
edulis Simms CCD, CLAE DE PARIS et al., 2002
Passiflora spp. CCD BIRK et al., 2005
Passiflora alata Curtis CCD REGINATTO et al., 2006
Passiflora caerulea L. CCD BUSILACCHI et al., 2008
Passiflora incarnata L. CCD, CLAE, CLAE-EM | WOHLMUTH etal., 2010
Passiflora edulis Sims CLAE ZERAIK et al., 2010
Passiflora incarnata L. CLAE ELSAS et al., 2011
Passiflora edulis Sims,
Passiflora alata Curtis CLAE ZERAlK etal., 2011
Passiflora spp. CLAE, CLAE-EM ZUCOLOTTO et al., 2012
Passiflora caerulea L. CLAE, CCDAE OZAROWSKI et al., 2012
Passiflora bahiensis Klotzsach,
Passiflora coccinea Aubl,
Passiflora quadrangularis L., CLAE-EM SAKALEM et al., 2012
Passiflora sidifolia M. Roem.,
Passiflora vitifolia Kunth
Passiflora manicata (Juss.) CLAE MORRONE et al., 2013
Passiflora caerulea L.,
Passiflora incarnata L. CLAE, CCDAE OZAROWSKI et al., 2013
Passiflora edulis Sims CG-EM RAZIA et al., 2014
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Espécie Analise cromatografica Referéncia
Passiflora loefgrenii Vitta CLAE-DAD ARGENTIERI et al., 2015
Passiflora pohlii Mast. CCD SIMAO et al., 2016
Passiflora cincinnata CLAE-DAD DE LAVOR et al., 2018
Passiflora alata Curtis,
Passiflora foetida L., .
_ ~ CCD SIMAO et al., 2018
Passiflora pohlii Mast.,
Passiflora suberosa L.
BALLESTEROS-VIVAS et
Passiflora molissima CLAE-EM
al., 2019
Passiflora tripartitavar.
o CLUE LOIZZO et al., 2019
mollissima
Passiflora spp. CLUE MCCULLAGH et al., 2019
_ _ PONZILACQUA et al.,
Passiflora alata Curtis CLAE
2019
Passiflora edulis Sims CLUE VAGULA et al., 2019

Legenda: CCD — Cromatografia em Camada Delgada; CLAE — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia;

CLAE-EM - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas;
CLUE — Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia; CLAE-DAD — Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia acoplada ao detector de arranjo de fotodiodo; CCDAE — Cromatografia em Camada

Delgada de Alta Eficiéncia; CG-EM — Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas.

1.1.1. Passiflora suberosa L.

Passiflora suberosa L., a espécie estudada neste trabalho, pertence ao subgénero

Decaloba, e é conhecida no Brasil por diversos nomes populares, como maracuja—mirim,

maracujazinho, maracuja-corti¢a, ou maracujazinho-cortica-preto (PORTER-UTLEY, 2014).

Suas flores sdo pequenas (1,3 a 2,5 cm de diametro), pentameras, com sépalas de cor

amarelada ou esverdeada e sem a presenca de pétalas (FIGURA 2A), com a possibilidade de

dispor de uma ou duas bracteas e duas séries de coronas de filamentos filiformes. A floragdo

ocorre durante todo o ano, porém seu periodo 6timo é no més de setembro, no horério da
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manhd, com o periodo de frutificagdo ocorrendo entre janeiro e maio (KOSCHNITZKE;
SAZIMA, 1997).

As plantas sdo trepadeiras de pequeno porte. Quando jovens apresentam caule cilindrico
e, na forma adulta, desenvolvem uma camada suberosa espessa, cuja caracteristica nomeia
esta espécie. Os frutos sdo de tamanho reduzido (0,6 a 1,5 cm de didmetro), do tipo baga, com
formato oblongo e com polpa carnosa (APPEZZATO-DA-GLORIA; CARMELLO-
GUERREIRO, 2013). Possuem casca de coloracdo esverdeada quando imaturos e roxo
intenso quando amadurecem (FIGURA 2B). As sementes sdo assimétricas, alveolares e de
forma oval, com tamanho aproximado de 3,0 x 2,5 mm (CERVIL; LINSINGEN, 2008;
CRUZ et al., 2008; PORTER-UTLEY, 2014).

As plantas de P. suberosa apresentam grande plasticidade morfoldgica, podendo ser
polimérficas em um mesmo individuo. Suas folhas variam entre inteiras ou trilobadas, e
apresentam coloracdo verde (FIGURA 2C), podendo se tornar roxas quando expostas a
radiacdo solar por longos periodos, devido ao acimulo de antocianinas e derivados fendlicos
(BARP et al., 2006). Essas varia¢Oes fenotipicas dificultam a sua classificagdo taxondmica,
havendo uma vasta sinonimia para os individuos da espécie (CRUZ et al., 2008; PORTER-
UTLEY, 2014).

Figura 2 - Passiflora suberosa L.

Legenda: A —Flor; B —Fruto; C — Folha.
Fonte: Flora do Brasil 2020. Disponivel em:
<http://floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB12564>. Acesso em: 28 de marco de
2018.

Passiflora suberosa é nativa do continente americano, com predominio nas regifes
tropicais da América Central e do Sul (ULMER; MACDOUGAL, 2004). No Brasil, a espécie
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pode ser encontrada em biomas altamente impactados por acdo antrépica, como Amaz0nia,
Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (BERNACCI et al., 2015) (FIGURA 3).

Diferindo de outras espécies do género, P. suberosa é autocompativel (CRUZ et al.,
2008) e sua reproducdo sexuada depende da polinizacdo por entomofilia e ornitofilia. As
abelhas das espécies Plebeia droryana e Augochlorella michaelis, e a vespa Mischocyttarus
interjectus séo seus agentes polinizadores mais usuais (KOSCHNITZKE; SAZIMA, 1997).
Borboletas da espécie Heliconius charitonia ndo sdo polinizadores de P. suberosa, mas
apresentam uma relacdo evolutiva com a espécie, uma vez que usam o polen e o néctar como
fontes nutricionais, e as folhas para deposi¢cdo de ovos (CRUZ et al.,, 2008; ULMER,;
MACDOUGAL, 2004).

Figura 3 - Distribuicdo geografica de Passiflora suberosa L. no Brasil

Legenda:

Roraima
Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhdo, Paraiba.
Pernambuco. Rio Grande do Norte, Sergipe

Goias, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso
B Distrito Federal
I Espirito Santo. Minas Gerais. Rio de Janeiro, Sdo Paulo

B Parana. Rio Grande do Sul, Santa Catarina

Fonte: Flora do Brasil 2020. Disponivel em:
<http://floradobrasil. jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB12564>. Acesso em: 28 de
marco de 2018.

A coloragédo arroxeada e o tamanho reduzido dos frutos, além de suas flores exdticas,
constituem caracteristicas que conferem a P. suberosa grande potencial ornamental (CERVIL;
LINSINGEN, 2008; CRUZ et al., 2008; PORTER-UTLEY, 2014; ULMER; MACDOUGAL,
2004). Além disso, a espécie possui interesse agrondmico, uma vez que apresenta resisténcia
a patégenos, como o virus do endurecimento dos frutos do maracujazeiro (PWV) (OTONI et

al., 1996) e o fungo Fusarium oxysporum f. sp. Passiflorae. Por essa razdo, vem sendo
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empregada como porta-enxerto na cultura do maracujid-amarelo (FALEIRO et al., 2005;
GARDNER, 1989) e considerada fonte de variabilidade para o0 melhoramento das espécies
cultivadas (FALEIRO et al., 2005; JUNQUEIRA et al., 2005).

Ao contrario da maior parte das espécies de Passiflora, os registros das atividades
farmacoldgicas de extratos de P. suberosa sdo recentes, tendo sido descritas atividades
hipoglicemiante e hipolipidémica (SUDASINGHE; PEIRIS, 2018), além de antibacteriana,
antioxidante e citotoxica (BANDARA; PADUMADASA; PEIRIS, 2018). Adicionalmente,
estudos fitoquimicos demonstraram a presenca de dois glicosideos cianogénicos
ciclopentenoides, denominados de passsisuberosina e epapissuberosina (SPENCER,;
SEGLER, 1987), além de oito tipos diferentes de antocianinas nos extratos de frutos (KIDOY
etal., 1997).

As espécies do género Passiflora, assim como outras espécies vegetais, produzem
diversas substancias derivadas de processos bioquimicos, chamadas de metabdlitos, que
apresentam propriedades bioldgicas de interesse, pois podem ser utilizadas como farmacos,
agroguimicos, cosméticos, pigmentos, e nutracéuticos, o que justifica os diversos trabalhos

com o género.

1.2. Producéo de metabdlitos secundarios in vitro

O metabolismo vegetal pode ser dividido entre primario e secundario (ou especial). O
metabolismo primério esta diretamente ligado ao crescimento, desenvolvimento e reproducao,
enquanto que o metabolismo secundario ou especial estd relacionado a producdo de
substancias que permitem a interacdo dos vegetais com o0 meio ambiente e,
consequentemente, sua melhor adaptacdo. Essas substancias exercem funcdes associadas a
defesa contra patdgenos e protecdo contra radiacdo ultravioleta e perda de agua, além de
atuarem na atracdo de polinizadores. Dessa forma, como muitas dessas substancias sdo
biologicamente ativas, podem ser exploradas comercialmente como farmacos e cosméticos
(ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006; DEWICK, 2002; RAMACHANDRA-RAO;
RAVISHANKAR, 2002; RAVEN; EVERT, EICHHORN, 2010).

Durante o século XX, a busca por tratamentos médicos de menor custo e com menos
efeitos colaterais levou a um aumento no uso das plantas para fins medicinais (FIRMO et al.,
2012). Contudo, a producdo de plantas por meio de técnicas tradicionais de cultivo apresenta

desvantagens como a dificuldade de adaptacdo em solos e climas que ndo sdo os de origem, a
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suscetibilidade a pragas e patogenos, a influéncia da sazonalidade e de estigios de
desenvolvimento da planta, além do extrativismo exagerado aumentar o risco de extingao.

O desenvolvimento de sistemas de cultivo in vitro representa uma alternativa para a
producéo tradicional de plantas com potencial medicinal, uma vez que permitem a producao
massal de mudas como fontes de matéria-prima, de forma continua e homogénea, com estado
fisiologico uniforme e sob condigdes controladas, independente de variagdes climéticas, tipos
de solo ou fases de crescimento (ANTOGNONI et al., 2007; GUERRA; NODARI, 2006).
Assim, esses sistemas permitem a producao de plantas, células ou 6rgdos, além de metabdlitos
secundarios, em quantidades que atendam a demanda e, a0 mesmo tempo, podem contribuir
para a conservacdo de germoplasma, o0 melhoramento genético e os estudos acerca das vias
bioquimicas envolvidas no processo (BAQUE et al., 2012; MORAIS et al., 2012).

Os sistemas in vitro sdo baseados nas técnicas de cultura de células e tecidos vegetais,
que por sua vez se fundamentam na totipoténcia dessas células, que podem retornar a um
estagio similar ao meristematico e, portanto, redefinir seus padrdes de diferenciacdo, podendo
regenerar novos Orgaos ou individuos completos e geneticamente idénticos a matriz doadora,
em resposta a sinais especificos (NETO; ANDRADE, 2011).

A producéo de plantas in vitro a partir de pequenos fragmentos de tecidos, denominados
explantes, pode ocorrer por meio da multiplicacdo de tecidos meristematicos pré-existentes,
da organogénese ou da embriogénese somatica (CAMPOS, 2008; GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998; GUERRA; NODARI, 2006; TERMIGNONI, 2005).

A multiplicacdo de meristemas ocorre a partir de apices caulinares ou radiculares, e
gemas axilares (HITMI; BARTHOMEUF; SALLANON, 2000; KATOH et al., 2004), que
sdo constituidos por células indiferenciadas e que estdo em constante divisdo celular,
apresentando competéncia para formar 6rgaos ou plantas completas. Essa via de regeneracédo
é principalmente empregada na conservacdo de germoplasma, porque o risco de haver
alteracBGes genéticas é mais baixo, uma vez que as plantas seguem o processo natural de
desenvolvimento (GEORGE; HALL,; DE KLERK, 2008; GUERRA; NODARI, 2006). Esse
sistema também pode ser empregado para a obtencdo de plantas livres de virus, porque as
células presentes na regido meristematica estdo, geralmente, livres de patdgenos devido ao
isolamento vascular do tecido (HITMI et al., 2000; KATOH et al., 2004).

A embriogénese somaética ocorre quando células sométicas originam embriGes, sem
haver fusdo de gametas. Os embrifes somaticos apresentam uma estrutura bipolar, com a
presenca de meristemas apicais e radiculares, o que permite a obtencdo de plantas completas

sem a necessidade de uma fase de enraizamento, comum nos processos organogénicos (VON
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ARNOLD; CLAPHAM, 2008). Além disso, o desenvolvimento desses embriGes segue 0S
mesmos estagios observados na embriogénese zigotica (globular, codiforme, torpedo,
cotiledonar). A embriogénese somatica pode ocorrer de forma direta ou indireta (GEORGE;
HALL; DE KLERK, 2008; RIZVI et al., 2013). No processo direto, os embriGes surgem
diretamente a partir da superficie do explante, enquanto que, de forma indireta, ocorre a
formacdo intermediaria de calos, que sdo massas de células com crescimento desorganizado, a
partir das quais os embrides sdo entdo formados (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998;
GUERRA; NODARI, 2006; CAMPQS, 2008).

A organogeénese in vitro consiste na formacdo de brotos ou 6rgaos, a partir de tecidos
ndo meristematicos. Nos processos organogénicos ocorre, inicialmente, a desdiferenciacdo do
tecido de origem, fazendo com que as células retornem a um estagio similar ao meristematico.
Dessa forma, as células sofrem uma reprogramacdo génica que possibilita a aquisicdo de
novas competéncias que resultardo em um processo de rediferenciacdo para a formacéo de
novos 6rgdos. Assim como na embriogénese somatica, a organogénese pode ocorrer de forma
direta ou indireta.

Além da producdo de plantas, culturas de 6rgdos, como as raizes adventicias, ou
culturas desorganizadas, como calos e suspensdes celulares, também podem ser utilizadas
para a producdo in vitro de metabdlitos secundarios.

Como as raizes sdo 6rgdos naturalmente capazes de produzir e armazenar uma grande
variedade de metabolitos, as raizes adventicias produzidas in vitro podem apresentar padrbes
de biossintese andlogos aos encontrados nas raizes de plantas mantidas em condic¢des naturais,
além de permitir ainda a modulacdo desse padrdo biossintético (FLORES; VIVANCO;
LOYOLA-VARGAS, 1999; BAIS et al., 2001). Essa técnica tem sido bastante utilizada para
a producdo em larga escala de metabdlitos com potencial medicinal em diferentes espécies,
incluindo Decalepis arayalpathra (SUDHA,; SEENI, 2001), Echinacea angustifolia (WU et
al., 2006), Panax ginseng C.A. Meyer (KIM et al., 2009), Morinda citrifolia (BAQUE;
HAHN; PAEK, 2010), Hypericum perforatum L. (CUI et al., 2010, 2011), Aloe vera (LEE et
al., 2011), Castilleja tenuiflora Benth (GOMEZ-AGUIRRE et al., 2012), Glycyrrhiza
uralensis Fisch (YIN et al., 2013), Arachis hypogaea (YANG et al., 2015), Passiflora pohlii
(SIMAO et al., 2016), Chrysanthemum cinerariaefolium (KHAN et al., 2017), Passiflora
foetida (CARUSO, 2017) e Cleome rosea (SIMOES et al., 2009; CORDEIRO et al., 2015).

A inducdo de raizes adventicias in vitro pode ocorrer por meio da transformacao
genética com o uso de Agrobacterium rhizogenes, uma bactéria presente naturalmente no

solo, capaz de infectar células vegetais, resultando na proliferacdo rizogénica. Essas raizes
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apresentam, no geral, estabilidade de sintese de metabdlitos associada a altas taxas de
multiplicacdo. Porém, como algumas espécies sdo recalcitrantes a infeccao pela A. rhizogenes
(SUDHA; SEENI, 2001), o estabelecimento de sistemas de cultura de raizes com base na
manipulacdo das condic¢des de cultura, como luz, temperatura e adicdo de reguladores de
crescimento, € considerado como uma alternativa viavel para a producdo de metabolitos in
vitro (MURTHY, HAHN; PAEK, 2008; WU et al., 2006).

Embora o metabolismo vegetal seja, em parte, controlado de maneira tecido-especifica,
fazendo com que, em algumas espécies, culturas desorganizadas sofram perdas na capacidade
de producédo e acimulo de metabdlitost MURTHY, HAHN; PAEK, 2008), nos altimos anos,
culturas de calos e suspensbes celulares tém sido muito utilizadas para a producdo de
metabdlitos secundarios in vitro (ALI; ABBASI; IHSAN-UL-HAQ, 2013; ALI et al., 2015;
CAIl; KNORR; SMETANSKA, 2012; DEEPTHI; SATHEESHKUMAR, 2015;
GADZOVSKA-SIMIC, et al., 2012;GONCALVES; ROMANO, 2013; GUPTA et al., 2013;
NAGELLA; MURTHY, 2010; WANG et al., 2015; YUE et al., 2016).

Culturas de calos, assim como outros sistemas in vitro, sdo geralmente induzidas pela
adicdo de reguladores de crescimento no meio de cultura, que sdo responsaveis por estimular
0 processo de desdiferenciacao das celulas do tecido original. No entanto, algumas vezes, ndo
ocorre a rediferenciacdo, pois nem todas as células do calo desenvolvem competéncia para
organogénese ou embriogénese somatica (CAMPOS, 2008; GRATTAPAGLIA; MACHADO,
1998; GUERRA; NODARI, 2006; SUGIMOTO; GORDON; MEYEROWITZ, 2011). Os
calos que apresentam esse comportamento sdo chamados de ndo-morfogénicos.

Além da capacidade morfogénica, os calos podem ser classificados quanto a coloragéo,
consisténcia e potencial de producéo de substancias de interesse (FUMAGALI et al., 2008).
Quanto a consisténcia, podem ser classificados como fridveis, compactos ou mistos. Os calos
fridaveis apresentam menor grau de compactacdo das células, que se destacam com maior
facilidade do que as de calos compactos. Calos mistos apresentam estruturas compactas e
friaveis (LAKSHMANAN, 2006).

Calos de consisténcia friavel podem ser utilizados para o estabelecimento de culturas de
células em suspensdo quando inoculados em meio liquido e mantidos sob agitacdo constante
(FUMAGALI et al., 2008; GEORGE; HALL; DE KLERK, 2008). As suspensdes celulares
também podem ser amplamente empregadas para a producdo de metabdlitos secundarios in
vitro, uma vez que esse sistema permite, com maior facilidade, a coleta das substancias
liberadas no meio de cultura (GEORGE; HALL; DE KLERK, 2008; GUERRA; NODARI,
2006).
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A producdo de metabdlitos in vitro pode ser otimizada pela modulagdo dos parametros
de cultura, como a composicdo do meio de cultura, incluindo sais minerais, vitaminas e o tipo
e a concentracdo de reguladores de crescimento, além das condigdes fisicas, como o tipo de
frasco e de tampa, a temperatura e as condic¢des de iluminagdo (ANDRADE, 2002).

Os meios de cultura sdo geralmente compostos por sais inorganicos, que s&o
responsaveis por fornecer os macronutrientes (calcio, enxofre, fésforo, magnésio, nitrogénio e
potassio) e os micronutrientes (boro, cloro, cobre, ferro, manganés, molibdénio e zinco), além
de vitaminas hidrossollveis. Na cultura in vitro podem ser também utilizados horménios
vegetais e/ou reguladores de crescimento, substancias sintéticas que produzem efeitos
similares ao dos horménios naturalmente produzidos pela planta (TAGLIACOZZO, 1998), os
quais irdo atuarem células-alvo, a fim de desencadear respostas fisioldgicas que podem alterar
tanto os padrdes de desenvolvimento da planta, como as vias de biossintese de metabolitos
(CID; TEIXEIRA, 2014; TERMIGNONI, 2005).

Os tipos de frasco e de tampa utilizados na cultura também podem afetar o
desenvolvimento das culturas in vitro, uma vez que influenciam as trocas gasosas com 0
ambiente externo. Frascos de cultura completamente vedados geralmente tém como
consequéncia o acumulo de gases como etileno e gas carbonico (CO>) e a saturacéo de vapor
de 4gua interno, diminuindo a transpiragdo, o que pode resultar na deficiéncia de elementos
minerais e na hiperhidricidade dos propagulos (ANDRADE, 2002; TORRES; CALDAS;
BUSO, 1998; OZAROWSKI; THIEM, 2013).

A temperatura e as condicdes de iluminacdo sdo fatores ambientais que podem
influenciar significativamente o desenvolvimento das plantas in vitro, bem como a biossintese
de metabolitos secundarios. A luz é responsavel pelo fototropismo das plantas (SORGATO et
al., 2015) e pode influenciar a resposta morfogénica, ndo dependendo apenas da sua presenca
ou auséncia, mas também da qualidade (comprimento de onda), quantidade (fluxo de fotons) e
duracdo (fotoperiodo) (LAZZARINI et al., 2017; ROCHA et al., 2010).

Outra possibilidade de modulagéo da capacidade biossintética € a eliciacdo, que consiste
na adicdo de substancias e/ou exposicdo a condicdes que interferem no metabolismo do
vegetal, simulando condi¢des ambientais desfavoraveis, podendo, inclusive, levar a sintese de
substancias que naturalmente ndo seriam sintetizadas. Esses eliciadores podem ser abioticos,
como metais pesados ou radiacdo do tipo ultravioleta (UV), ou bi6ticos, como extratos de
fungos, acido salicilico ou &cido jasménico. A concentragdo do eliciador, 0 momento de

adicdo na cultura, o tempo de contato do eliciador com os tecidos e a densidade de indculo
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sdo alguns dos fatores a serem considerados (GUNDLACH et al., 1992; NAMDEOQO, 2007,
SAHU; GANGOPADHYAY; DEWANJEE, 2013 YAN et al., 2006).

1.3. Producéo in vitro de metabdlitos secundarios em Passiflora

Apesar dos diversos trabalhos sobre o desenvolvimento de sistemas in vitro para a
producdo e a conservacao de espécies de Passiflora (ANAND et al., 2012; ANTONIAZZI et
al., 2018; CARVALHO et al., 2014; DIAS et al., 2010; GARCIA et al., 2011a; MACHADO
et al., 2010; MERHY, 2014; PACHECO et al., 2012; PAIM PINTO et al., 2010; PAIM
PINTO et al., 2011; PINTO et al., 2010; PRAMMANEE et al., 2011; RAGAVENDRAN et
al., 2012; REGO et al., 2011; ROCHA et al., 2012; ROCHA et al., 2015; ROSA;
DORNELAS, 2012; ROSA et al., 2016; SANTOS et al., 2010; SEVERIN et al., 2011,
SILVA; CARVALHO, 2014; SILVA etal., 2011; SILVA et al., 2015; SOARES et al., 2012;
PACHECO et al., 2016; VIEIRA et al., 2014), ha poucos relatos sobre a producdo de
metabdlitos ou substancias bioativas a partir de plantas e materiais obtidos in vitro dessas
espécies.

Em P. alata, a produgéo do alcaloide harmana foi estudada em culturas de calos e de
células em suspensdo em resposta a 6-benzilaminopurina (BAP), acido diclorofenoxiacético
(2,4-D) e cinetina. Embora esse alcaloide ocorra naturalmente em suas folhas, sua sintese ndo
foi observada nos sistemas in vitro avaliados (MACHADO et al., 2010). Por outro lado,
Lugato e colaboradores (2014) relataram a presenca de substancias fendlicas com potencial
antioxidante em calos friaveis, culturas de células em suspensao e folhas de plantas in vitro ou
aclimatizadas de P. alata.

A producdo de flavonoides foi aumentada em culturas de calos ndo-morfogénicos de P.
quadrangularis derivados de explantes foliares, ap6s eliciacdo por UV-B e cultivo em meio
MS suplementado com 2,4-D (ANTOGNONI et al., 2007). Em P. garckei, a eliciacdo de
culturas de células em suspensdo com extrato de levedura provocou um aumento na
capacidade de sintese de substancias aromaticas (FRACCAROLLI et al., 2008).

Mais recentemente, a producédo de flavonoides e saponinas foi evidenciada em folhas e
raizes de plantas in vitro de P. pohlii, respectivamente. Além disso, saponinas também foram
detectadas em culturas de raizes adventicias obtidas em resposta a diferentes auxinas. Esses

materiais apresentaram elevada capacidade antioxidante (SIMAO et al., 2016).
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A morfogénese in vitro de algumas espécies do género Passiflora, incluindo P. alata, P.
foetida, P. pohlii e P. suberosa, tem sido estudada pelo grupo do Nucleo de Biotecnologia
Vegetal da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (NBV/UERJ) nos dltimos 13 anos.
Esses estudos permitiram o estabelecimento de diferentes sistemas de cultura de tecidos
(CARUSO, 2017, FALCAO, 2011; GARCIA et al., 2011a; PACHECO et al., 2012; MERHY,
2014; LUGATO, 2014; SIMAO et al., 2016), os quais serviram de base para o
desenvolvimento de protocolos para a conservacdo in vitro por crescimento lento e
criopreservacdo (FALCAO, 2011; GARCIA et al., 2011b; MERHY et al., 2014; VIANNA,
2016; SIMAO et al., 2018a), além de constituirem sistemas para a producdo in vitro de
metabolitos secundarios de interesse farmacoldgico (LUGATO et al., 2014; SIMAO et al.,
2016; SIMAO et al., 2018b).

Para P. suberosa, ja foram estabelecidos sistemas para a producado in vitro de plantas e
calos morfogénicos e nao-morfogénicos, de consisténcia compacta e fridvel, em resposta a
diferentes tipos e concentracGes de reguladores de crescimento (GARCIA et al., 2011a). Além
disso, foram também estabelecidos protocolos de criopreservacdo de apices caulinares
utilizando as técnicas de encapsulamento-vitrificacdo e vitrificacdo em placas de aluminio (V-
Crioplaca) (GARCIA et al., 2011b; VIANNA, 2016). No entanto, apesar de estudos
preliminares realizados pelo grupo apontarem a presenca de flavonoides em extratos de folhas
de plantas obtidas in vitro (MERHY et al., 2012; SIMAO et al., 2018b), ainda ndo foram

realizados estudos fitoquimicos mais amplos com os materiais in vitro dessa espécie.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral desse trabalho foi caracterizar o perfil fitoquimico e avaliar a atividade

antioxidante de diferentes materiais obtidos in vitro de Passiflora suberosa L.

Obijetivos especificos:

e Estabelecer sistemas de culturas de raizes adventicias a partir de segmentos radiculares
de plantas in vitro, avaliando a influéncia de diferentes tipos e concentragdes de
auxinas, além de diferentes frascos de cultura;

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

e Comparar os perfis fitoquimicos de plantas, calos e culturas de raizes adventicias
obtidos in vitro, por meio de CCD e CLAE;

e Avaliar o potencial antioxidante dos extratos produzidos a partir dos materiais obtidos
in vitro, por meio dos ensaios de captura do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila
(DPPH) e CCD-DPPH.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal e condigdes de cultura

Plantas de P. suberosa obtidas a partir da germinacao in vitro e mantidas nos ultimos 11
anos no Laboratério de Micropropagacao e Transformacdo de Plantas (Labmit, NBV/UERJ)
(GARCIA et al.,, 2011a) foram utilizadas como fontes de materiais botanicos para este
trabalho. Um exemplar representativo das plantas cultivadas em condigdes naturais encontra-
se depositado no Herbario da UERJ, sob o registro HRJ 12783.

Para as culturas in vitro foi utilizado o meio basal MSM sélido (MONTEIRO et al.,
2000), contendo vitaminas do meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), sacarose a 3% e
solidificado com agar a 0,7%, quando necessario. O pH dos meios foi ajustado para 5,8 antes
da esterilizacdo em autoclave (15 minutos a 121°C e 1,0 atm). As plantas in vitro foram
mantidas em meio MSM %2 (meio MSM com metade da concentracdo de sais e vitaminas, e
sacarose a 1,5%), solidificado com agar a 0,7%, por meio de subculturas de segmentos
caulinares contendo de dois a quatro nos, a cada quatro semanas.

As culturas foram mantidas em camara de crescimento a 25°C + 2°C, sob fotoperiodo
de 16 horas, com intensidade luminosa média de 46 pmol.m2.s? fornecida por lampadas

fluorescentes do tipo branca fria.

3.2. Estabelecimento de culturas de raizes adventicias

Segmentos radiculares com cerca de 1,0 cm, contendo o0 meristema apical da raiz, foram
excisados de plantas in vitro com aproximadamente 60 dias de cultura e inoculados em
frascos Erlenmeyers (50 mL) vedados com2 folhas de papel aluminio e filme de PVC, ou
frascos de cultura (10 cm x 6 cm; 250 mL) vedados com tampas de polipropileno
transparentes, contendo 30 mL de meio MSM liquido suplementado com diferentes
concentracBes das auxinas &cido a-naftalenoacético (ANA) (0,54; 2,7; 5,4uM), &cido indolil-
3-butirico (AIB) (0,49; 2,45; 4,9uM) e &cido indolil-3-acetico (AlA) (0,57; 2,85; 5,7 uM).
Foram utilizados cinco frascos por tratamento, sendo inoculados cinco explantes por frasco.

As culturas foram mantidas em camara de crescimento, na auséncia de luz, sob agitacdo

em mesa agitadora orbital a 100 rpm, por 60 dias (SIMAO et al., 2016). O acimulo de
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biomassa foi calculado pela afericdo dos pesos de matéria fresca (PF) e seca (PS), sendo o

peso seco determinado apos a secagem do material em estufa (45°C) por 24 horas.

3.3. Inducéo de calogénese a partir de segmentos foliares

Explantes foliares (1,0 cm x 1,0 cm) foram excisados de plantas in vitro cerca de60 dias
apos a subcultura, inoculados em meio MSM sélido suplementado com picloram (PIC) a 28,9
uM e mantidos na presenca ou auséncia de luz por 60 dias (GARCIA et al., 2011a). Apos esse

periodo, os calos foram transferidos para meio fresco de mesma composigéo.

3.4. Caracterizacao fitoquimica

3.4.1. Preparo dos extratos vegetais

Para as analises cromatograficas e avaliacdo do potencial antioxidante foram preparados
extratos de diferentes materiais obtidos in vitro (folhas e raizes de plantas in vitro, calos
fridveis produzidos na presenca ou auséncia de luz por 60 dias, e raizes adventicias obtidas
em resposta a AlA, AIB e ANA, nos diferentes frascos, apds 60 dias de cultura).

Os extratos foram preparados em etanol a 40% por 1 hora, em refluxo. Posteriormente
foram filtrados, sendo em seguida secos em banho-maria a 90°C. Os extratos foram
armazenados sob refrigeracdo e ressuspensos em metanol, com auxilio de ultrassom para
realizacdo das analises fitoquimicas (BIRK et al., 2005; SIMAO et al., 2016).

3.4.2. Andlise por CCD

Para as analises em CCD, amostras dos diferentes materiais foram aplicadas em placas
de cromatografia de silica-gel 60 com indicador de fluorescéncia UV 254nm.

Para a andlise de flavonoides, a fase mdvel foi constituida de acetato de etila:acido
férmico:acido acetico glacial:dgua (100:11:11:26, v/v). A revelacdo foi realizada com
NP/PEG 4000 (Natural Products/Polietilenoglicol) e visualizagdo em cémara de UV3esnm
(SIMAO et al., 2016; WAGNER; BLADT, 2001).
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Para a analise de saponinas, a fase mével utilizada foi composta por cloroférmio:acido
acético:metanol:agua (60:32:12:8, v/v) (WAGNER; BLADT, 2001). As placas foram
reveladas com solucdo de anisaldeido sulfarico, e aquecidas a 100°C por 5-10 minutos para a

visualizacdo das manchas sob luz visivel (SIMAO et al., 2016).
O Redas amostras foi calculado conforme a seguinte equagéo:

RF = AD amostra (cm)
~ AD eluente (cm)

Sendo que 4D amostra (cm) é a distancia percorrida pela amostra na placa de silica-gel
em centimetros, e AD eluente (cm) é a distancia percorrida pelo eluente na placa de silica-gel
em centimetros (DA SILVA et al., 2014).

3.4.3. Andlise por CLAE-UV-DAD

Os extratos dos diferentes materiais analisados foram diluidos em metanol grau
espectroscopico (Tedia®, Brasil) na concentracio de 2 mg/mL™. Em seguida, foram
solubilizados sob ultrassom por 15 min, filtrados (Millipore de 0,45 pm, Merck® Alemanha) e
submetidos a analise por CLAE em cromatégrafo liquido (ultra) Agilent® 1260 Infinity,
equipado com bomba LC-10AD, misturador FCV 10AL, desgaseificador DGU-14A, forno
CTO-10AS, controlador SCL-10A e detector de UV com arranjo de diodos (UV-DAD) SPD-
M10A. As amostras foram separadas em coluna Thermo-scientific® Hypersil Gold RP18
(250 mm x 4,6 mm com particula de 5 A).

Foram utilizadas duas condi¢bes de fase mdvel, a primeira para determinar o perfil
cromatografico e a segunda para deteccdo de flavonoides. Para a determinacdo do perfil
cromatografico, a fase movel foi constituida por um metodo em gradiente empregando como
fase movel as solucdes A (agua ultrapura MilliQ® acidificada com &cido acético glacial a 1%,

pH 3,0) e B (acetonitrila, Tedia®), como descrito no quadro a seguir:
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Quadro 3 -Gradiente composto pelas solugdes A (agua ultrapura MilliQ®
acidificada com &cido acético glacial a 1 %, com pH 3,0) e B (acetonitrila)
para a determinacdo do perfil cromatografico de materiais in vitro de P.
suberosa, por CLAE-UV-DAD

Gradiente Solucdo A Solucéo B
(min) (%) (%)
0 95 5
2 95 5
45 0 100
55 0 100
61 95 5)

A fase modvel utilizada para a deteccdo de flavonoides também consistiu um método em
gradiente empregando como fase mével as solugdes A e B, porém em proporc¢des diferentes

do utilizado para analise do perfil fitoquimico (QUADRO 4).

Quadro 4 -Gradiente composto pelas solugdes A (agua ultrapura MilliQ®
acidificada com &cido acético glacial a 1 %, com pH 3,0) e B (acetonitrila)

para a deteccdo de flavonoides em materiais in vitro de P. suberosa, por

CLAE-UV-DAD
Gradiente Solucdo A Solucdo B
(min) (%) (%)
0-2 95 5
2-40 80 20
40 - 50 95 5

A obtencdo dos espectros UV ocorreu nos comprimentos de onda de 220, 250, 280, 300,

340, 380, 420 e 480nm para as duas corridas. O fluxo foi de 1 mL/min e volume de injecdo de
10 pL.

Essas andlises foram realizadas em colaboracdo com a Central Analitica Fernanda

Coutinho, do Instituto de Quimica da UERJ, sob a coordenacéo da Prof.2. Dr.2 M6nica Regina

da Costa Marques.
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3.5.  Avaliacéo do potencial antioxidante

3.5.1. Ensaio DPPH

O potencial antioxidante dos materiais foi avaliado através da capacidade de captura do
radical DPPH, de acordo com a metodologia descrita por Brand-Williams, Cuvelier e Berset
(1995), modificada por Sanchez-Moreno, Larrauri e Saura-Calixto (1998).

Os extratos de folhas e raizes obtidas de plantas in vitro e de calos derivados de
segmentos foliares cultivados na presenga ou na auséncia de luz foram ressuspensos em
metanol e diluidos em diferentes concentragdes (50, 40, 30, 20, 10 mg/mL). As diluigdes (25
uL) foram adicionadas a 975 pL de solugdo metandlica de DPPH e incubadas no escuro por 1
hora. A solucdo de DPPH com metanol foi utilizada como controle negativo da reacdo. As
leituras de absorbancia foram efetuadas em espectrofotdmetro a 515nm (Shimadzu UV-B382)

e a porcentagem de captura do radical DPPH foi determinada através da seguinte equacéo:
Ac — Aa
% DPPH capturado = (T) x 100

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

Os resultados foram também calculados através da concentragéo eficaz (CEsp), ou seja,
a concentracdo de extrato necessaria para reduzir em 50% a concentracdo inicial do radical
DPPH (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995). Os valores do CEsg foram
calculados por regressdo linear dos graficos, em que o eixo das abscissas representa a
concentracdo dos extratos (mg/mL) e o eixo das ordenadas, os valores da porcentagem de
captura de DPPH, calculados pelas médias das triplicatas. O célculo da CEsg foi efetuado pela

equacao abaixo:

y=-—ax+b

Onde:y =50 e x = CEso(mg/mL)
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5. DISCUSSAO

Técnicas de cultura de tecidos vegetais representam uma alternativa para atender a
demanda da producdo de plantas para fins comerciais, além de constituirem importantes
ferramentas para o desenvolvimento de estratégias biotecnoldgicas para a conservacao e para
a producdo de substancias bioativas in vitro (GEORGE; HALL; DE KLERK, 2008).

Embora o género Passiflora venha sendo bastante estudado devido ao potencial
agronémico, ornamental e medicinal de suas espécies, existem alguns relatos sobre o
estabelecimento in vitro de espécies silvestres (CARVALHO et al., 2012; DA SILVA et al.,
2009; DORNELAS; VIEIRA, 1994; GARCIA et al., 2011a; LOMBARDI et al., 2007;
MERHY, 2014; MONTEIRO et al., 2000; PERDOMO, 2016; PIPINO et al., 2008; SIMAO et
al., 2016; SOARES et al., 2012). Esses sistemas in vitro visam, de um modo geral, a producao
de plantas, calos, suspensdes celulares e raizes adventicias e foram desenvolvidos a partir de
diferentes tipos de explantes, em resposta, principalmente, a fitorreguladores das classes das
auxinas e citocininas (PACHECO et al., 2016).

Um estudo anterior com P. suberosa resultou no desenvolvimento de protocolos para a
obtencgéo de plantas e calos a partir de explantes caulinares e foliares, em resposta a diferentes
reguladores de crescimento (GARCIA et al., 2011a). Dessa forma, em continuidade a esse
estudo, novas abordagens biotecnoldgicas foram desenvolvidas, neste trabalho, visando ao
estabelecimento de culturas de raizes adventicias, assim como a investigacdo da composi¢do
fitoquimica e do potencial antioxidante dos diferentes materiais obtidos in vitro.

A morfogénese in vitro é influenciada por diversos fatores, como o0 meio de cultura ou
0 tipo de fraco e de vedacdo utilizados para o cultivo in vitro (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998; OZAROWSKI; THIEM, 2013). Para o estabelecimento de culturas de
raizes adventicias de P. suberosa foram avaliadas a influéncia de diferentes frascos de cultura,
além de tipos e concentracBes de auxinas. A maior biomassa de raizes adventicias foi obtida
em frascos de cultura vedados com tampas de polipropileno, quando comparada com a
observada em raizes cultivadas em Erlenmeyers vedados com dupla camada de folhas de
aluminio. Além disso, os padrdes morfogénicos também diferiram nos dois tipos de frasco
testados, sendo as raizes obtidas em frascos de cultura, mais finas, alongadas e ramificadas,
independente do regulador de crescimento utilizado.

Camolesi e colaboradores (2009) estudaram a influéncia do tamanho do frasco na

micropropagacao in vitro de Musa acuminata e verificaram que houve um maior crescimento
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dos materiais quando cultivados em frascos de maior volume (500 mL). A vedacdo dos
frascos também é um fator que deve ser considerado, uma vez que também exerce uma
influéncia direta sobre os explantes, devendo impedir a contaminacdo e o ressecamento do
material, além de permitir que as trocas gasosas ocorram de forma correta, evitando que
ocorra um acumulo de CO; e falta de oxigénio no microambiente interno do frasco de cultura
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; PIERIK, 1987; SCHUELTER et al., 2015). Em
Olea europaea L., 0 uso de PVC para vedacdo de frascos de cultura mostrou-se mais
adequado para o desenvolvimento do sistema radicular da espécie, quando comparado ao uso
de tampas rigidas, sem orificios (PINHEIRO et al., 2013).

A presenca de auxinas nos meios de cultura tem sido associada, principalmente, ao
alongamento, a dominancia apical, ao desenvolvimento do sistema vascular, ao gravitropismo
e ao fototropismo, além da rizogénese e da formacdo de calos in vitro. Dessa forma, a
influéncia de diferentes concentragdes das auxinas AlA, AIB e ANA para a obtengdo de
culturas de raizes adventicias de P. suberosa foi avaliada, pela primeira vez, neste trabalho.
Como essas auxinas estdo envolvidas, entre outros processos, na inducdo e desenvolvimento
das raizes laterais, tém sido amplamente empregadas no estabelecimento de protocolos de
culturas de raizes adventicias in vitro, a partir de diferentes explantes (CORDEIRO et al.,
2015; FRANCA et al., 2018; LI et al., 2009, 2016; POP et al., 2011; SIMAO et al., 2016;
SIMOES et al., 2009; TAKAC et al., 2016; VIEHMANNOVA et al., 2016; ZOLMAN et al.,
2000).

O desenvolvimento de culturas de raizes adventicias de P. suberosa ocorreu, de forma
mais significativa, quando o cultivo foi realizado em frascos de cultura e na presenga de
ANA, especialmente na concentracdo mais elevada (5,4 pM). Esses resultados corroboram os
observados para Puya berteroniana (VIEHMANNOVA et al., 2016), em que houve o
estabelecimento de culturas de raizes adventicias em resposta a ANA, ou AlB, sendo que as
melhores taxas de rizogénese foram obtidas nas maiores concentragdes testadas.

Apesar das vantagens da utilizacdo de cultura de raizes adventicias para a produgéo de
metabdlitos secundarios, ainda sdo poucos os trabalhos dessa natureza com espécies do
género Passiflora. Em P. pohlii, culturas de raizes adventicias obtidas em resposta a AlA a
2,85 UM apresentaram elevada atividade antioxidante, associada a presenca de saponinas
(SIMAO et al., 2016). Em P. foetida, as raizes obtidas em meios suplementados com ANA a
2,7 UM ou AIB a 4,9 uM apresentaram a producdo de saponinas e alcaloides indolicos
(CARUSO, 2017).
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Os materiais in vitro produzidos neste trabalho, incluindo plantas, calos e culturas de
raizes adventicias obtidas em frascos de cultura ou Erlenmeyers em resposta a diferentes
auxinas, foram analisados quanto ao seu perfil fitoquimico e a sua capacidade antioxidante.

A CCD foi utilizada para a detec¢do preliminar de possiveis saponinas e flavonoides
nos extratos de materiais obtidos in vitro de P. suberosa, por ser uma metodologia de baixo
custo e facil realizacdo e interpretacdo dos resultados, além de permitir uma rapida obtencao
de resultados através de uma analise simultanea de amostras diferentes (BIRK; PROVENSI;
GOSMANN, 2005). Nessas analises, foi possivel observar a presenca de flavonoides em
extratos de folhas de plantas in vitro, corroborando os resultados recentes de Bandara,
Padumadasa e Peiris (2018), que detectaram a presenca de flavonoides em extratos de folhas
de plantas de P. suberosa mantidas em condicdes naturais, também utilizando a técnica de
CCD. Além disso, a presenca de saponinas foi detectada em todos os extratos testados. No
trabalho de Simédo (2015), saponinas foram encontradas em extratos de raizes in vitro e in vivo
para outra espécie do género, P. pohlii.

A técnica de CLAE e suas variagfes mais atuais, incluindo CLUE, tem sido bastante
utilizada para a deteccdo e quantificacdo de substancias bioativas em espécies do género
Passiflora (AMARAL et al., 2019; GOMES et al.,, 2017; GOSMANN et al.,, 2011;
SIMIRGIQOTIS et al., 2013; ZERAIK; YARIWAKE, 2010; ZUCOLOTTO et al., 2012). Neste
trabalho, a analise cromatogréafica dos extratos de folhas de plantas de P. suberosa obtidas in
vitro indicou a presenca de trés substancias. Por outro lado, calos mantidos na presenca ou
auséncia de luz apresentaram perfis cromatograficos distintos, com padrfes biossintéticos
diferentes dos apresentados pelas folhas de plantas in vitro, seus explantes originais. Esses
resultados sugerem que houve uma modulacdo da biossintese de substancias bioativas
associada ao processo de inducdo de calogénese. Além disso, 0s cromatogramas dos extratos
de raizes de plantas in vitro e de raizes adventicias obtidas em diferentes condicGes
apresentaram um sinal de absor¢do em comum, com tempo de retencdo semelhante, indicando
se tratar da mesma substancia. Esses resultados, associados aos observados anteriormente nas
analises por CCD, sugerem que essa substancia pertence, provavelmente, ao grupo das
saponinas.

Outro aspecto estudado neste trabalho foi a avaliacdo do potencial antioxidante dos
diferentes materiais de P. suberosa obtidos in vitro. Para isso, foi escolhido o ensaio de
captura do radical DPPH, amplamente utilizado para determinar a atividade antioxidante de
folhas (BANDARA; PADUMADASA; PEIRIS, 2016, 2018; COLOMEU et al., 2014; DA
SILVA et al, 2013; FERRERES et al., 2007; FILHO et al., 2018; RAMAIYA; BUJANG;
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ZAKARIA, 2014;SAPTARINI;  WARDATI; JULIAWATI, 2013; SASIKALA;
SARAVANAN; PARIMELAZHAGAN, 2011; SUNITHA; DEVAKI, 2009), frutos (ALI et
al., 2010; GIL et al., 2014; HARTANTO; LISTER; FACHRIAL, 2019; LOPEZ-VARGAS et
al., 2013; SASIKALA; SARAVANAN; PARIMELAZHAGAN, 2011; SIMIRGIOTIS et al.,
2013; ROTILI et al., 2013; WONG et al., 2014; XIONG et al., 2019;ZERAIK et al., 2011),
sementes (MALACRIDA; JORGE, 2012) e materiais obtidos in vitro de espécies de
Passiflora (ANTOGNONI et al. 2007; LUGATO et al., 2014; SIMAO et al., 2016).

O ensaio DPPH é baseado na capacidade de reducdo do radical livre DPPH, que
possui  coloracdo arroxeada, levando a formacdo de 2-(4-hidroxifenil)-2-fenil-
1picrilhidrazina,com coloragdo amarela, pela agdo antioxidante das substancias presentes no
extrato vegetal. Assim, é possivel realizar quantificacdo do processo de reducédo
espectrofotometricamente (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995, SANCHEZ-
MORENO; LARRAURI; SAURA-CALIXTO, 1998).

A capacidade antioxidante de P. suberosa foi recentemente investigada por Bandara,
Padumadasa e Peiris (2018), também utilizando o ensaio de captura do radical DPPH, que
verificaram que extratos aquosos de folhas apresentaram maior atividade antioxidante, quando
comparados aos extratos metandlicos do mesmo material vegetal. Esses resultados foram
associados a presenca de diferentes substancias, como as proantocianidinas. Vale ressaltar
que, em um trabalho anterior, esses mesmos autores ja haviam verificado uma baixa atividade
antioxidante nos extratos metandlicos de folhas da espécie (BANDARA; PADUMADASA,
PEIRIS, 2016). No presente trabalho, foi observado, no geral, um baixo potencial
antioxidante nos materiais in vitro de P. suberosa analisados.

Apesar do ensaio de captura de DPPH ser amplamente utilizado, a determinagdo
espectrofotométrica da capacidade do sequestro de radicais livres ndo permite identificar as
substancias responsaveis pela acdo antioxidante (CIESLA et al., 2012). Logo, a associacédo
entre 0 ensaio DPPH e a técnica de CCD tem sido utilizada como uma alternativa para a
identificacdo das substancias presentes em extratos vegetais com atividade antioxidante
(JESIONEK; MAJER-DZIEDZIC; CHOMA, 2015; MASOKO; ELOFF, 2007).

Os trabalhos que descrevem o uso da técnica de CCD-DPPH para avaliacdo da
atividade antioxidante de extratos vegetais, em sua maioria, correlacionam o potencial
antioxidante a presencga de substancias fendlicas, como &acidos fendlicos ou flavonoides, nos
extratos, uma vez que essas substancias atuam de forma a sequestrar radicais livres, pois

possuem uma alta capacidade de doa¢édo de hidrogénio ou elétrons (CIESLA et al., 2012).
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Neste trabalho, raizes in vitro e calos cultivados na presenca de luz de P. suberosa,
apresentaram baixa atividade antioxidante em relacdo aos demais extratos (folhas in vitro e
calos cultivados na auséncia de luz). A baixa capacidade antioxidante observada no ensaio de
DPPH em extratos de calos obtidos na presenca de luz foi corroborada pela anélise qualitativa
por CCD-DPPH, uma vez que ndo foram observadas manchas indicativas de atividade
antioxidante nas regides referentes aos flavonoides detectados anteriormente nestes extratos.
Porém, nas condi¢des especificas para saponinas, foram detectadas manchas indicativas de
acdo antioxidante nos extratos de folhas de plantas in vitro e de raizes adventicias cultivadas
em frascos de cultura na presenca de AlA a 0,57 uM, AIB a 4,9 uM e ANA (2,7 e 5,4 uM),
ou em frascos do tipo Erlenmeyer em resposta a ANA 5,4 puM. Dessa forma, é possivel
sugerir que a atividade antioxidante observada nos extratos analisados esta, provavelmente,
relacionada a presenca de saponinas.

A capacidade de sequestrar radicais livres apresentada pelas saponinas ja foi descrita
por outros autores (ASHRAF et al., 2015; CHEN et al., 2015; FRANCIS et al., 2002; SIMAO
et al.,, 2018; SUR et al., 2001). Além disso, as saponinas também tém outras atividades
bioldgicas associadas, como atividades anti-inflamatdria, antimicrobiana, antidiabética e
antitumoral (CHEN et al., 2015; NICKEL et al., 2016; PUENTE-GARZA et al., 2017;
SIMAO et al., 2018; VUONG et al., 2015).

O estabelecimento de culturas de raizes adventicias descrito, pela primeira vez, neste
trabalho foi realizado com sucesso para P. suberosa, principalmente utilizando frascos de
cultura e meios suplementados com ANA. As andlises cromatograficas desses e de outros
materiais obtidos in vitro (folhas, raizes e calos) se mostraram eficientes para a deteccdo de
flavonoides e saponinas. Adicionalmente, as analises do potencial antioxidante dos diferentes
materiais constataram uma relacdo positiva com a presenca dessas substancias nos extratos
analisados, embora as amostras tenham apresentado baixa atividade antioxidante. Esses
resultados s&o bastante promissores, uma vez que demonstram, pela primeira vez, o potencial

de diferentes sistemas biotecnoldgicos da espécie para a producao de substancias bioativas.
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CONCLUSOES

O uso de ANA permitiu a proliferacdo de raizes adventicias a partir de segmentos

radiculares de P. suberosa, independentemente do tipo de frasco utilizado;

Frascos de cultura se mostraram mais adequados para a producao de raizes adventicias

de P. suberosa, quando comparados aos frascos do tipo Erlenmeyer;

Anélises por CCD indicaram a presenca de flavonoides apenas em extratos de folhas
de plantas in vitro, enquanto saponinas foram detectadas em todos os materiais

analisados (folhas e raizes de plantas in vitro, calos e culturas de raizes adventicias);

Anélises por CLAE confirmaram a presenca de flavonoides em extratos de folhas de
plantas in vitro, e revelaram a presenca de uma substancia comum a todos 0s extratos

de raizes analisados, com 0 mesmo tempo de retencao;

Apesar de ter sido detectada uma baixa atividade antioxidante em todos 0s materiais in
vitro testados, o extrato de folhas de plantas in vitro apresentou o melhor resultado, o
qual foi relacionado a presenca de saponinas nos extratos, evidenciada pelos ensaios
de CCD-DPPH.
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PERSPECTIVAS

Realizar a andlise fitoquimica do meio de cultura isolado de culturas de raizes

adventicias obtidas em frascos de cultura e Erlenmeyers;

Comparar o perfil fitoquimico e a avaliacdo antioxidante dos materiais in vitro com

materiais cultivados em condigdes naturais;

Identificar a substancia em comum detectada nas analises por CLAE de todos 0s

extratos de raizes de P. suberosa;

Avaliar outras atividades farmacologicas dos extratos de materiais in vitro de P.

suberosa;

Avaliar a influéncia da eliciacdo para a producdo de substancias bioativas nos

diferentes materiais in vitro de P. suberosa.
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