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RESUMO

Passiflora setacea D.C. (Passifloraceac) ¢ uma espécie endémica do Brasil, mais
especificamente nos biomas do Cerrado e Caatinga. E conhecida como maracuja-do-sono por
ter diversas propriedades terapé€uticas, principalmente como calmante e antioxidante. O
cultivar BRS Pérola do Cerrado foi lancado pela Embrapa em 2013, é o primeiro cultivar
proveniente de uma espécie selvagem de Passiflora registrado e protegido. O objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito do tempo de cultivo no incremento em biomassa e nos perfis de
metabolitos secundarios de calos de nods cotiledonares cultivados in vitro em meio de cultura
Murashige & Skoog (MS), suplementado com 88,5 mM de sacarose; 2,5 uM de 2,4-D ¢ 0,2 %
de Phytagel. A avaliagdo dos calos ocorreu apos 30, 60 e 90 dias de cultivo. Os perfis
fitoquimicos dos calos foram comparados com os de folhas, cascas de frutos e sementes.
Todos os tipos de materiais vegetais foram secos ao ar livre, em temperatura de 23+ 2°C e
umidade relativa de 70%, até a estabilizacdo da massa seca. O material seco de cada amostra
foi macerado e mantido em solugdo hidroalcodlica de etanol 70% (v/v) para extragao, filtrado
e posteriormente processado usando cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada com
espectrometria de massas (CLUE-ESI-EM). Os dados cromatograficos e espectrométricos
resultantes foram analisados usando os softwares MS-DIAL e MS-FINDER para identificagao
dos metabdlitos, criando um perfil metaboldmico para as amostras analisadas. O perfil
metabolomico foi obtido a partir do software MetaboAnalyst, incluindo anélise de
componentes principais (PCA), K-means clustering e importancia da variavel na proje¢ao
(VIP) baseada na andlise discriminante de minimos quadrados parciais (PLS-DA). Os
resultados revelaram que o tempo de cultivo de 30 dias foi o mais eficiente em termos de
incremento de massa seca e na diversidade de compostos. Apesar dos tempos de cultivo de 60
e 90 dias serem menos eficientes, houve associacdo com diferentes tipos de metabdlitos
baseado nos VIP scores, indicando a influéncia do tempo de cultivo tanto no crescimento dos
calos quanto no perfil metabdlico. De modo geral, o perfil metabolico dos calos foi mais
similar ao das cascas de frutos, mas as folhas apresentaram maior diversidade de metabolitos.
Acidos organicos de interesse farmacéutico, como os acidos aspartico, treénico, D- ribonico e
succinico foram amplamente detectados nos calos. Acidos organicos, flavonoides, terpenos,
lipidios e fosfolipidios foram também encontrados em amostras dos outros materiais vegetais.
Analises dos metabolitos via VIP revelou o alto potencial das culturas in vitro de nods
cotiledonares como fontes de metabolitos relevantes, com atividade biologica como acido
citrico (VIP score 1,6) e o flavonoide sabian (VIP score 1,4), além do flavonoide
O-metil-epicatequina (VIP score 1,2) e dos terpenos cicloartano glicosideos e astragalosideo
IT (VIP scores proximos de 1,0). Esses resultados destacam o potencial dos calos de no
cotiledonar de P. setacea para produzir metabolitos secundarios de interesse comercial e
enfatizam a necessidade de pesquisas adicionais sobre varios aspectos dos bioprocessos
envolvidos, em particular o tempo de cultivo e os métodos de extragdo.

Palavras-chave: Sabian, cultura de calos, maracuja-do-sono, CLUE-ESI-EM, analise
multivariada, metabolitos



ABSTRACT

Fassiflora setacea D.C. (Passifloraceae) is an endemic species of Brazil, specifically found in
the Cerrado and Caatinga biomes. It is known as “maracuja-do-sono” (sleep passionfruit) due
to its various therapeutic properties, mainly as a calming and antioxidant agent. The cultivar
BRS Pérola do Cerrado was released by Embrapa in 2013, being the first cultivar derived
from a wild species of Passiflora to be registered and protected. The aim of this study was to
evaluate the effect of cultivation time on biomass increment and the profiles of secondary
metabolites of calluses from cotyledonary nodes cultured in vitro in Murashige & Skoog (MS)
medium, supplemented with 88.5 mM sucrose; 2.5 uM 2,4-D and 0.2% Phytagel. The
evaluation of the calluses occurred after 30, 60, and 90 days of cultivation. The phytochemical
profiles of the calluses were compared with those of leaves, fruit peels, and seeds. All types of
plant materials were air-dried at a temperature of 23+2°C and relative humidity of 70% until
dry mass stabilization. The dried material of each sample was macerated and kept in a
hydroalcoholic solution of 70% ethanol (v/v) for extraction, filtered, and subsequently
processed using ultra performance liquid chromatography coupled with mass spectrometry
(UPLC-ESI-MS). The resulting chromatographic and spectrometric data were analyzed using
MS-DIAL and MS-FINDER software for metabolite identification, creating a metabolomic
profile for the analyzed samples. The metabolomic profile was obtained using MetaboAnalyst
software, including principal component analysis (PCA), K-means clustering, and variable
importance in projection (VIP) based on partial least squares discriminant analysis (PLS-DA).
The results revealed that the 30-day cultivation period was the most efficient in terms of dry
mass increment and compound diversity. Although the 60 and 90-day cultivation periods were
less efficient, they were associated with different types of metabolites based on VIP scores,
indicating the influence of cultivation time on both callus growth and metabolic profile.
Overall, the metabolic profile of the calluses was more similar to that of fruit peels, but the
leaves showed greater metabolite diversity. Organic acids of pharmaceutical interest, such as
aspartic, threonic, D-ribonic, and succinic acids, were widely detected in the calluses. Organic
acids, flavonoids, terpenes, lipids, and phospholipids were also found in samples of other
plant materials. Analysis of metabolites via VIP revealed the high potential of in vitro cultures
of cotyledonary nodes as sources of relevant metabolites with biological activity, such as
citric acid (VIP score 1.6) and the flavonoid sabian (VIP score 1,4), as well as the flavonoid
O-methyl-epicatechin (VIP score 1,2) and the terpenes cycloartane glycosides and
astragaloside II (VIP scores close to 1,0). These results highlight the potential of cotyledonary
node calluses of P. sefacea to produce secondary metabolites of commercial interest and
emphasize the need for further research on various aspects of the involved bioprocesses,
particularly cultivation time and extraction methods.

Keywords: Sabian, calluses culture, sleep passionfruit, UPLC-ESI-MS, multivariate analysis,
metabolites
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1 INTRODUCAO
1.1 Familia e espécie

Passifloraceae ¢ uma familia botanica com ampla prevaléncia em regides tropicais e
subtropicais, possuindo aproximadamente 700 espécies divididas em 20 géneros (NUNES;
QUEIROZ, 2006). No Brasil existem 4 géneros, sendo Passiflora L. de maior expressdo, com
mais de 140 espécies das quase 560 existentes do género (MADER et al., 2009).De modo
geral, as espécies de Passiflora sao chamadas de maracujas e muitas possuem grande
importancia econdmica, enquanto que as silvestres ainda sd3o pouco introduzidas no mercado
nacional (TERHAAG, 2019). A comercializagdo ¢ voltada no consumo do fruto in natura,
principalmente aquelas que tenham acesso aos cultivares geneticamente melhorados, para
ornamento e pelas propriedades fitoterapicas, pois contém substancias bioativas diversas com
interesse farmacoldogico (DHAWAN; DHAWAN; SHARMA, 2004; OLIVEIRA; FALEIRO;
JUNQUEIRA, 2017).

A espécie Passiflora setacea DC., mais conhecida como maracuja-sururuca ou
maracuja-silvestre, ¢ uma das quase 200 espécies silvestres de maracuja no Brasil (COSTA;
MORALIS; SANTOS, 2014), conhecida pelos seus efeitos contra a insonia e ansiedade, por
isso o nome popular sururuca (CARVALHO; OLIVEIRA; COSTA, 2018). E natural de
capoeiras e restingas presentes nos biomas Cerrado e Caatinga, sendo encontrada nos estados
da Bahia, Rio de Janeiro, Goias, Minas Gerais, Espirito Santo, Mato Grosso e¢ Alagoas
(RUGGIERO; OLIVEIRA, 2005; LORENZI et al., 2006). O cultivar BRS Pérola do Cerrado
foi lancado pela Embrapa em 2013 e ¢ o primeiro cultivar registrado e protegido de uma
espécie selvagem de Passiflora. Com o intuito de explorar a variabilidade genética e inserir P
setacea no mercado comercial, esse cultivar foi criado pelo programa de melhoramento
genético da Embrapa Cerrados, sendo entdo o primeira cultivar de maracujazeiro silvestre

registrado no Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (COSTA et al., 2015).

1.2 Estudos fitoquimicos e atividades biologicas de Passiflora L.

Muitas pesquisas tém sido conduzidas com o intuito de aprofundar as analises
fitoquimicas e sobre as atividades bioldgicas das espécies de Passiflora L., como efeitos
ansioliticos, antioxidante, anti-inflamatorio e antibacteriano (CARVALHO; OLIVEIRA;
COSTA, 2018; RAMAIYA et al., 2021). Esses trabalhos deixam claro que essas atividades se
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devem a presenca de diferentes metabdlitos, principalmente os compostos fenodlicos,
flavonoides, saponinas, alcoois, ésteres e aldeidos (SANTOS-TIERNO et al., 2021). Porém,
outras classes de compostos, como os carotenoides, que sdo metabolitos relevantes para a
medicina, tém sido pouco estudados em passifloras. Os carotenoides desempenham
importante fun¢do nutricional e para a saude, por serem antioxidantes, além de fontes de
retinol (Vitamina A'), que é o principal pigmento presente no globo ocular, e do acido
retindico, que ¢ uma forma oxidada da vitamina A (QUIAN-ULLOA; STANGE, 2021). Essas
moléculas sdo importantes para varios processos fisioldgicos nos seres humanos como a
ativagcdo do sistema imunologico, sistema Optico e desenvolvimento embriondrio. Além
desses carotenoides, que s3o convertidos em vitamina A, outros carotenoides sdo também
necessarios para varias fungdes fisioldgicas no corpo humano que atuem contra doencas
degenerativas, como a luteina, a qual exerce atividade anticancerigena e contra degeneracao
da retina (ALVAREZ et al., 2015; KRINSKY, 1994).

Os estudos fitoquimicos sobre a polpa de frutos de Psetacea conduzidos até o
momento demonstraram a presenga de varios metabdlitos secundarios como as poliaminas
bioativas (espermidina, putrescina e agmatina), que atuam na saide humana como
antioxidantes e a triptamina, que ¢ precursor do neurotransmissor serotonina (BOMTEMPO et
al., 2016); fenodlicos totais, flavonodides, aminas bioativas ¢ atividade antioxidante
(SANCHEZ et al., 2020); flavondides orientina, isoorientina, vitexina, isovitexina e
hesperitina, com atividade antioxidante (CARVALHO; OLIVEIRA; COSTA, 2018;
OLIVEIRA et al., 2022). Os estudos de Sanchez et al (2020), por exemplo, enfatizaram o
efeito da pasteurizagdo da polpa de frutos sobre os niveis de flavonoides, vitamina C,
fenolicos totais e aminas bioativas e nas qualidades fisicas e sensoriais desses compostos.

Em folhas de P setacea foram detectados os flavonoides homorientina, vitexina,
isovitexina e orientina (GADIOLI et al., 2017; GOMES et al., 2017, WOSCH et al., 2017);
isovitexina e isovitexina-2-O-xilosideo como discriminante do grupo P. setacea var. BRS
Pérola do Cerrado entre varias espécies de Passifloras (DUTRA et al., 2023). Em sementes de
P. setacea foram detectados 6leos que estimularam a proletragdao de ceratindcitos e melhorou
o processo de cicatrizagdo através de uso topico, com potencial terapéutico e cosmético
(SOUZA et al., 2022).

Essas pesquisas previamente relatadas indicam o potencial medicinal de P. setacea,
uma vez que a revisao publicada por He et al. (2016) sobre atividades biologicas da vitexina e
isovitexina ressaltam inimeras a¢des dessas moléculas como neuroprotetor, anti-neoplésico,

protetor do sistema cardiovascular, protetor contra os efeitos da diabetes atuando como
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inibidores da alfa-glucosidase presente nos intestinos, enzima chave para degradar os
carboidratos. Além dessas atividades notadamente comprovadas, essas moléculas atuam
também como agentes anti-microbiano, anti-viral, anti-depressivo, anti-convulsao,

antiepiletico, anti-Alzheimer, antinociceptiva, anti-injiria por hipoxia e esquemia.

1.3 Estratégias biotecnologicas para a produc¢io de metabdlitos secundarios

Muitas vezes, quando se tem interesse em explorar algum género ou espécie, pode
ocorrer 0 problema de disponibilidade de material para extragdo e preservagdo da espécie,
principalmente aquelas que estdo em estado silvestre e sofreram selecdo artificial e/ou
aperfeicoamentos genéticos (PIRES, 2022), como ¢ o caso da P. sefacea, que possui
reprodugdo por germinacao escassa (SANTOS et al., 2010) e dificuldades na reproducao
vegetativa (PADUA et al., 2011). Uma forma de contornar esses tipos de problemas é fazendo
o uso das ferramentas que a biotecnologia nos oferece.

A micropropagacgdo ¢ uma técnica que emprega o cultivo in vitro de tecidos vegetais
com o intuito de multiplicar assexuadamente as células ou os organismos de interesse, livre de
patogenos e conservando o genotipo do individuo original, sendo uma forma de manter
sempre disponivel o material para aplicacio de outras técnicas (TORRES et al., 2000). E
realizada a partir de explantes, que sdo segmentos de tecidos ou 6rgaos, que podem regenerar
in vitro, 6rgaos inteiros, como ramos e raizes (organogénese), embrides (embriogénese) ou os
calos, através da desdiferenciacdo e proliferacdo das células (calogénese)(ANDRADE, 2002).
O trabalho de Shekhawat et al. (2015) ¢ um bom exemplo do uso da micropropagagdo, onde
induziu a formagdo in vitro de raizes e, consequentemente, a produgdo em massa de plantas
inteiras a partir de segmentos nodais de ramos em Passiflora foetida, uma espécie com
multiplas fungdes medicinais de grande interesse para as industrias farmacéuticas. Os
sistemas de micropropagacdo, quando otimizados, também podem ser utilizados para a
produgdo de metabolitos secundarios de interesse biotecnologico.

Para a obtenc¢dao de metabdlitos secundarios um dos processos mais vantajosos ¢ o da
calogénese, onde os calos, que sdo agrupamentos de células, normalmente pouco
diferenciadas, podem ser utilizados tanto para produzir os metabdlitos secundarios como para
se diferenciar em Orgdos como ramos e raizes (organogénese indireta), que também podem
produzir esses metabolitos (JAFARI; DANESHVAR, 2024). Em seu trabalho, Jafari e
Daneshvar (2024), utilizando calos de Passiflora caerulea, demonstraram que os principais

fatores que influenciam o processo de calogénese sdo o tipo de explante escolhido, o meio de
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cultura e os reguladores de crescimento, enfatizando a necessidade de desenvolver protocolos
adequados para aplicagdo eficiente da técnica.

Os sistemas de cultura in vitro de calos sdo muito relevantes e amplamente difundidos,
como método para desenvolver a produgao de metabdlitos secundarios, pois os calos podem
ser manipulados com diferentes tipos de elicitores bidticos e abidticos, para otimizar as vias
de biossintese dos metabolitos de interesse, sendo uma ferramenta relatada em varios estudos
que avaliam o potencial biolégico e biotecnologico de varias espécies vegetais
(PEREZ-ALONSO; JIMENEZ, 2011). Intimeros sdo os relatos na literatura de espécies em
que a utilizacdo da estratégia de cultivos in vitro de calos e de suspensdes celulares sdo
viabilizados para a produ¢do de biomassa vegetal em biorreatores, para o escalonamento do
processo de producdo e extracdo de metabolitos secundarios em condigdes controladas, que
garantem a estabilidade da producdo em condi¢des controladas de luminosidade e
temperatura.

Trabalhos com outros géneros constataram que mais fatores, como temperatura e luz,
também influenciaram na calogénese, além de fitohormonios, como o acido salicilico, que
promove a produgdo de carotenoides in vitro por plantas micropropagadas de Nasturtium
officinale (KLIMEK-SZCZYKUTOWICZ et al., 2022). H4 também estudos com foco em
fatores incomuns como fontes de luz de LED azul em sacos embrionarios de Citrus (MA et
al., 2021) e herbicidas aplicados em calos e suspensdes de Solanun [lycopersicum
(ENGELMANN et al., 2010).

Revisdes recentes mostram que as tecnologias de cultura de calos, de suspensdes
celulares e de raizes in vitro tem sido amplamente utilizadas em vérias espécies, viabilizando
alternativas promissoras para a produ¢do de diversos metabolitos secundarios com atividade
bioldgicas (CHANDRAN et al., 2020; ABDULHAFIZ et al., 2022). Esses autores citam
alguns exemplos de espécies e de metabolitos secundéarios de interesse, produzidos por
culturas in vitro e com aplicacdes farmacologicas, como compostos fendlicos, flavonoides,
ginsenosideos, vimblastina, vincristine, atropina, taxol e quinino. Ressaltam que a utilizagao
da engenharia metabdlica das vias de biossintese e da utilizacdo de elicitores bidticos
(fragmentos de parede celular de pectina e celulose, polissacarideos quitina, quitosana e
hormoénios como 4cido salicilico, metil-jasmonato) e ndo bidticos (radiacdo UV, estresse
nutricional e por metais pesados) t€m sido eficiente em estimular e otimizar os processos de

producao por células cultivadas in vitro.
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1.4 Estudos biotecnoldgicos sobre P. setacea

Nos tltimos anos tém aumentado o nimero de estudos cientificos sobre a P. setacea
em culturas in vitro e estudos sobre metabdlitos secundarios produzidos pelas folhas,
sementes € polpa de frutos. Santos et al (2010), por exemplo, procurou estabelecer protocolos
para micropropagacdo a partir de sementes de P. setacea e germinagdo in vitro. Vieira et al.
(2014), por sua vez, buscou determinar o protocolo ideal para a organogénese combinando
diferentes tipos de reguladores de crescimento e regimes de luz em explantes de folha,
hipocétilo e raizes. J4 Aradjo et al (2022) estudou a morfogénese com o uso de dois elicitores,
benziladenina (BAP) e thidiazuron (TDZ), usando hipocétilo, segmentos de nos e de raizes
como explantes, e seus resultados exibiram tendéncia maior de formacao de calos e plantulas
em segmentos de nds tratados com BAP.

As pesquisas sobre P. setacea cv. BRS Pérola do Cerrado realizadas no Laboratorio de
Fisiologia Vegetal/Biotecnologia (BOT/CCB/UFSC) tém sido direcionadas para avaliar e
otimizar o potencial do desenvolvimento de sistemas de cultura in vitro de calos para a
producao de metabolitos secundarios, em especial de compostos fenolicos, flavonoides e
atividade antioxidante, sempre em condic¢des controladas (SOZO et al., 2016).

O primeiro estudo desenvolvido por Sozo (2014) sobre a produgdo de metabolitos de
P. setacea por culturas in vitro de calos demonstrou a influéncia do explante de origem dos
calos e do periodo de cultivo na producdo de compostos fendlicos, carotenoides e atividade
antioxidante. Neste trabalho foram comparados, quanto a producdao de luteina, calos
originarios de varios tipos de explantes, com diferentes periodos de cultivo e foi demonstrada
a diferengca entre os calos originados de segmentos de hipocotilo, n6 foliar, raiz, né
cotiledonar e cotilédone, indicando a maior producao nos calos de no foliar cultivados em 65
dias, seguido dos calos de hipocétilo com 45 dias e dos calos de no6 foliar e de cotilédone de
45 dias cultivados em 88,5 milimolar (mM) de sacarose e 2,5 micromolar (uM) de acido 2,4
diclorofenoxiacético (2,4-D).

Terhaag (2019) demonstrou o aumento significativo da biossintese de carotendides
totais em calos de no cotiledonar e de cotilédone cultivados em 88,5 mM de sacarose € 2,5
uM de 2,4-D em comparacdao com o acido a-naftalenoacético (ANA), indicando, para ambos
os tipos de calos, a maior eficiéncia do 2,4-D como regulador de crescimento.

Montagner (2018), realizando um estudo mais completo sobre P. setacea confirmou a
influéncia de diferentes tipos de explantes utilizados para iniciar as culturas de diferentes tipos

de calos, fontes de carbono e da elicitagdo com acido salicilico nos niveis de compostos
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fenolicos totais, flavonoides, carotenoides, compostos volateis, terpenos e atividade
antioxidante dos vdrios tipos de calos. O estudo ainda mostrou um aumento significativo na
concentracdo de luteina nos calos oriundos de segmentos de nd cotiledonar e cotilédone
elicitados com acido salicilico em compara¢ao com os calos nao elicitados, otimizando assim
a producdo de luteina pelos calos originados de no cotiledonar e cotilédone. Detectou também
varios perfis de compostos volateis entre as culturas de calos originados a partir de diferentes
tipos de explantes, além de demonstrar a influéncia promotora do 4acido salicilico,
aumentando os niveis de fendlicos totais e atividade antioxidante.

No estudo conduzido por Montagner (2018) foram utilizadas técnicas de andlise de
compostos dos extratos hidroalcodlicos por cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas (CL-ESI-EM), que permitiu estabelecer os perfis dos compostos polifenolicos
detectados em extratos de pericarpo, sementes, folhas e calos de no cotiledonar e de
cotilédone de P. sefacea. Em folhas, pericarpos e sementes foram encontrados 11 acidos
fenodlicos, 1 aldeido fenodlico e 5 flavonoides. Os calos de no cotiledonar e cotilédone em
sacarose produziram 8 acidos fendlicos, mas apenas os calos de nd cotiledonar em frutose
produziram os flavonoides vitexina e isoorientina. Os calos de cotilédone produziram vitexina
e isoorientina apenas apos a elicitacdo com acido salicilico.

Fonseca (2019), selecionou os dois tipos de calos mais promissores (calos de nd
cotiledonar e cotilédone) em termos da biossintese de metabdlitos secunddrios para
demonstrar o efeito promotor de certos tipos de meio de cultura, de fontes de carbono
utilizadas isoladamente, incluindo a trealose ou em combinac¢ao de fontes de luz nos niveis de
compostos fenodlicos, flavonoides e atividade antioxidante. Terhaag (2019) constatou, nesses
calos, o efeito promotor de diferentes tipos de reguladores de crescimento nos niveis de
fenolicos totais, flavonoides, clorofilas e carotenoides. Em todas essas pesquisas previamente
mencionadas, os métodos de analises foram as técnicas de extracdo hidroalcoolica em alcool
etilico 96% (v/v) de compostos fenolicos totais e flavonoides e de dosagens quantitativas com
métodos colorimétricos.

Santos-Tierno et al (2021) analisaram o efeito da qualidade da luz (escuro,
fluorescente e LED branco, azul vermelho e azul-vermelho) na produgdo de metabolitos de
calos derivados de segmentos internodais do caule de P. setacea cv. BRS Pérola do Cerrado
por HPLC-UV e HPLC-UV-ESI-MS/TOF (cromatografia liquida de alta performance
acoplada ao detector de UV e espectrometro de tempo de voo), que revelou a presenca de 14
compostos, principalmente flavonoides e acidos graxos, com o maior numero de compostos

detectados nos calos sob efeito do LED azul. Os maiores potenciais antioxidantes foram
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obtidos nos calos intermodais mantidos sob luz fluorescente, LEDs azul e vermelho. As
atividades das enzimas antioxidantes foram maiores sob LED vermelho. Esses pesquisadores
avaliaram pela primeira vez os efeitos de varios tipos de luz sobre a formagao de calos,
producao de metabolitos secundarios e atividade antioxidante, obtendo dados valiosos, como
aumento da biomassa dos calos estimulado por LED vermelho e maior producdo de
substancias bioativas por LED azul, gerando novas perspectivas de estudo na conjuntura da
biotecnologia vegetal. Foram detectados 14 compostos principalmente acidos graxos e alguns
compostos fenolicos tirosol (apenas em LED azul) e derivados C-glicosil (em todos tipos de
luz) e luteolina (flavonoide, apenas em LED azul).

Santos-Tierno et al. (2022) também analisaram, através da HPLC-UV-ESI-MS/TOF,
o conteudo de flavonoides e o potencial antioxidante de extratos hidroalcoolicos de folhas de
plantas do cv. BRS Pérola do Cerrado liofilizadas crescidas in vivo e folhas de plantas
micropropagadas in vitro. Os dois constituintes majoritarios em ambos os extratos foram
vicentina-2 e chaftosideo; outros derivados de apigenina-C-glucosil (flavonoides) foram
detectados em menores quantidades e um tipo especifico de apigenina apareceu apenas nas
folhas de plantas micropropagadas, mas nao na folha planta crescida in vivo. O estudo
demonstrou o potencial positivo das plantas crescidas in vitro para a producgao alternativa de
flavonoides, apesar de ambos extratos terem mostrado baixo potencial antioxidante e
nenhuma diferen¢a nas atividades das enzimas antioxidantes, apenas a atividade da enzima
antioxidante APX (ascorbato peroxidase) foi maior em extratos de folhas de plantas

micropropagadas.

1.5 Justificativas e objetivos

1.5.1 Justificativas

Os estudos preliminares conduzidos até o momento demonstraram que as culturas de
calos de n6 cotiledonar de P. sefacea cv. BRS Pérola do Cerrado apresentaram o potencial
para a producao de compostos fenolicos flavonoides, terpenos, clorofilas, carotenoides e
atividade antioxidante in vitro e permitiram a selecdo de alguns fatores que otimizaram a
biossintese dos compostos, como tipo de explante utilizado para iniciar as culturas de calos,
meios de cultura e fontes de carbono, elicitores e tipo e concentragdo do regulador de
crescimento. Esses resultados tornaram evidente, a necessidade de aprofundar varios estudos,

como por exemplo, avaliar a dindmica do crescimento e os perfis de metabdlitos produzidos
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pelos calos de n6 cotiledonar, em diferentes periodos de cultivo, além de comparar os perfis
dos calos com os perfis metabdlitos de extratos de folhas, cascas e sementes.

Os métodos de andlise dos calos de P. setacea utilizados nos estudos anteriores foram
a CL-ESI-EM para identificagdo de compostos, como fenolicos e flavonoides,
HS-SPME/CG-MS, para quantifica¢do de terpenos e a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), para detec¢ao de carotenoides. A andlise por CLUE-ESI-EM tem sido atualmente a
mais utilizada na analise metabolomica de varias espécies de plantas e € considerada um
método com alta eficacia e maior sensibilidade, utilizado para identificar e quantificar os
compostos bioativos presentes nos materiais vegetais.

A cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE), devido a alta resolugdo, utiliza
colunas de cromatografia de menor didmetro, que contém particulas menores fazendo com
que as separagdes entre os compostos ocorra com maior eficiéncia e mais rapidez. Ja a
espectrometria de massas com ionizagao por electrospray (ESI-EM) detecta os compostos que
foram separados pela CLUE, fornecendo informacdes mais detalhadas sobre a estrutura
molecular e identificagdo dos compostos. Nesse contexto, o método combinado de analise
com CLUE-ESI-EM foi utilizado pela primeira vez no presente estudo, para gerar os perfis
metabolicos de extratos de calos de nd cotiledonar, em diferentes tempos de cultivo e de
extratos de folhas, cascas de frutos e sementes de P. setacea cv. BRS Pérola do Cerrado.

O estudo comparativo dos perfis gerados pelos calos em diferentes tempos de cultivo
permite detectar o periodo de cultivo em que ocorre a maior produgdo de compostos de
interesse para extracdo. A comparagdo entre os perfis dos calos, folhas, cascas e sementes
permitira avaliar o potencial de produgdo dos calos produzidos in vifro em relagdo as folhas,
cascas de frutos e sementes. Tais experimentos fornecem dados mais consistentes sobre a
dindmica, em funcdo do tempo, do crescimento e do metabolismo dos calos in vitro,
possibilitando a otimizagdo do momento mais adequado do tempo de cultivo para a extragao
dos compostos. Esses estudos contribuem para a melhor compreensao das vias de biossintese
em fungdo do tempo de cultivo dos calos, além de entendermos sobre a viabilizagdo da

producao em larga escala de compostos bioativos.

1.5.2 Objetivo Geral

Esse trabalho teve como objetivos determinar o efeito do tempo de cultivo no

crescimento e no perfil de metabolitos secundarios de calos de nos cotiledonares de P. setacea

e proceder a analise comparativa com os perfis metabolicos de folhas, cascas e sementes,
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otimizar os protocolos para a produ¢do de biomassa e de metabolitos secundérios dos calos e
gerar informagdes sobre o potencial de producdo dos calos em relagdo aos demais materiais

vegetais analisados.

1.5.3 Objetivos Especificos

e Verificar o efeito dos periodos de 30, 60 e 90 dias de cultivo no incremento em massa
fresca e seca dos calos de nod cotiledonar de P. setacea e comparar os resultados;

e Verificar o efeito dos periodos de 30, 60 e 90 dias de cultivo nos perfis de metabollitos
secundarios dos calos;

e Determinar os perfis de metabdlitos secunddrios de extratos de folhas, cascas e
sementes de P. setacea;

e Fazer a analise comparativa dos perfis de metabolitos secundarios dos calos e de nds
cotiledonares cultivados in vitro com os materiais produzidos in vivo de folhas, cascas

€ sementes.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

Foram utilizadas neste trabalho folhas, cascas de frutos, sementes e calos de né
cotiledonar cultivados in vitro a partir de P. setacea cv. BRS Pérola do Cerrado. As folhas,
frutos e sementes frescas foram cedidas pela Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, Brasil. As
culturas de calos de no6 cotiledonar foram estabelecidas de acordo com a metodologia descrita
no item 2.2. Aspectos dos diferentes tipos de materiais vegetais utilizados sdo mostrados nas

Figuras 1 e 2.

Figura 1. Aspecto das cascas de frutos (A), sementes (B) e folhas (C) secas ao ar livre de P.
setacea cv. BRS Pérola do Cerrado.

Fonte: Elaborado pelo autor.
2.2 Métodos
2.2.1 Cultivo in vitro dos calos
2.2.1.1 Indugao e manutencao das culturas in vitro de calos

As culturas de calos de no cotiledonar utilizadas foram obtidas segundo a metodologia
descrita por Sozo et al. (2016), a partir do cultivo de segmentos nodais cotiledonares,
removidos de plantulas axénicas originadas através da germinacdo in vitro de sementes de P,
setacea variedade BRS Pérola do Cerrado. Os segmentos nodais cotiledonares de 1 cm de
comprimento consistiam de caule da plantula e das duas gemas axilares presentes no ponto de
inser¢do dos cotilédones. Os calos obtidos foram mantidos em meio de cultura Murashige &
Skoog (MS), suplementado com 88,5 mM de sacarose, 2,5 uM de 2,4-D e 0,2 % de Phytagel e
repicados em periodos de 30 dias, para gerar a biomassa necessaria para conduzir os

experimentos de cultivo dos calos por periodos de 30, 60 e 90 dias (Figura 2).



25

Figura 2. Culturas de calos de nd cotiledonar de P. setacea cv. BRS Pérola do Cerrado
cultivadas em meio de cultura Murashige & Skoog (MS), suplementado com 88,5 mM de
sacarose, 2 5 uM de2,4-De O 2 % de Phytagel em tubos de ensaio de 20 mm x 150 mm.

Fonte: Elaborado pelo autor.

2.2.1.2 Preparacgdo do meio de cultura e condi¢des de crescimento das culturas

O meio de cultura (MS), uma mistura em p6 preparada pela Sigma Chemical Co., na
concentragdo de 4,4 g/L foi suplementado com 88,5 mM de sacarose, 2,5 uM de 2,4-D ¢ 0,2%
(m/V) de Phytagel. O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8, antes da adicdo do
Phytagel, utilizando-se solucao de hidroxido de sodio 0,1 M ou de acido cloridrico 0,IN.
Apos a dissolugdo em placa aquecedora foi distribuido em tubos de ensaio de 20 mm x 150
mm (8 mL de meio por tubo). Todos os tubos foram fechados com tampas de polipropileno e
autoclavados por 20 minutos a 1,1 Kgf/cm? e 121°C.

Em condicdo asséptica, no fluxo laminar, em cada tubo de ensaio foram inoculadas
300 mg de biomassa fresca de calos por tubo e foram inoculados 120 tubos de ensaio por
periodo de cultivo. Os tubos foram fechados com filme de polipropileno transparentes, presos
com elastico e as culturas transferidas para a sala de crescimento com temperatura controlada
de 25 £ 2°C, sob fotoperiodo de 16 horas, provido por lampadas fluorescentes Philips TDL
(22.3 pmol.m™.s™). Ap6s 30, 60 e 90 dias de cultivo os calos foram coletados para as analises

de crescimento e fitoquimicas.

2.2.2 Determinacao das biomassas fresca, seca e do teor de agua dos calos

Os calos de n6 cotiledonar foram retirados dos tubos de ensaio depois de 30, 60 e 90

dias de cultivo, pesados em balanga analitica para determinacdo da biomassa fresca e em
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seguida foram colocados, separadamente, em formas de papel de 2,5 cm de didmetro, sobre
placas de Petri de 16 cm de didmetro (Figura 3).

As placas de Petri foram mantidas abertas, sobre prateleiras, em ambiente refrigerado
para secagem ao ar livre em temperatura de 23+ 2°C e umidade relativa do ar de 70%, até a
estabilizacdo da biomassa seca, 0 que ocorreu apds o periodo de 4 dias, quando foi realizada a
pesagem final dos calos, para determinacdo da biomassa seca e coleta para a extragdo (Figura
3). Os dados das biomassas fresca e seca de cada periodo de cultivo foram entdo utilizados
para a determinagdo do teor de agua, elaboracdo das curvas de crescimento dos calos e calculo

do rendimento dos extratos.

Figura 3. Calos de Passiflora setacea cv. BRS Pérola do Cerrado frescos e secos originados
de segmentos de n6 cotiledonar cultivados em meio de cultura Murashige & Skoog
suplementado com 88,5 mM de sacarose, 2,5 uM de 2,4-D e 0,2% de Phytagel, apos 30, 60 e
90 dias de cultivo.

30 dias 60 dias 90 dias

Fonte: Elaborado pelo autor
Barra = lecm

2.2.3. Analises estatisticas dos experimentos de cultivo in vitro dos calos

Todos os experimentos foram montados de acordo com o delineamento estatistico
completamente casualizado. Os resultados foram analisados através da andlise de variancia
(ANOVA), para avaliar o efeito dos periodos de cultivo sobre o crescimento dos calos. A

separagao de médias foi realizada pelo teste de Tukey, ao nivel de probabilidade de 95%.
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Também foram realizadas as andlises de regressao linear e de correlagdo linear simples, entre
os dados de massa fresca e massa seca dos calos, em cada periodo de cultivo, para a
determinagdo das equagdes das retas, dos valores de coeficientes de correlagdo linear (r) e dos
coeficientes de determinacdo [R?= (100). (r*)] (GOMEZ & GOMEZ, 1984). As analises
estatisticas foram feitas com base em softwares de estatistica — EXCEL (Microsoft) e do
software livre PAST 4 (Paleontological Statistics Software), versao 4 (HAMMER; HARPER;
RYAN, 2001).

2.3 Analise por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a Espectrometria

de Massas (CLUE-ESI-EM)

2.3.1 Extracao do material vegetal

As massas secas iniciais utilizadas na extracdo de cada tipo de material vegetal, para
obter o respectivo extrato bruto sdo mostradas na Tabela 2 (calos) e na Tabela 4 (Fo, Ca e Se).
Para a obtencao dos extratos brutos foram utilizadas as biomassas secas de folhas (Fo), cascas
de frutos (Ca), sementes (Se) e de calos de no cotiledonar de 30 (NC30), 60 (NC60) e 90
(NC90) dias de cultivo, secas ao ar livre, em ambiente refrigerado a 23+ 2°C e umidade
relativa do ar de 70%, até os valores das massas secas de cada tipo de material ficarem
constantes.

As biomassas de folhas e calos de nds cotiledonares de 30, 60 e 90 dias de cultivo
passaram por maceragdo fisica e depois por maceracdo exaustiva mantidos imersos em
solugcdo hidroalcodlica na propor¢do 70% etanol e 30% agua destilada por 3 semanas em
recipiente fechado (Cechinel Filho e Yunes, 1998). Com o intuito de extrair o maior teor
possivel de cada grupo de calos, foi coletada a solugdo a cada 1 semana de imersdo e o
residuo era novamente colocado para extrair por mais uma semana em nova solugdo
hidroalcodlica.

Apds 3 semanas todos os extratos foram filtrados e o solvente removido, sob pressdo
reduzida em um evaporador rotatorio, obtendo-se extratos brutos. A Figura 4 mostra os calos
de noé cotiledonar secos de 60 dias macerados (A) e de calos NC30, NC60 e NC90 imersos
em solu¢do hidroalcodlica (B) durante o processo de extragdo e a Figura 5 mostra o tipo de
evaporador rotatorio utilizado. Apods a remocao do solvente em evaporador rotatério os
extratos foram pesados em balanga analitica, para se obter o rendimento final de cada material

vegetal.
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Figura 4. Calos de no cotiledonar de Passiflora setacea cv. BRS Pérola do Cerrado secos de
60 dias (A) e de 30, 60 e 90 dias (B) imersos em solucao aquosa de etanol 70% para extragao.
R | ol X

f )

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 5: Evaporador rotatorio da IBBL utilizado para a remogao do solvente dos extratos de
cascas, sementes folhas e calos de n6 cotiledonar de Passiflora setacea cv. BRS Pérola do
Cerrado.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Apobs a remocgao do solvente em evaporador rotatorio os extratos foram pesados em
balanga analitica, para se obter o rendimento final de cada material vegetal mostrado na
Tabela 3 do item 3.2. O rendimento foi calculado através da seguinte formula: (massa seca do

extrato bruto/massa seca inicial) x 100.
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2.3.2 Analise por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a Espectrometria

de Massa (CLUE-ESI-EM)

O método utilizado para a andlise por CLUE-ESI-EM descrito abaixo, foi o0 mesmo
utilizado por Oliveira (2024) em sua andlise de extratos hidroalcoolicos de calos obtidos a
partir de cotilédones de P. setacea cv. BRS Pérola do Cerrado.

Foram submetidos a analise de CLUE-ESI-EM todos os extratos hidroalcoolicos de P
setacea, incluindo os obtidos de partes da planta como folhas (Fo), cascas (Ca), sementes (Se)
e dos calos de n6 cotiledonar cultivados in vitro por 30 (NC30), 60 (NC60) e 90 (NC90) dias
de cultivo. As amostras foram preparadas fazendo-se uma massa de extrato bruto de 1,6 mg, a
qual foi diluida em 2 mL de uma mistura metanol:acetonitrila grau MS (1:1). Com o objetivo
de impedir a passagem de particulas e ter uma solug¢do final mais pura, as amostras foram
filtradas em vial utilizando filtrilos de 0,22 um de tamanho de poro.

Para fracionar as amostras foi utilizado um sistema CLUE (Waters, Milford, MA,
EUA), equipado com um gerenciador de solvente quaternério, gerenciador de amostras € um
detector de fotodiodos (PDA), bem como com uma coluna de fase reversa (BEH, C18 de 5x1
cm e 1,7um de particulas). A coluna de amostra foi mantida em 40°C enquanto a bandeja de
amostra estava em 20°C. Um volume de amostra de 2 pL. foi submetido a uma condi¢do de
gradiente da fase moével contendo dgua com 0.1% de acido férmico (A) e acetonitrila (B), a
uma taxa de fluxo constante de 0.3 mL.min-1: 0-1 min, 80% de A; 1-12 min, 10% de A;
12—14 min, 10% de A; 14-15 min 80% de A; 15-20 min, 80% de A (PRADI et al., 2023).

Foi vinculado ao sistema CLUE para identificar os componentes quimicos de cada
fragdo, um espectrometro de massas do tipo quadrupolo ortogonal de tempo de voo (Xevo
G2-S Qtof, Waters), com uma sonda de ionizacao por eletrospray (ESI) operando nos modos
de ionizagdo negativo.

Os parametros de aquisicio de massas foram ajustados em modo centrdide e
monitorados em scan com tempo de 1 segundo, em uma faixa de massa de 100-1500 Da. A
energia de colisdo foi 6 eV em funcao 1, subindo de 20 para 35 eV na funcao 2, em modo de
rapida aquisicao dependente de dados (Fast DDA — Fast Data Dependent Acquisition). Foi
incluida uma razdo massa carga (m/z) referente ao MS' acima de um threshold de 30000 para
todo ciclo de aquisicdo de dados, sendo estes os picos selecionados como precursores para
posterior fragmentacdo, enquanto o threshold se manteve acima de 20000 os espectros
MS/MS foram registrados. Durante a aquisi¢ao foi utilizada uma corregdo por infusao de um

padrao de referéncia externo (LockSprayTM), em infusdo constante de uma solugdo de
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leucina-encefalina (1 ng mL”, a 20 pL min™) (GAO et al., 2020), o que ajudou a garantir a
precisao da massa.

Foram utilizados nos modos de ionizagdo negativo e positivo voltagem do capilar de 3
kV, 40 V no cone amostral, voltagem offset de 80 V, 300°C em temperatura de dessolvatagao,
temperatura da fonte de 90 °C, fluxo de gas de dessolvatagdo de 150 Lh™' e 10 Lh™' de fluxo de

g4s no cone.

2.3.3 Processamento dos dados cromatograficos e espectrométricos para a identificacao

de metabolitos

O método utilizado para o processamento dos dados cromatograficos e
espectrométricos para a identificacdo de metabdlitos descrito abaixo foi o mesmo utilizado
por Oliveira (2024) em sua analise de extratos hidroalcoolicos de calos obtidos a partir de
cotilédones de P. setacea.

Para facilitar na identificagdo dos metabolitos foi usado um arranjo dos softwares
MS-DIAL (ver. 4.92) e MS-FINDER (ver. 3.52). Foram importados todos os dados brutos das
analises de FastDDA, convertidos para o formato correspondente (mzML), para o MS-DIAL,
onde, em conformidade com as andlises realizadas por CLUE-EM, foram selecionadas
informagdes e o alinhamento dos dados. Assim os parametros para o processamento €
alinhamento dos dados foram escolhidos.

A tolerancia usada para a coleta de dados foi de 0,02 Da e 0,06 Da para MS1 e MS2,
respectivamente. Referente a detec¢do do pico, para a largura do corte de massa foi
empregado amplitude de 0.1 Da e para a altura minima foi com a amplitude de 10000 Da. Ja
nos parametros de desconvolucgao, para os valores da janela sigma foi usado 0,5 Da e ponto de
corte de abundancia MS/MS de 30 amplitudes. Para o alinhamento foi utilizado o arquivo do
branco do solvente como referéncia. A tolerancia no tempo de retencdo do MS1 foi definida
em 0,015 min e 0,02 Da. Foi aplicada a remoc¢ao de recursos com base em dados do branco do
solvente, conseguindo-se entdo obter somente anotacdes referentes as amostras.

A partir de um arquivo de extensao MSP da MS-DIAL foi introduzida uma biblioteca
espectral contendo compostos unicos ESI (+ e -) - MS/MS (padrdes+bio+in silico, 16.995
compostos unicos em ESI+ e 15.245 compostos unicos em ESI-). A aplicagdo da biblioteca
espectral ocorreu no decorrer dos processos de desconvolugdo e normalizagdo de dados

(TSUGAWA et al., 2015).
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Ao finalizar o processamento dos dados, picos de ions precursores foram observados
por meio de dois eixos de dados continuos, tempo de retengdo (tz) € m/z, onde cada ponto
representa um pico detectado. Com o processamento dos dados foi possivel extrair uma gama
de informacgdes importantes, como um grafico de barra indicando nas amostras analisadas a
abundancia de cada ion e uma tabela contendo valores de tz, m/z, valores estatisticos e tipo de
aduto (TSUGAWA et al., 2015).

Os dados obtidos de espectros de fragmentacdo no MS-DIAL foram exportados para
MS-FINDER, o qual identificou os metabdlitos por meio da comparacao de espectros de
fragmentacdo MS/MS, com varios bancos de dados (COCONUT, PubChem, UNPD, ChEBI,
NANPDB, KNApSAcK, NPA). A selecao de estrutura mais provavel entre os candidatos
ocorreu considerando o valor do score igual a 5 ou maior, os fragmentos obtidos e o
conhecimento prévio das possiveis classes de compostos que o tipo de amostra ¢ capaz de

produzir (WANG et al., 2022).

2.3.4 Analise estatistica de dados metabolomicos

O método utilizado para a andlise estatistica de dados metabolomicos foi 0 mesmo
utilizado por Oliveira (2024) em sua andlise de extratos hidroalcoolicos de calos obtidos a
partir de cotilédones de P. setacea cv. BRS Pérola do Cerrado, compartilhando os dados de
origem das partes das plantas Ca, Fo e Se.

A andlise estatistica de dados metabolomicos foi desenvolvida em um tunico
experimento com os dados dos calos de n6 cotiledonar (NC) e das diferentes partes da planta
(Ca, Fo e Se), comparando os perfis metabolomicos dos calos de 30 (NC30), 60 (NC60) e 90
(NC90) dias de cultivo, com os perfis de folhas, cascas de frutos e sementes de P. setacea cv.
BRS Pérola do Cerrado.

Foi exportado como um arquivo de texto contendo uma matriz de dados brutos (areas
de pico de cada caracteristica, tempo de retengdo, nome do composto ou ID) dos resultados de
alinhamento do tratamento de dados MS-DIAL dos calos de NC correlacionados com os
dados de casca (Ca), folhas (Fo) e sementes (Se,) ja filtrados pela abundancia de ions de
amostras em branco. Com isso, foi montado um arquivo integrando os dados de metabolitos
com as intensidades de pico de calos NC alinhados com os dados obtidos para as diferentes
partes analisadas da planta, onde cada linha especificou um metabdlito e cada coluna sua
intensidade em uma determinada amostra. O arquivo foi convertido corretamente para CSV

(valores separados por virgula).
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Para discriminar os metabolitos significativos dos calos NC30, NC60 e NC90 em
relacdo aos diferentes tipos de materiais da planta (Ca, Fo e Se) foi aplicada a analise
estatistica univariada e multivariada realizada pelo MetaboAnalyst (v 5.0). Logo em seguida
foi feito uma normalizacdo de todos os dados antes das andlises seguintes por meio da
transformagao de raiz quadrada e a escala de Pareto.

Com os dados normalizados, primeiramente, foi realizada a analise de componentes
principais (PCA) para encontrar os recursos de distribuicdo do conjunto de dados (score,
loading plots e Kmeans). Com isso, foi possivel usar a analise parcial de minimos quadrados
discriminantes (PLS-DA) o que determinou a importancia da varidvel na projecao (VIP) de
cada composto. Apenas compostos com valor p < 0,05 (teste T de Student) e valor VIP > 1,0

foram considerados significativamente diferentes entre os grupos (PANG et al., 2021).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Crescimento das culturas in vitro

3.1.1 Efeito do tempo de cultivo nas caracteristicas morfoldogicas dos calos de P. setacea

originados a partir de segmentos de n6 cotiledonar

Na Tabela 1 e Figura 6 (A,B e C) sdo mostrados os detalhes da morfologia e coloracao
dos calos de n6 cotiledonar cultivados por 30 (NC30), 60 (NC60) e 90 dias (NC90).
Observa-se que, dos calos NC30 para NC90, ha uma graduacdo da coloragdo, do verde
intenso e brilhante para um fosco verde-amarelado, enquanto nos calos NC60 a coloracdo se
manteve mais parecida com calos NC30, com poucas alteracdes, raros pontos amarelados.
Sobre a textura, todas as amostras, de modo geral, se demonstraram fridveis, muito suscetiveis
a desagregacao.

As vantagens de se ter calos fridveis, menos compactos, ¢ que a separacao das células
apos a divisdo ¢ facilitada, formando menos agregados celulares, o que facilita a inicia¢do e a
manuten¢do de suspensdes celulares, estratégia eficiente de cultivo in vitro, que otimiza o
crescimento celular, por manter as células rodeadas por nutrientes, facilitando a absor¢do

maior do que em calos compactos (ROSAL, 2004).

Figura 6. Detalhes morfoldgicos dos calos originados de segmentos de n6 cotiledonar de
Passiflora setacea cv. BRS Pérola do Cerrado cultivados em meio de cultura Murashige &
Skoog suplementado com 88,5 mM de sacarose, 2,5 uM de 2,4-D e 0,2% de Phytagel aos 30

(A), 60 (B) e 90 (C) dias de cultivo.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 1. Efeito do tempo de cultivo no aspecto dos calos de P. setacea cv. BRS Pérola do
Cerrado originados a partir de segmentos de n6 cotiledonar ap6s 30, 60 e 90 dias de cultivo
em meio de cultura Murashige & Skoog suplementado com 88,5 mM de sacarose, 2,5 uM de
2.4-D e 0,2% de Phytagel.

Tempo de cultivo (dias) Coloracdo Textura
30 Verde intenso Friavel
60 Verde intenso (Raros pontos amarelados) Friavel
90 Verde fosco ou amarelado Friavel

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para efeitos de comparacao, Oliveira (2024) utilizando explantes de cotilédone de P.
setacea e utilizando os mesmos métodos de cultivo dos calos descritos neste trabalho, obteve
calos de 30, 60 e 90 dias com textura compacta e rigida. A coloracdo dos calos de cotilédones
divergiu dos calos de nos cotiledonares, apresentando um verde mais claro em 30 e 60 dias e
bege nos calos de 90 dias, o que deve estar associado ao processo de senescéncia mais
rapidamente encontrado do que os calos de nds cotiledonares.

Os resultados obtidos no presente trabalho para nés cotiledonares estdo de acordo com
os relatados por Terhaag (2019), que analisou o efeito de 2,4-D, na mesma concentracao
utilizada no presente trabalho e observou que, de modo geral, os calos de nds cotiledonares
eram mais fridveis do que os calos de cotilédone e também tenderam a ser verdes mais escuro
que calos de cotilédone, apresentando teores de clorofila total e carotenoides
significativamente maiores do que os calos de cotilédone.

A coloragdo dos calos pode ser um indicador visual de informag¢des importantes como
a etapa do ciclo de crescimento, metabolismo e viabilidade do calo, fatores que impactam na
produtividade celular. A coloragdo amarronzada ou preta podem ser sinais de estresse
oxidativo, senescéncia celular ou até mesmo de contaminagdes na cultura.

Terhaag (2019) comprovou que a coloracdo verde mais escura dos calos de no
cotiledonar se deve a presenga de maior teor de clorofilas e carotenoides. O amarelamento dos
calos, observada nos calos NC60 e mais intensa nos calos NC90 possivelmente ¢
consequéncia da alteracdo metabolica induzida pela senescéncia, de degradagdo de clorofila a
e b, deixando em evidéncia os carotenoides, responsaveis pela coloragdo mais amarelada dos
calos. Segundo Taiz et al. (2017) a senescéncia das folhas, por exemplo, pode ocorrer por
acdo de fatores internos (regulagdo de hormdnios, aglicares ou mudanca de fases) e externos
(temperatura, falta de nutrientes ou agua), e, apdés uma cascata de sinais, inicia-se a

senescéncia, com degradagdo gradual e programada dos componentes celulares, inclusive a
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clorofila. Nas culturas in vitro pode estar relacionado com a diminuig@o dos carboidratos e da
disponibilidade de nutrientes durante o ciclo de cultivo.

No que tange ao nivel de agregacdo celular dos calos, de acordo com a literatura
(BRUNETTA et al., 2006) ¢ possivel induzir calos a se tornarem mais fridveis, imidos e
células maiores por meio do uso de mais auxinas € menos citocininas no meio de cultura. O
oposto, maior teor de citocininas e menor de auxinas no meio de cultura, resultaria em calos
mais compactos, com menor teor de dgua e de células menores. Um dos reguladores mais
utilizados em culturas in vitro, o 2,4-D dentro do organismo da planta funciona como um
mimetizador de auxinas, sendo considerado uma auxina sintética (REIS; LAMEIRA;
CORDEIRO, 2007). Um caso de uso do 2,4-D que resultou em calos mais fridveis foi
relatado por Silva et al (2019), que, manuseando calos nodais de Caesalpinia ferrea,
desenvolveu calos fridveis em culturas elicitadas com 2,4-D, porém em culturas em que nao
continham 2,4-D e sim BAP ou TDZ (ambos citocininas) os calos apresentaram-se
compactos.

O mesmo padrdo de maior friabilidade dos calos de n6 cotiledonar de P. setacea
também foram constatados em trabalhos realizados anteriormente. Esse padrao também foi
constatado por Fonseca (2019), que produziu calos friaveis de n6 cotiledonar de P. setacea em
culturas com 2,5 uM de 2,4-D, entretanto os calos de cotilédone sobre essas mesmas
condi¢des se formaram compactos. Os resultados obtidos no presente trabalho estdo de acordo
com o descrito por Brunetta ef al. (2006) e fatores como a manipulacao de reguladores de
crescimento no meio de cultura podem ser importantes para alterar as caracteristicas de

agregacao das células nos calos.

3.1.2 Efeito do tempo de cultivo no crescimento dos calos de P. setacea originados a

partir de segmentos de né cotiledonar

Uma forma eficiente de monitorar as etapas do ciclo de crescimento dos calos ¢
analisando o crescimento através de avaliagdes das massas fresca e seca.

A Tabela 2 mostra os dados de massa fresca, massa seca, razdo massa seca/massa
fresca, teor de agua e coeficiente de correlagdo entre massa fresca e massa seca dos calos
NC30, NC60 e N90. O teste de Tukey indicou diferengas estatisticas significativas entre os
tratamentos, para todos os pardmetros analisados, indicando que o tempo de cultivo

influenciou diretamente no crescimento e no teor de agua dos calos.
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Tabela 2. Efeito do tempo de cultivo no crescimento dos calos de P. setacea cv, BRS Pérola
do Cerrado originados a partir de segmentos de né cotiledonar apds 30, 60 e 90 dias de cultivo
em meio de cultura Murashige & Skoog suplementado com 88,5 mM de sacarose, 2,5 uM de
2,4-D e 0,2% de Phytagel

Tempo de Razao

. Massa fresca  Massa seca Teor de 4gua  Coeficiente
cultivo e [ massa seca/massa (%)* I
(dias) g g fresca* ’
30 P 9974141ab 0056+0010a 943 10b 0,774
60 oree 10701720 0041400036 95903 0,953
2199,8 +
90 466.6b 91,1 £16,9p 0,042 +0,007b 95,8 £0,7a 0,755

Fonte: Elaborado pelo autor.
*Média + desvio padrio (n= 23-86 repetigdes por tratamento) seguidas por letras diferentes, na mesma coluna,
diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).

No inicio do experimento foram inoculados aproximadamente 300 mg de in6culo/tubo
correspondente a 15,7 mg de massa seca/tubo, razdo massa seca/massa fresca de 0,052 e
94.2% de teor de agua. Entre o periodo do inicio do cultivo até 30 dias os calos NC30
apresentaram incrementos de 6 vezes na massa fresca e 6,5 vezes na massa seca; no periodo
de cultivo entre 30 e 60 dias os incrementos foram de 1,4 e 1,1 vezes, respectivamente, e entre
60 e 90 dias de cultivo as massas fresca e seca diminuiram em relagdo ao tempo de 60 dias.
Esses dados indicam que o incremento maior nas massas fresca e seca foi nos primeiros 30
dias de cultivo.

Os calos NC60 apresentaram valor significativamente maior de massa fresca (2589,9
mg/calo); valor maior de massa seca (107,1 mg/calo), mas que ndo diferiu significativamente
dos calos NC30; maior teor de dgua (95,9%), que diferiu significativamente dos calos NC30;
maior coeficiente de correlacdo entre as massas fresca e seca (0,953). Apenas quanto a razao
massa seca/massa fresca o valor foi significativamente menor (0,041 mg de massa seca/mg de
massa fresca) que os calos NC30, que ndo diferiu significativamente dos calos NC90.

Santos Tierno et al (2021), também cultivando calos de P. setacea cv. BRS Pérola do
Cerrado, mas originados de segmentos nodais, segmentos internodais e segmentos de folhas,
obtiveram, ap6s 60 dias de cultivo, valores de massa seca respectivamente de 850 mg (sob luz
lampadas fluorescentes, 4,14 uM picloram), 730 mg (sob LED branco, 20,7 uM picloram ) e
930 mg (sob LED vermelho, 4,14 uM picloram), valores muito inferiores aos conseguidos no
presente trabalho para os calos de no cotiledonar, que produziram 107,1 mg de massa
seca/calo aos 60 dias de cultivo. Santos Tierno et al (2021) utilizaram o meio de cultura

MSM, suplementado com 3% de sacarose, concentracdes de picloram entre e 0,7% de égar,
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além de cultivarem os calos a 28°C, sob fluxo de fotons entre 42 € 45 umols/m*/s para os
LEDs branco e vermelho, respectivamente. Essas diferencas indicam a influéncia dos
diferentes protocolos utilizados nessas pesquisas no crescimento dos calos e quantos fatores
podem ser manipulados no meio de cultura e nas condi¢gdes de cultivo em cada caso.

A Figura 7 (A, B, C, D) mostra a representagdo grafica dos resultados da Tabela 2 para
mostrar as variagdes ocorridas durante o tempo de cultivo.

Os calos NC30, apos 30 dias de cultivo apresentaram as menores massas fresca e
massa seca entre os tratamentos, mas apresentaram a maior relacdo massa seca/massa fresca,
indicando que nos primeiros 30 dias de crescimento dos calos apresentaram 0,056 mg de
massa seca/mg de massa fresca, valor significativamente maior que os demais tempos de
cultivo indicando o maior incremento de massa seca por mg de massa fresca (Tabela 2,
Figuras 7 (A, B, C). Terhaag (2019) e Fonseca (2019), que cultivaram in vitro calos de no
cotiledonar por 30 dias, através do mesmo método, conseguiram em ambos os trabalhos calos
com cerca de 95% de teor de agua e coeficiente de correlagdo linear proximo de 0,72, se
aproximando dos valores obtidos no presente trabalho de 94,3% em teor de dgua e 0,77 de
correlagdo linear para os calos NC30, que apresentaram o menor teor de agua entre todos os
tempos de cultivo (Tabela 2, Figura 7D).

Os calos NC60 alcangaram os maiores valores de massas fresca e seca, apesar de ndo
diferirem significativamente da massa seca dos calos NC30, entretanto apresentaram valor de
razdo massa seca/massa fresca menor, mas com teor de agua significativamente maior,
chegando perto de 96%. Istoo indica que durante o periodo de 30 a 60 dias de cultivo os calos
comecaram a acumular mais 4gua nas células (Tabela 2, Figura 7 A,B,C,D).

Levando em consideragdo o coeficiente de correlagdo de Pearson, o qual mede a
intensidade e a direcdo da relacdo linear entre as duas variaveis quantitativas (neste caso
massa fresca e massa seca), os calos NC60 apresentaram a maior correlagao positiva de 0,953
(Tabela 2), proxima do perfeito (1,0), indicando que o crescimento dos calos com o
incremento em massa seca esteve fortemente ligado ao incremento no teor de 4gua, ganhando
proporcionalmente, quase a mesma quantidade de massa fresca com o aumento da massa seca.
O acumulo de 4agua tem diversas fungdes nas células vegetais, como a hidratagdo das enzimas
e outras moléculas que participam das reacdes quimicas tais como a fotossintese, transporte
de moléculas, divisdo celular e desenvolver a pressao de turgor, essencial na expansdo celular
e manutencdo de outros processos fisioldgicos, que dependem do metabolismo primario e

secundario das células (TAIZ et al, 2017).
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Os calos NC90 apresentaram teor de dgua proximo ao exibido pelos calos NC60,
significativamente menor que os calos NC30; massa fresca total significativamente menor,
entre todos os tempos de cultivo e massa seca similar estatisticamente aos calos NC30 (91,1
mg/calo), em média 15% menor; razdo massa seca/massa fresca (0,042 mg de massa seca/mg
de massa fresca). significativamente menor que NC30 e similar estatisticamente a NC60
(Tabela 2, Figura 7 (A, B, C,D). Ja o coeficiente de Pearson foi o mais baixo, indicando que,
apesar de seu teor de agua ser similar ao de NC60, houve diminuicao da correlagdo entre
massa fresca e massa seca, sugerindo que houve a perda de parte da massa seca pelos calos. A
massa seca representa os componentes das células, como paredes, membranas, solutos como
proteinas, lipidios, carboidratos, compostos fendlicos e outras classes de metabolitos
secundarios, pigmentos diversos e todos os metabolitos que as células acumularam durante o
ciclo de crescimento. A diminui¢ao no valor da massa seca pode estar ligada a degradacgao de
metabolitos, o que ¢ um forte sinal de senescéncia celular (TAIZ ef al, 2017). Da mesma
forma, Oliveira (2024) observou processos similares ocorrendo nos calos de cotilédone com
90 dias de cultivo, também sugerindo a possibilidade de inicio da senescéncia celular.

A Figura 8 (A, B, C) mostra os graficos resultantes da analise de regressao linear, que
refor¢a o que foi descrito anteriormente, mostrando o quanto o aumento em massa fresca dos
calos esteve ligado ao aumento em massa seca em calos de cada tempo de cultivo. Os valores
de R? que aparecem nos graficos correspondem aos valores dos coeficientes de Pearson
correspondentes encontrados na Tabela 2 elevados ao quadrado. Quando os valores de R* sdo
multiplicados por 100 expressam a porcentagem dos dados em que a variacdo na massa fresca
pode ser explicada pela funcao linear da massa seca (GOMEZ & GOMEZ, 1984).

Para NC30 e NC90 os valores de R? foram proximos (0,559 e 0,507 respectivamente)
o que indica que em NC30 55,9% da variacdo na massa fresca pode ser explicada pela funcao
linear da massa seca. Nos calos NC60 90,9% da variacdo na massa fresca por ser explicada
pela funcdo linear da massa seca, devido a alta correlagdo entre as duas variaveis, ou seja,
possuem a associagdo linear quase perfeita entre massa fresca e massa seca, indicando o
quanto as duas massas aumentam na mesma propor¢ao. Observa-se na Figura 8B que a
maioria dos pontos agruparam-se bem proximo a reta, enquanto que na Figura 8A e Figura 8C
parte dos pontos estdo mais dispersos e distantes da reta, indicando menor correlagao entre as

massas fresca e seca nesses periodos de cultivo.
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Figura 7. Variagdes na massa fresca (A), massa seca (B), razdo massa seca/massa fresca (C) e
teor de dgua (D) dos calos de P. setacea cv. BRS Pérola do Cerrado originados a partir de
segmentos de no cotiledonar apos 30, 60 e 90 dias de cultivo em meio de cultura Murashige &
Skoog suplementado com 88,5 mM de sacarose, 2,5 uM de 2,4-D e 0,2% de Phytagel. Valores
sdo médias + desvio padrao de 23-86 repeti¢des por tratamento. Letras diferentes indicam
diferencas estatisticas significativas entre os tempos de cultivo pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 8. Anélise de regressdo linear entre massa fresca e massa seca de calos de P. sefacea
cv. BRS Pérola do Cerrado originados a partir de segmentos de n6 cotiledonar apos 30, 60 e
90 dias de cultivo em meio de cultura Murashige & Skoog suplementado com 88,5 mM de
sacarose, 2,5 uM de 2,4-D e 0,2% de Phytagel.
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3.2. Analise por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a Espectrometris
de Massas (CLUE-ESI-EM)

3.2.1 Rendimento da massa extraida obtida para analise CLUE-ESI-EM

Apo6s a remocao do solvente em evaporador rotatorio os extratos foram pesados em
balanga analitica, para obten¢ao do rendimento final de cada material vegetal (Tabela 3). Os
valores de rendimentos dos calos de nd cotiledonar variaram entre 66% e 68%, superiores aos
valores obtidos para cascas e sementes (53% e 42%, respectivamente) e similares ao
rendimento de 65% das folhas. Os resultados mostram que o rendimento entre os calos
aumentou com o tempo de cultivo, variando de 65,58%, em NC30 a 68%, em NC90. Em
geral, os extratos brutos dos calos renderam proporcionalmente mais do que folhas (Fo),
cascas (Ca) e sementes (Se). Um dos fatores que mais interferem no rendimento dos extratos
sdo as partes duras, na qual a maceragdao nao ¢ suficiente para solubilizar essas partes e por

isso ficam retidas na filtragem.

Tabela 3 — Valores de massas utilizadas na extragao e obtidos para os extratos brutos de
folhas, cascas, sementes e de calos de no cotiledonar de 30, 60 e 90 dias de cultivo de
Passiflora setacea cv. BRS Pérola do Cerrado.

. Calos
Parametros Folhas Cascas Sementes NC30 NC60 NC90
Massa seca inicial (g) 187.89 58.14 18.16 3.98 4.71 8.10
Massa do extrato bruto(g)  121.17 30.76 7.64 2.61 3.12 5.51
Rendimento (%) 64.48 52.91 42.07 65.58 66.24 68.02

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.2.2 Cromatogramas e perfis quimicos obtidos por analise CLUE-ESI-EM dos extratos

de folhas, cascas, sementes e calos de nos cotiledonares de P. setacea

Os extratos hidroalcodlicos de folhas (Fo), cascas (Ca), sementes (Se) de P. setacea,
assim como os extratos de calos de nds cotiledonares cultivados por periodos de 30, 60 ¢ 90
dias (NC30, NC60 e NC90) foram submetidos a analise de CLUE-ESI-MS. A anélise consiste
na separagao cromatografica dos componentes da amostra e na deteccdo dos metabdlitos
ionizados no modo negativo e positivo, através da espectrometria de massas

Devido a baixa concentragdo de metabdlitos nos extratos hidroalcoolicos, o processo
de ionizagdo e aquisi¢do de dados em modo positivo ndo gerou informagao suficiente para a
anotacao de metabolitos. Os dados apresentados e discutidos a seguir correspondem ao

refinamento de ions gerados e detectados no modo negativo.
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A Figura 9 (A, B, C) mostra os cromatogramas obtidos para os extratos brutos de
cascas de frutos, folhas e sementes de P. sefacea. Em todos os extratos, as classes quimicas
majoritarias presentes foram os acidos organicos de cadeia curta, lipidios e agucares (Tabela
6). O extrato bruto de folhas apresentou a maior diversidade em classes quimicas comparado
com os extratos de cascas e sementes, pois foram detectados também flavonoides, terpenos e
fosfolipidios, além dos 4cidos organicos, lipidios e agucares (Figura 9 B). O extrato bruto de
sementes também apresentou flavonoides, mas foi menos representativo do que os extratos de

folhas e cascas em termos de classes quimicas (Figura 9C, Tabela 6).

Figura 9. Cromatogramas obtidos em modo de ioniza¢do negativo de extratos brutos de cascas
de frutos (A), folhas (B) e sementes (C) de P. setacea cv. Pérola do Cerrado mostrando a
distribuicao dos metabdlitos majoritarios.
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Figura 10. Cromatogramas obtidos em modo de ionizag@o negativo de extratos brutos de nos
cotiledonares de P. setacea cv. BRS Pérola do Cerrado cultivados por 30 (NC30, A), 60
(NC60), B) e 90 (NC90) dias em meio de cultura Murashige & Skoog suplementado com 88,5
mM de sacarose, 2,5 uM de 2,4-D e 0,2% de Phytagel.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A Figura 10 (A, B, C) expde os cromatogramas, também obtidos em modo negativo,
referente aos extratos de calos de nos cotiledonares de P. setacea originados, em diferentes
tempos de cultivo, ou seja, de 30 (NC30, A), 60 (NC60, B) e 90 dias (NC90, C). Os calos ndo
apresentaram ampla diversidade de classes de metabolitos, apenas acidos organicos e aclcares
(Tabela 6).

Na Figura 10 (B, C) podem ser observados sinais muito proximos ao ruido
instrumental e este resultado esta associado com a baixa concentracdo de metabolitos na
amostra, aspecto importante a ser considerado, que influencia a separacdo, ionizagao e,

consequentemente, a deteccdo. O ajuste do tempo de cultivo, assim como o aumento da
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quantidade de biomassa seca final na amostra utilizada para a extra¢do hidroalcoodlica sdo
estratégias que devem ser adotadas em trabalhos futuros, para otimizar a geracao de dados de
melhor qualidade a partir da metodologia utilizada (SUMNER et al., 2007).

A Tabela 4 mostra os perfis quimicos dos metabdlitos identificados nos extratos de
folhas (Fo), cascas (Ca), sementes (Se) e de calos de nos cotiledonares de P. setacea de 30
dias (NC30), 60 dias (NC60) e 90 (NC90) dias de cultivo. Os metabdlitos estdo dispostos na
ordem de tempo de retencdo (min), onde o erro de massa (ppm) € calculado com base na
proporc¢ao de is6topos conhecidos de cada molécula.

A partir dos dados da Tabela 4 foi elaborada a Tabela 5, a qual exibe a lista dos
metabolitos detectados, também em ordem crescente de tempo de retencgdo, e a ocorréncia nos
tipos de materiais vegetais analisados. Para os calos foram sinalizados todos os metabolitos
detectados nos trés periodos de cultivo. Foram detectados 15 compostos em folhas, 9 em
cascas, 7 em sementes e 7 em calos, considerando-se todos os tempos de cultivo. A hexose foi
a unica molécula detectada em todos os materiais.

Metabdlitos marcadores caracteristicos de cada tipo de material vegetal analisado
foram detectados. Acido galactonico ou gluconico, composto ndo identificado NI (1),
isosfhactosideo, astragalosideo II, cicloartano e derivado de fosfocolina foram detectados
apenas em folhas, citrato monoglicerideo, dcido homoisocitrico/metilisocitrico somente em
cascas, enquanto que nas sementes foram detectados O-metil-epicatequina, sabian, compostos
sao identificados NI (2) e NI (3); e em calos apenas o acido aspartico (Tabela 6).

Na Tabela 6 sdo apresentadas as classes quimicas dos metabdlitos em cada uma das
amostras. Podemos afirmar que os metabdlitos identificados nos quatro tipos de materiais
vegetais analisados pertencem as classes quimicas majoritarias dos acidos organicos, agucares
e lipidios, presentes em todos os tipos de materiais vegetais. As folhas e sementes
apresentaram flavonoides e apenas nas folhas foram encontrados também terpenos e

glicolipidios.



45

Tabela 4. Metabolitos identificados por CLUE-ESI-MS nos extratos hidroalcdolicos brutos de folhas (Fo), cascas de frutos (Ca), sementes (Se) e
calos de P. setacea cv. BRS Pérola do Cerrado originados a partir de segmentos de n6 cotiledonar apos 30 (NC30), 60 (NC60) e 90 (NC90) dias
de cultivo em meio de cultura Murashige & Skoog suplementado com 88,5 mM de sacarose, 2,5 uM de 2,4-D e 0,2% de Phytagel.

(continua)
Tempo de Erro de . 2 Bases de
retencao m/z massa  Precursor Identlda,d ¢ L0 MS/MS LTI Amostras LRI IDIENL, Referéncia dados de
. metabdlito molecular score

(min) (ppm) massas

0.44 132.0296 -0.85 [M-H]- Acido aspartico - C,H,NO, NC?\?E:I;(? 60, 100 - -

0.44 135.0291 -1.84 [M-H]- Acido trednico - C,HO4 Fo, NC30 100 - -

0.44 165.0396  -1.9 [M-H]-  Acido D-ribénico - CsH,,0, Fo, NC30, NC60 - Kang et al., 2019 -

0.44 179.0553  -1.75  [M-H]- Hexose - C.H,0, Ca, Fo, Se, NC30 100 Adome;(‘)‘;‘;e el -

0.44 2650559  -04  [M-p). Monoglicerideo citrato - C,H,.0, Ca 95.2 Silva et al., 2023 ;

derivado
0.46 193.0347  -0.66  [2M-H]-  Acido glucurdnico - C,H,,0, Ca, IS\?(’:I;OC%’ 100 - -
0.46 1950502  -142  [M-H-  ‘icido galactonico ou - C.H,,0, Fo 100 ; -
acido gluconico
N-frutosil Adoméniené et al.,
0.48 290.0873  -0.25  [M-H]- . 128.03456 C,HNO;  Fo, NC30, NC60 100 2022; El-Akad et al., -
piroglutamato 2023

0.494 191.0194 -1 [M-H]- Acido citrico - C¢H;0O, Ca, Fo, Se 84.5 - -

0.517 129.0193 4 [M-H]- Acido citraconico - CsHO, Ca, Fo 100 - NP-MRD

0.555 205.0352 7.8 M- Acido homoisocitrico /-y 1y 505 C.H,,0, Ca - - KEGG

Acido metilisocitrico
o L Ca, Fo, NC30, .

0.556 117.0186 -1.57 [M-H]- Acido succinico - C,HO, NC60. NC90 100 Liu et al., 2023 -

0.594 173.0812  -0.83 [M-H]- Acido subérico - C¢H,,0, Ca, Fo 100 - -

0.594 189.0765 1.01 [M-H]- Acido hidroxisubérico - C¢H,,05 Ca, Fo 100 Iwanami, 1980 -

0.787 593.1508 - [M-H]- NI (1) - - Fo 100 - -
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(conclusao)
Tempo de Erro de . 2 Bases de
retencao m/z massa  Precursor Identlda,d F (0 MS/MS Ly T Amostras LESIVIERE Referéncia dados de
. metabdlito molecular score

(min) (ppm) massas

0.825 563.14 -0.23 [M-H]- Isoschaftosideo 353.0719 CyH,50,4 Fo 100 Pinto, 2018 -

1.786 303.0872 -0.7 [M-H]- O-Metil-epicatequina - C¢H;60¢ Se 100 Vivas, 2020 -

. 1267.39844 Deng et al.,

4.75 633.1968  -0.57  [M-H]- Sabian OOMLH] Cy,H,,0,, Se 85.2 5005 -

475 701.1837 - [M-H]- NI (2) - - Se null - -

5.058 935.275 - [M-H]- NI (3) 1003.25641 - Se null - -

7.298 8254641 056  [M-H]-  Astragalosideo II - CusHO s Fo 100 Mgg(’)gl" -

8.146 6634102  -09  [M-H]- Glicosideo cicloartano - CsHeO1o Fo 99.6 Perezrg;f al, -

9.997 5552838  3.73  [M-H]- Fosfocolina derivado - C,Hy,N,O,P Fo - Ped;‘(’);i et -

Fonte: Elaborado pelo autor.

*NI = Nio identificado



47

Tabela 5. Compostos detectados por CLUE-ESI-MS em extratos de folhas, cascas, sementes e
calos de no cotiledonar de P. setacea cv. BRS Pérola do Cerrado apds cultivo em meio
Murashige & Skoog suplementado com 88,5 mM de sacarose, 2,5 mM de 2,4-D e 0,2% de
Phytagel.

Metabolitos Folhas Cascas Sementes Calos

Acido aspartico X

Acido trednico X

Acido D-ribonico

b

X
X
Hexose X X X X

b

Citrato monoglicerideo

=
=
=

Acido glucurdénico

Acido galactonico ou acido gluconicol

N-frutosil piroglutamato

Acido citrico

ol B Il

Acido citraconico

Acido homoisocitrico/metilisocitrico

Acido succinico

Acido subérico

IR Rl Rl el e

Acido hidroxisubérico

NI (1)

MR ] X )

Isoschaftosideo

O-metil-epicatequina

Sabian

NI (2)

X[ o X X

NI (3)

Astragalosideo 11 X

Cicloartano glicosideos X

Fosfocolina derivado X

TOTAL 15 9 7 7

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 6. Classes quimicas majoritarias detectadas por CLUE-ESI-MS
nos extratos brutos de cascas de frutos, folhas e sementes de P. setacea cv. BRS Pérola do

Cerrado.

Cascas

Folhas

Sementes

Calos

Acidos organicos
de cadeia curta

Acidos organicos
de cadeia curta

Acidos organicos
de cadeia curta

Acidos organicos
de cadeia curta

Acucares Acucares Acucares Acucares
Lipidios Lipidios Lipidios -

- Flavonoides Flavonoides -

- Terpenos - -

- Fosfolipidios - -

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.2.3 Analise do perfil quimico de extratos brutos de folhas de P. setacea cv. BRS Pérola

do Cerrado

Nos extratos de folhas foram detectados varios acidos organicos (Figura 9B, Tabelas
4, 5 e 6) como os acidos trednico e D-ribonico, especificos de folhas, além dos acidos citrico,
succinico, citraconico, subérico e hidroxisubérico, também detectados nas cascas. Além
desses compostos foi detectado um acido organico com férmula molecular C4H,,0; sugerindo
ser o acido galactonico ou gluconico, pois ndo foi possivel confirmar a estrutura devido a
isomeria (BAKAR et al., 2023; SENTHIL, 2015).

Acredita-se que o acido ribonico possui atividades terapéuticas. Estudos conduzidos
por Thandivel et al. (2024) analisando extratos de frutos secos de Catunaregam spinosa
(Rubiaceae), tradicionalmente utilizada na medicina da India, indicaram os inibidores de
acetilcolinesterase (AChE) como uma op¢do de tratamento para a doenca de Alzheimer,
aumentando a neurotransmissdo colinérgica e amenizando o declinio cognitivo. Entre os
quatros constituintes fitoquimicos

sugeridos, o 4acido D-(+)-ribonico.gamma-lactona

demonstrou 6tima afinidade contra a acetilcolinesterase, sendo assim indicado como
potencial inibidor da AChE para possivel tratamento do Alzheimer.

Os acidos galactonico e gluconico sdo precursores do acido ascorbico nas plantas,
um dos compostos que contribui para a acidez das frutas e podem ser utilizados como agentes
acidificantes ou estabilizantes na industria alimenticia. Podem ser biossintetizado, tanto
através da D-galactose, que origina em sequéncia o D-galacturonato (acido galacturénico), o
acido L-galactonico e depois o L-galactonolatona, ou através da oxidacdo da D-glucose em

acido D-glucurdnico, que ¢ convertido em 4cido L-gulonico e depois L-gulonolactona,
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precursor direto do 4cido ascorbico. O acido gluconico pode ser convertido em &cido gulonico
e depois em acido ascorbico (LOEWUS, 1999).

O 4cido L-ascoérbico, uma das moléculas mais abundantes nas plantas, que sdo as
principais fontes de vitamina C para os seres humanos, ocorre em altas concentragdes nos
cloroplastos e no citosol. Os frutos de maracuja sdo considerados a melhor fonte de vitamina
C, sendo que o suco fresco de maracuja amarelo contém 64,78 mg/100 g e as folhas do
maracuja amarelo apresentaram acima de 292,5 mg/100 g de vitamina C (ZERAIK et al.,
2010; ZHANG et al. 2023). Além de ser o precursor de varios acidos organicos atua também
como antioxidante majoritario das plantas e como cofator de varias enzimas regulando o
crescimento e desenvolvimento das plantas, além de outros processos como tolerancia ao
estresse e a transdugdo de sinal (YOSHIMURA; ISHIKAWA, 2017).

O 4cido ascorbico atua removendo as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e
estimulando a capacidade antioxidante das células através da transducdo de sinais e da
reciclagem de outras moléculas antioxidantes, como a Vitamina E, pois possui agdo como
cofator de varias enzimas que regulam a fotossintese, respira¢do, o crescimento celular
(divisao e alongamento) e a biossintese de hormodnios importantes (acido abscisico, acido
salicilico e acido indol acético). Além disso, participa na regulacdo das vias de transducdo de
sinais das plantas funcionando como composto redox e regulando o crescimento e
desenvolvimento das plantas. (ORTIZ-ESPIN et al., 2017).

Nos extratos de folhas de P sefacea também foram identificados o flavonoide
isoschaftosideo, um flavonoide-C-glicosil, com tempo de retencdo 0,825 min e ion precursor
m/z 563,14; os terpenos do tipo cicloartano em t; 8,146 min e ion precursor de m/z 663,41e o
astragalosideo II com t; 7,298 min e ion precursor de m/z 825,464, composto por uma
molécula de 4cido glucuronico ligada ao triterpendide astragalosideo I e derivados da
fosfocolina. A fosfocolina ¢ um precursor da fosfatidilcolina, um dos principais constituintes
das membranas celulares, formador de lipoproteinas de alta densidade, sendo comercializada
como um farmaco para absor¢ao de gordura e problemas hepaticos (MERTINS, 2004). Ko et
al. (2016) descobriram que o tratamento profilatico de neurdnios com fosfatidilcolina pode
prevenir a senescéncia induzida pela proteina B-amiloide (Ap), envolvida na doenca de
Alzheimer, com efeito neuroprotetor dose-dependente

O flavonoide isoschaftosideo ¢ uma flavona-C-glicosideo, metabodlitos que sao
incomuns de serem encontrados em plantas (HOOPER et al., 2010), mas em passiflora o
isoschaftosideo ja foi identificado em folhas de P incarnata (ABOURASHED;
VANDERPLANK; KHAN, 2002) e em P. alata (CARVALHO, 2016; PINTO, 2018). Gadioli
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et al. (2017) relataram a deteccdo desses metabodlitos em outras espécies de passifloras como
P. tenuifila, P. foetida, P. nitida, P. palmeri, P. coriacea, P. loefgrenii, P. edulis, P. alata, P.
ambigua e P. pithieri, em caule de P. cincinnata (LEAL et al. 2020) e em folhas de P.
mucronata ¢ P. incarnata (TREMMEL; KIERMAIER; HEILMANN, 2021).

As flavonas-C-glicosideo  apresentam boas propriedades terapéuticas,
principalmente devido a sua alta estabilidade e reatividade, sendo sugerida como um
metabolito promissor no tratamento da hipertensdo, como exemplificado em um trabalho que
isolou isoschaftosideo em extratos de Syngonium podophyllum (GOMES et al., 2014). Além
disso, ¢ relatado em diversos artigos cientificos que possui propriedade anti-hiperglicémica
(CHUA et al., 2020). Li et al. (2022), encontrou o isoschaftosideo em extratos da pimenta
vermelha (Capsicum frutescens) apds a fermentagdo, o qual teve interagdo com uma enzima
(DPP-1V) que degrada peptideos de glucagon e peptideos gastricos, estimulantes de insulina,
demonstrando entdo potencial para terapias de regulacdo glicémica.

A acdo anti-inflamatéria do isoschaftosideo foi demonstrada por Chen et al. (2024),
que analisando as fragdes soluveis aquosas de extratos de Artemisia argyi, identificaram
quatros metabdlitos, entre eles o isoschaftosideo, que foi capaz de inibir significativamente o
conteudo de 6xido nitrico e a super expressao de varios fatores inflamatorios induzidos por
lipopolissacarideos em culturas de células de macrdofagos de rato.

A maioria dos estudos sobre passifloras indica que 52,7% dos compostos fenolicos
(acidos fenolicos, fendis, flavonoides e derivados) sdo encontrados nas folhas, 12,2% nas
cascas, 8,5% nas sementes e 6,1% na polpa (GADIOLI et al., 2017). Os flavonoides sdo
encontrados principalmente nas folhas e atuam nos sistemas de defesa antioxidantes das
plantas contra estresse bidtico, como ataque de patdogenos e estresse abiotico, contra a
radiagdo ultravioleta. Os flavonoides tém efeitos antioxidantes, antibacteriano, antitumoral e
anticonvulsao notadamente comprovados (HOLANDA et al., 2020).

Zhang et al. (2023) afirma que os principais flavonoides encontrados em plantas de
passifloras sdo a apigenina, luteolina, vitexina (apigenina-8-C-glicosideo), isovitexina
(apigenina-6-C-glicosideo), crisoeriol e quercetina e os principais flavonoides que aparecem
especificamente nas folhas de passifloras sao a orientina, isoorientina, apigenina e quercetina
(ARAUIJO et al., 2017; SANTOS et al., 2021; SILVA, 2021). Zhang et al. (2023) também
relatam varias atividades bioldgicas e mecanismo de acdo de metabolitos e de extratos de
diferentes espécies de passifloras, entre elas os efeitos anti-inflamatorios. Os derivados da
apigenina-C-glicosil e luteolina apresentaram reducdo em aproximadamente 70% na

inflamacdo através da expressio da citocina IL-8 (CARMO et al, 2020). Os
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flavonoides-C-glicosil de cascas de P. edulis reduziram a inflamac¢do intestinal no modelo
dextrana sulfato de sodio de colite em ratos, através da reducao da expressdo pro-inflamatoria
de citocinas TNF-alfa, IL-17, IL-1beta, IL-6, IL-12 e IL-17 a reduziram a expressdo de
MCP-1 e ICAM-1 (CAZARIN et al., 2016).

Carvalho, Oliveira e Costa (2018) estudaram extratos de polpa de frutos de P. setacea
por HPLC e utilizando curvas de calibracdo de diferentes padrdoes de flavonoides
identificaram e quantificaram os flavonoides orientina, isoorientina, vitexina, isovitexina e
hesperidina. Gomes et al. (2017) analisaram extratos hidroalcoolicos de 6g de folhas secas de
17 espécies de Passifloras por HPLC-DAD e em P. setacea quantificaram isovitexina em
maior concentragdo (8,46 mg/g extrato) seguida por vitexina (2,48 mg/g extrato) e orientina
(1,24 mg/g extrato seco).

A vitexina e isovitexina pertencem a classe das flavonas e, assim como o
isoschaftosideo detectado no presente trabalho por CLUE-ESI-EM em folhas de P. setacea,
também sdo derivadas da apigenina 8/6-C-glucosideo. Estudos demonstram que a vitexina e a
isovitexina apresentam propriedades quimicas semelhantes e com atividade antioxidante,
antidiabetes (inibidores de alfa-glucosidase e alfa-amilase), anticancer, anti-inflamatoéria,
anti-hiperalgésica e acdo neuroprotetora contra doengas neurologicas e psiquidtricas (HE et
al., 2016).

Os terpendides sdo constituintes caracteristicos de plantas de passiflora e contribuem
para o sabor e aroma das folhas, flores e frutos e dessas partes mais de 20 triterpendides ja
foram isolados, inclusive das raizes (ZHANG et al., 2023). Os cicloartano glicosideos sao
triterpenos tetraciclicos, com quatro anéis, 30 atomos de carbono e com esqueleto semelhante
ao dos esterdis, encontrado nas familias Leguminosae, Passifloraceae (Passiflora edulis) e
Ranunculaceae (Cimicifuga racemosa) pertence ao grupo dos triterpenos que apresentam
atividade anti-inflamatoria, antinociceptiva, antimicrobiana, anticancer (SILVA et al., 2020)
Seis terpendides ja& foram isolados e identificados em P edulis, a passiflorina e os
ciclopassiflosideos II, III, VII, VIII, XI.

Similarmente, Xu et al. (2016) isolaram e identificaram pela primeira vez em
extratos de caules e folhas de P. edulis quatro novos cicloartanos triterpenoides, o 1-alfa,
3-beta-dihidroxi-16-ceto-24(31)-en-cicloartano, ciclopassiflosideos XIV e XV e 4acido
31-metoxilpassifloico. Esses autores demonstraram que os triterpenos do tipo cicloartano
desempenham um papel protetor significativo contra os danos de neurotoxicidade induzidos
pelo glutamato nas células PC12 e podem ser utilizados no tratamento de doencas

neurodegenerativas (XU et al., 2016). Além disso, os terpenos estdo envolvidos na defesa das
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plantas contra micro-organismos, apresentando atividade antibacteriana (RIZWANA et al.,
2019).

Nos extratos de folhas de P setacea analisados no presente trabalho foram
encontrados astragalosideo II, com tz de 7,298 min e de ion precursor 825,464 (Tabela 4).
Esse metabolito pertence ao grupo dos astroglicosideos, que possuem quatro subtipos
principais, AS-1, II, IIT e IV, comumente extraidos de plantas de Astragalus membranaceus. O
astroglicosideo IV ¢ um dos mais estudados pelas propriedades anti-inflamatorias,
antioxidantes, antibacterianas e antivirais, sendo muito utilizado em varios modelos de
enfermidades do sistema nervoso central, principalmente Alzheimer e Parkinson (FREIRE et
al. 2022). Em estudos prévios realizados com plantas de P. setacea também foram
identificados terpenos aos quais foram atribuidos o sabor dos frutos com notas florais

(PAULA et al, 2015).

3.2.4 Analise do perfil quimico do extrato bruto de cascas de fruto de P. setacea cv. BRS

Pérola do Cerrado

No extrato de cascas de fruto foram detectados hexose, 4cidos organicos de cadeia
curta, como o acido citrico (detectado em folhas ¢ sementes), acido citraconico, subérico,
hidroxisubérico e succinico (detectados em folhas) e o acido homoisocitrico/metilisocitrico,
encontrado apenas em cascas, € o citrato monoglicerideo, também encontrado apenas no
extrato de cascas (Figura 9A, Tabelas 4, 5 e 6).

Citrato monoglicerideo, de ty 0,517 e precursor de m/z 129,0193, ¢ um &cido graxo
de cadeia média, importante na emulsificagdo com propriedades de qualidade alimentar, além
de aditivos (YOUNES et al., 2020). Acidos graxos sio normalmente associados a fungdes
estruturais nas células vegetais e na transducao de sinais (SANTOS; LIMA; CASTRO, 2021).

Nos extratos de cascas foram detectados os acidos organicos citrico e succinico,
diretamente envolvidos no ciclo do acido citrico, também conhecido como ciclo dos acidos
tricarboxilicos, o Ciclo de Krebs. O ciclo de Krebs ¢ responsavel pela produgao de NADH e
FADH,, além de gerar diversos precursores para biossintese de outros compostos importantes
para o metabolismo vegetal (TAIZ et al., 2017). O 4cido succinico ¢ um metabdlito
intermediario do Ciclo de Krebs, formado a partir do acido alfa-cetoglutarico e succinil-CoA
e precursor da biossintese de FADH, e dos acidos malico e oxaloacético, precursor da

biossintese do acido aspartico, asparagina, alcaloides, acidos nucleicos, e outros tipos de
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aminodcidos e proteinas importantes para o metabolismo da célula vegetal (TAIZ et al.,
2017).

Entre os diferentes acidos organicos como malato, citrato e acido citraconico, o malato
¢ o que predomina na maioria das plantas (YAN et al., 2022). Esses autores constataram que
as sementes de Torreya grandis (Taxaceae) nos estdgios finais de desenvolvimento
acumularam dez tipos de acidos organicos, entre eles o acido citraconico, em relacdo aos
estagios iniciais. Além de influenciarem as caracteristicas organolépticas dos frutos como
aroma e sabor, apresentam atividades antimicrobiana e antioxidantes, protegendo contra
varias doencas.

Em frutos de P. foetida os acidos organicos citrico e oxdlico predominam,
representando 79,17% do contetido total de 4acidos e em frutos de maracuja amarelo e
vermelho os principais acidos organicos encontrados, seguindo a tendéncia de predominio
decrescente foram acido citrico, acido L-malico, acido lactico, acido succinico, acido
L-ascoérbico, acido tartarico e acido fumaérico, sendo que o alto teor de acido citrico em frutos
de maracuja faz com que seja usado como um aditivo em alimentos processados e em
produtos quimicos (ZHANG et al., 2023).

O acido homoisocitrico, encontrado com t; 0,555 e precursor de m/z 205,0352,
participa da via metabolica que produz a lisina, via do a-aminoadipato, a qual em eucariotos ¢
exclusiva de fungos quitinados e dos protistas euglinados. Isso indica que pode ter ocorrido
contaminag¢do durante os processos da metodologia (SCHMITZ et al., 1996).

O 4cido D-glucurdnico, também encontrado nas cascas de frutos de P. setacea com ty
0,46 e precursor de m/z 193,0347, desempenha nas plantas fungdo importante na formagao da
parede celular e ¢ percursor do acido L-ascorbico, antioxidante majoritario das plantas
(LOEWUS, 1999). Também ¢ um produto da degradacao enzimatica de acticar e, assim como
o acido homoisocitrico, sua detec¢do pode indicar contaminacdo na amostra, pois sua
produgdo pode estar associada a presenca de micro-organismos (QIAN et al., 2022).

O é4cido D-glucurdnico € precursor do acido UDP-glucurénico, o qual é o precursor
comum direto da xilose, arabinose, acido galacturdnico, apiose e residuos do acido
galacturdnico da parede celular (REBOUL et al., 2011). As moléculas do acido galacturénico
formam a pectina, abundante na casca do maracuja amarelo, que ¢ utilizada como espessante
e geleificante na industria de alimentos (CANTERI et al., 2012). O acido UDP-glucurénico é
o precursor comum direto da xilose, arabinose, acido galacturdnico, apiose e residuos do

acido galacturonico da parede celular (REBOUL et al., 2011). As moléculas do &cido
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galacturonico formam a pectina, abundante na casca do maracuja amarelo, que ¢ utilizada
como espessante e geleificante na industria de alimentos (ZHANG et al., 2023).

A partir da UDP-xilose, metabolito originado de uma série oxidativa do
UDP-glucurénico, sdo sintetizadas as xilanas, um dos principais polissacarideos que perfazem
de 20-30% da composi¢do total da parede celular e que compdem a hemicelulose. A
hemicelulose, celulose e lignina formam a parede celular, que atua como uma importante
barreira fisica e que protege a célula de varios estresses ambientais, incluindo o estresse salino
(VANHOLME et al., 2012). A hemicelulose e a celulose compdem as fibras da casca do
maracujd. As cascas do maracuja amarelo sdo importantes fontes de fibras e sdo aproveitadas
pela industria para o enriquecimento de varios tipos de alimentos processados (ZHANG et al.,
2023).

Também foram detectados nas cascas os 4cidos graxos de cadeia média
hidroxisubérico e subérico, além de um monoglicerideo citrato com tempo de retencdo de
0,44 min e ion precursor m/z 265,056, encontrado apenas neste extrato (Tabelas 4,5). O 4cido
subérico ¢ um dacido dicarboxilico detectado com ty 0,594 e precursor de m/z 173,0812. A
principal funcdo do acido subérico ¢ na biossintese da suberina, um biopoliéster lipofilico
presente nas paredes celulares, importante molécula envolvida na impermeabilizacdo dos
tecidos externos dos 6rgdos vegetais, como cascas de troncos de plantas lenhosas, folhas e
cascas de frutas, com a funcdo de proteger contra a perda de agua e de ions, ataques de
patogenos e contra estresses abioticos, como salinidade do solo e seca prolongada (WEI et al.,
2024).

Kang et al. (2022) descobriram que o acido subérico, classe de moléculas abundantes
em varias plantas como Vernonia galamensis e Hibiscusu syriacus, pode interagir com
receptores olfativos em células de mamiferos e varios desses receptores olfativos ja foram
observados em fibroblastos da derme de seres humanos. Kang et al. (2022) incubaram
linhagens celulares de fibroblastos dérmicos humanos Hs68 em cultura com 12.5-400 uM de
acido subérico dissolvido em DMSO por 24h e observaram que esse tratamento levou a
ativacdo dos receptores OR10A3 presentes nos fibroblastos, aumentando a producao de
colageno nas células expostas ao UVB e diminuindo o decréscimo de colageno pelo UVB. A
ativacdo dos receptores OR10A3 pelo acido subérico estimulou a sintese de colageno pelos
fibroblastos.

Os metabolitos identificados nas cascas de frutos de P sefacea, em geral

desempenham fung¢des na respiragdo celular, fungdes estruturais, como moléculas que
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participam da composi¢do da parede celular, e na defesa protegendo contra os estresses

bioticos e abidticos (HE et al, 2016).

3.2.5 Analise do perfil quimico do extrato bruto de sementes de P. setacea cv. BRS Pérola

do Cerrado

No extrato de sementes, além dos 4acidos organicos glucurdnico (detectado em casca)
e citrico (detectado em folhas e cascas), foram identificados os flavonoides
O-metil-epicatequina e sabian, sendo metabdlitos especificos desse extrato (Figura 9C,
Tabelas 4, 5 e 6). Além desses metabolitos, outros dois picos intensos, encontrados apenas
nos extratos de sementes, foram detectados com tz 4,75 e 5,058 min e ion precursor m/z
701,184 e 935,275 respectivamente, se mostraram intensos no cromatograma (Figura 9C), nao
sendo possivel definir as classes quimicas desses metabolitos. O extrato de sementes foi o
menos diverso em classes quimicas quando comparado com os extratos de casca e folhas.

O 4cido citrico desempenha fun¢des no Ciclo de Krebs, na produgdo de moléculas de
NADH utilizadas na produg¢do de ATP, na fosforilagdo oxidativa. Além disso pode atuar na
planta como um agente quelante, afetando a toxicidade por metais através de varios
mecanismos, como absor¢do, complexagdo, precipitagdo e acidificagdo, podendo funcionar
contra o estresse oxidativo induzido por metais nas plantas hiperacumuladoras de metais,
como a Solanum nigram e Brassica jucea (GAO et al. 2010).

Khatun et al. (2019) demonstraram que a aplicacdo de 100 uM de écido citrico as
plantas de Oryza sativa sob estresse induzido pela toxicidade ao cromo aumentou a atividade
das enzimas antioxidantes, glutationa e prolina, indicando que o &cido citrico pode ter
exercido a funcdao de agente quelante de cromo, regulando o mecanismo de defesa
antioxidante através da modulacdo das enzimas e metabolitos que protegem a planta dos
danos causados pelo estresse oxidativo induzido por cromo. Os autores demonstraram que o
acido citrico recuperou os parametros de crescimento, conteido de proteinas totais e a
estabilidade das membranas, confirmando o papel do 4cido citrico na detoxificacao das
plantas.

O actmulo de metais pesados pelas plantas pode causar efeitos toxicos e inibir o
crescimento ¢ o desenvolvimento vegetal, sendo que as plantas apresentam varios
mecanismos de detoxificacdo que fazem com que tolerem o estresse por metais pesados. Entre
os mecanismos intracelulares que possibilitam a tolerancia aos metais no nivel celular estdo os

acidos orgénicos, além dos aminodcidos, fitoquelatina e as metalotioninas, que desempenham
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funcado vital na tolerancia a diferentes tipos de metais pesados (KUMAR et al., 2016). Véarios
acidos organicos de baixo peso molecular como malico, malonico, oxalico, acético, succinico,
acgucares, aminoacidos e fendlicos funcionam como fitoquelantes/fitosideroforos liberados
pelas plantas acumuladoras naturais de metais, os quais agem na rizosfera da planta
aumentando a biodisponibilidade de metais e ajudando no transporte dos mesmos para o
interior das plantas (SHEORAN; SHEORAN; POONIA, 2009).

Nas plantas os flavonoides sdo a maior classe de fenolicos e desempenham fungdes
importantes como os pigmentos carotenoides (compostos terpénicos) € as antocianinas,
responsaveis pela cor das flores e frutos, com a funcdo de atrair os polinizadores que atuam na
dispersdao das sementes (TAIZ et al., 2017). Esses autores relatam que as flavonas e flavondis
existem nos caules, raizes, folhas e flores, absorvem luz em comprimentos de onda entre 280
e 320 nm (UV-B), protegendo as células das mutacdes de DNA e do estresse oxidativo gerado
pela radiacdo UV-B, além de mediar a interag¢do das plantas com as rizobactérias fixadoras de
nitrogénio, quando liberados pelas raizes. A exposi¢do das plantas aos estresses abidticos e
bidticos pode resultar na maior sintese de flavonas e flavonoides pelas plantas e pode ser
utilizada como estratégia para aumentar a producao desses compostos.

O flavonoide sabian, detectado apenas nas amostras de sementes, ja foi identificado e
isolado de caules e folhas de Sabian yunnanensis (Euphorbiaceae), planta originaria da China
e Vietna, muito utilizada na medicina tradicional chinesa, com propriedades medicinais. Além
disso, foi relatado a presenca de compostos fenodlicos, flavonoides e outros compostos
fitoquimicos com efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios em S. yunnanensis (DENG et al.,
2005). A estrutura do sabian foi determinada apds analise de ressonancia magnética nuclear
(RMN) isolada de extratos hidrometanolicos de partes aéreas de S. yunnanensis
(SABIACEAE), pertence a classe dos flavondis e faz parte de um pequeno grupo de flavonois
com grupos C-linked ndo usuais, sendo um derivado do flavonol (8-C-derivado flavonol) com
uma estrutura quimica com base de carbono nao descrita anteriormente (VEITCH; GRAYER,
2008). Esse flavonol foi detectado pela primeira vez no presente trabalho, em extratos de
sementes de P. setacea, nao sendo relatado na literatura em estudos anteriormente realizados
com extratos dessa espécie e de outras espécies de passifloras.

Os taninos sdo polimeros fendlicos (polifenodis) produzidos por frutos imaturos e
atuam contra a herbivoria por véarios tipos de animais, inibindo a ingestao dos frutos imaturos
e garantindo o completo desenvolvimento dos frutos e das sementes, que serdo dispersas
quando os frutos estiverem completamente maduros (TAIZ et al., 2017). De acordo com esses

autores, os taninos atuam também como defesa contra microrganismos e sdo acumulados no
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cerne das arvores, para evitar a decomposicdo por fungos e bactérias. Nas sementes de P,
setacea pode desempenhar o papel de defesa, em conjunto com os demais flavonoides,
durante a germinacao das sementes no solo e garantir a sobrevivéncia das plantulas.

O flavonoide O-metil-epicatequina pertence ao grupo das proantocianidinas (PA’s)
que sdo as flavanas-3-ols (polifenois), sendo a mais conhecida da classe. As PAs conferem as
propriedades sensoriais de frutos frescos e polpas e sdo responsaveis pelo sabor e mudangas
na coloracao do fruto e do suco da fruta. O teor de proantocianidinas em polpa de frutos de P.
setacea foi descrito como maior que em magas vermelhas e outras espécies de passifloras
estudadas (GADIOLI, 2017). Bendini et al. (2005) detectaram epicatequinas por
HPLC-DAD-MS em extratos metanolicos de folhas, caules e cascas de P. palmeri, P. nitida, P.
tenuifila, P. coriacea e P. foetida. Também foram identificadas por Morais et al. (2015), por
UPLC-ESI-MS), epicatequinas em extrato etandlico de casca de frutos de P. edulis

As catequinas e epicatequinas presentes principalmente nas sementes de uvas em
grandes quantidades, conferem a adstringéncia e sabor de vinhos e sucos de uva (ABE et al.
2007). A (-)-epicatequina ¢ um dos polifendis mais abundantes na dieta humana e pode
melhorar a sensibilidade a insulina e regular o nivel de glicose, além de diminuir o estresse
oxidativo, protegendo danos ao figado e aumentando a insulina no soro sanguineo, sendo um
suplemento nutricional com potencial promotor na preven¢do e no tratamento da diabetes
mellitus tipo 2 (ZENG et al. 2024). Esses autores relatam que as flavanas-3-ol modulam a
microbiota intestinal, pois quando ingeridas, apesar de boa parte das moléculas serem
degradadas no colon pela microbiota, uma pequena parte ¢ absorvida no intestino delgado e
atua inibindo a proliferacdo de bactérias produtoras de lipopolissacarideos, reduzindo o nivel
sanguineo desses compostos.

Os taninos sdao polimeros fenolicos produzidos por frutos imaturos € atuam contra a
herbivoria por vérios tipos de animais, inibindo a ingestdo dos frutos imaturos e garantindo o
completo desenvolvimento dos frutos e das sementes, que serdo dispersas quando o fruto
estiver completamente maduro (TAIZ et al., 2017). De acordo com esses autores 0s taninos
atuam também como defesa contra microrganismos e sdo acumulados no cerne das arvores,
para evitar a decomposicao por fungos e bactérias. Nas sementes de P. sefacea poderia
desempenhar o papel de defesa, em conjunto com os demais flavonoides, durante a
germinagdo das sementes no solo e garantir a sobrevivéncia das plantulas.

A hexose detectada no t; 0,44 min e m/z 179,055 (Tabela 4) foi encontrada nos trés
extratos de partes da planta (Ca, Fo, Se), mas nao nos extratos dos calos cultivados in vitro de

NC, com exce¢do de NC30. De acordo com a literatura, acticares hexose presentes nas
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plantas, dentre suas funcdes, servem também para sintetizar o acido ascérbico, um cofator
enzimatico com multiplas fun¢des no metabolismo e nas respostas das plantas a estresses
abidticos e patogenos (ISHIKAWA; DOWDLE; SMIRNOFF, 2006).

As hexoses na forma de hexoses-6-fosfato sao moléculas de aglicares precursoras de
todas as reacdes da via glicolitica, iniciando pela biotransforma¢@o em piruvato e depois em
acetil-CoA. Essa molécula ¢ fundamental para iniciar o Ciclo de Krebs, reagindo com o dcido
oxaloacético e produzindo o acido citrico. O Ciclo de Krebs leva a sintese do NADH,
principal doador de prétons e elétrons, que sao transportados até o oxigénio, através da cadeia
de transporte de elétrons da fosforilagdo oxidativa, processo que gera a energia para a sintese
do ATP.

Durante o processo do Ciclo de Krebs, diversos compostos intermedidrios sdo
formados, os quais desempenham importante papel como precursores da biossintese de varios
metabolitos secundarios como os polissacarideos da parede celular, fosfolipidios,
aminoacidos, compostos fenolicos (tirosina, fenilalanina, antocianinas, ligninas, triptofano,
auxinas), acidos graxos, isoprendides (carotenoides, cadeia de fitol da clorofila, esterois,
giberelinas, terpenos), varios compostos aromaticos (flavonoides), pigmentos fotorreceptores
como clorofila, citocromos e fitocromos (a partir do alfa-oxoglutarato) e de aminoécidos,

acidos nucleicos e alcaldides (a partir do acido oxaloacetato).

3.2.6 Analise do perfil quimico dos extratos brutos dos calos de nés cotiledonares de P.

setacea cv. BRS Pérola do Cerrado em varios tempos de cultivo

A Figura 10 (A, B, C) mostra os cromatogramas obtidos em modo negativo de
ionizagdo para os extratos de calos de nds cotiledonares de P setacea originados, em
diferentes tempos de cultivo de 30 (NC30, A), 60 (NC60, B) e 90 dias (NC90, C). A analise
indica que os calos ndo apresentaram alta diversidade de classes de metabolitos como as
folhas, cascas e sementes. Como ja mencionado anteriormente, foram observados sinais
proximos ao ruido instrumental e isso estd relacionado com o baixo teor de metabdlitos na
amostra, influenciando principalmente na deteccao de metabdlitos.

As estratégias para otimizar a metodologia utilizada sdo o ajuste do tempo de cultivo e
o aumento da quantidade de biomassa seca final na amostra utilizada para a extracdo
hidroalcoolica (SUMNER et al., 2007). Outro aspecto a ser explorado € testar outros tipos de
solventes que podem otimizar a extragao dos metabdlitos como demonstrado por Shakour et

al. (2023) nos estudos realizados na determinagdo dos perfis metabolomicos de folhas de
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Moringa oleifera, em que testaram a eficacia das polaridades de diferentes solventes como
etanol-agua (7:3), metanol, etil acetato, cloroférmio e butanol para extrair certos grupos de
compostos e melhorar a sua detec¢do cromatografica.

A Tabela 4 mostra os perfis fitoquimicos estabelecidos para os extratos de folhas
(Fo), cascas (Ca), sementes (Se) e de nds cotiledonares de P. setacea de 30 dias (NC30), 60
dias (NC60) e 90 (NC90) dias de cultivo. Os calos de nos cotiledonares de P. setacea
apresentaram compostos caracteristicos dos extratos de calos e que nao foram encontrados em
extratos de folhas, cascas e sementes, como o acido aspartico, além de compostos também
presentes em folhas (&cido trednico, acido ribonico, aminodcido N-frutosil piroglutamato), em
casca (4cidos glucurédnico e succinico) e em sementes (acido glucurénico) (Tabela 5).

A Tabela 7 abaixo, elaborada a partir dos dados da Tabela 5 mostra a lista dos
metabolitos detectados em ordem crescente do tempo de retencao, produzidos pelos calos de
nds cotiledonares de P. setacea, apds os tempos de cultivo de 30 (NC30), 60(NC60) e 90
(NC90) apos os diferentes periodos de cultivo.

Tabela 7. Compostos detectados por CLUE-ESI-MS em extratos de calos de n6 cotiledonar de
P, setacea cv. BRS Pérola do Cerrado apds 30 (NC30), 60(NC60) e 90 (NC90) dias cultivo
em meio Murashige & Skoog suplementado com 88,5 mM de sacarose, 2,5 mM de 2,4-D e

0.2% de Phytagel.

Metabdlitos NC30 NC60 NC90
Acido aspartico X X X
Acido trednico X

Acido D-ribénico X X
Hexose X
Acido glucurénico X X
N-frutosil piroglutamato X X
Acido succinico X X X
TOTAL 7 4 3

Fonte: Elaborado pelo autor.

Verifica-se que os tempos de cultivo influenciaram os perfis quimicos de metabdlitos
produzidos pelos calos, sendo que foram identificados 7 compostos com 30 dias de cultivo,
decrescendo para 4 e 3 metabolitos nos periodos de cultivo seguintes.

O maior nimero de metabolitos nos calos com 30 dias de cultivo coincidiu com o

maior periodo de crescimento e maior acumulo de massa fresca e com o aumento da razdo
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massa seca/massa fresca. O declinio em nimero de metabdlitos nos periodos de 60 e 90 dias
de cultivo coincidiu com a influéncia do processo de entrada dos calos em senescéncia, em
que se observou a coincidente redugdo da razdo massa seca/massa fresca e na diminuicao das
massas fresca e seca dos calos aos 90 dias de cultivo (Tabela 3, Figuras 6).

O 4cido trednico e a hexose apareceram apenas no tempo de 30 dias de cultivo. O
acido ribdnico e o aminodcido N-frutosil piroglutamato foram detectados com 30 e 60 dias de
cultivo e ndo foram detectados em calos com 90 dias. Esses resultados indicam a relevancia
de estudos para otimizagao do tempo de cultivo ideal dos calos, tanto para a extragao da maior
diversidade possivel de compostos como para focar num periodo de cultivo especifico, em
que ¢ produzido o composto de interesse para o isolamento quimico.

Os calos de nos cotiledonares com 30 dias de cultivo estavam em fase de
crescimento rapido, com metabolismo intenso e divisao celular, como pode ser constatado
pelo incremento nas biomassas fresca e seca (Figura 7). Em média foram inoculadas 300 mg
de massa fresca/tubo (média de 16 mg de massa seca/tubo) no inicio do cultivo, mas ao redor
de 30 dias de cultivo a média de massa fresca foi de 1812,4 g/calo e massa seca de 99,7
g/calo, aumento aproximado de 6 vezes nas massas fresca e seca no periodo de 30 dias.

O metabolismo intenso das células na fase de crescimento rapido dos calos demanda
aportes de hexoses consideraveis para manter a via glicolitica e as principais vias produtoras
de moléculas redutoras como NADH e FADH, (Ciclo de Krebs) e NADPH (glicolise e via das
pentoses fosfato), doadores de protons e elétrons na fosforilagao oxidativa, para a formagao de
ATP que mantém o metabolismo energético das células (TAIZ et al., 2017). Além disso essas
vias metabolicas geram precursores para a sintese das varias moléculas importantes para a
construcdo das estruturas celulares como paredes e membranas, pigmentos como clorofila e
que atuam na ecologia e nos mecanismos de defesa das plantas contra varios tipos de estresse
provocado por fatores bidticos e abioticos.

A presenca de moléculas como hexoses, acido succinico e acido aspartico sdo
comprovagdes de que as vias metabodlicas mencionadas acima estdo em pleno funcionamento
nos calos, processo fundamental para a producao de varias classes de metabolitos secundarios
de interesse, como compostos fenolicos, terpendides e alcaldides. O acido succinico, presente
em todos os tempos de cultivo, ¢ importante intermediario para a manutencdo do Ciclo de
Krebs que ¢ convertido em acido malico, precursor do acido oxaloacético (SAAVEDRA et
al., 2022). O acido aspartico ¢ um aminoacido formado a partir do 4cido oxaloacético, no

Ciclo de Krebs, importantissimo para a sintese de outros aminodcidos, asparagina, proteinas,



61

pirimidinas, que vao formar os 4cidos nucleicos e dos alcaldides, muitos deles com varias
atividades biologicas comprovadas.

O é4cido D-glucurdnico, também encontrado nas cascas de frutos, ¢ importante na
formagdo da parede celular e ¢ precursor do acido L-ascorbico, antioxidante majoritario das
plantas (LOEWUS, 1999). Além disso desempenha vérias fun¢des no metabolismo celular e
nas respostas das plantas aos estresses abidticos e patdgenos ((ISHIKAWA; DOWDLE;
SMIRNOFF, 2006). O 4cido ascorbico pode ser convertido no acido L-trednico (TAVARES et
al., 2010).

Além dos 4cidos ribdnico e trednico ja citados no perfil fitoquimico das folhas, o
N-frutosil piroglutamato foi detectado em NC30, amino acido com t; 0,48 min e ion precursor
de m/z 290,0873. Os acidos ribénico e trednico atuam nos mecanismos antioxidantes de
protecao das plantas em espécies de Astragalus expostas ao UV-B (LIU et al., 2020).
Thandivel et al. (2024) analisando extratos de frutos secos Catunaregam spinosa (Rubiaceae),
demonstraram o  potencial de inibicdo da  acetilcolinesterase @ do  4cido
D-(+)-ribonico-gamma-lactona, que ¢ indicado como potencial op¢ao de tratamento da doenga
de Alzheimer, aumentando a neurotransmissao colinérgica e amenizando o declinio cognitivo.

No extrato de calos com 60 dias de cultivo foram encontrados os acidos organicos
D-ribonico e succinico, além do 4cido aspartico e do N-frutosil piroglutamato, presente
também em NC30. Os aminodcidos s3o muito importantes para o desenvolvimento das
plantas e atuam em processos de sinalizacdo e na defesa contra o estresse, na biossintese de
proteinas, como precursores de muitos metabolitos primarios e secundarios e importantes para
a nutricdo humana (HILDEBRANDT et al., 2015; TROVATO et al., 2021). Nos extratos de
calos com 90 dias de cultivo foram encontrados apenas os acidos glucuronico, succinico e
aspartico.

Esses resultados indicam o importante potencial dos calos de nds cotiledonares de P.
setacea como fontes de acidos organicos como o glucurdnico, ribdnico e trednico, com
importantes atividades bioldgicas e de outros tipos de acidos organicos imprescindiveis para o
funcionamento do Ciclo de Krebs, essencial para a produgdo de varias classes de metabdlitos

secundarios de interesse comercial.
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3.3.7 Analise estatistica multivariada nio supervisionada da analise de componentes
principais (PCA) considerando todos os tipos de materiais vegetais de P. setacea cv. BRS

Pérola do Cerrado

Para analisar e visualizar os conjuntos de dados obtidos pela analise CLUE-ESI-EM
dos extratos de folhas, cascas, sementes e calos de P setacea foi realizada uma analise
estatistica multivariada ndo supervisionada por componentes principais (PCA - Principal
Component Analysis). A analise de componentes principais ¢ utilizada para extrair as
informagdes importantes de uma tabela de dados multivariados e expressar essas informagdes
como um conjunto de dados de poucas variaveis, que sdo os componentes principais que
correspondem a uma combinag¢do linear das originais (GALLO, 2022).

A analise estatistica por PCA considera as correlagdes entre os dados de intensidade de
picos por metaboélito de cada amostra e gera o agrupamento das amostras de acordo com
componentes que explicam a varidncia dentro dos conjuntos de dados e justifiquem a
classificagdo dos grupos (GALLO, 2022).

Os dados de intensidade de pico dos calos de nd cotiledonar em diferentes tempos de
cultivo foram correlacionados com os dados de cascas, folhas e sementes. Os resultados da
andlise de classificacdo das amostras segundo este método ndo supervisionado indicaram a
classificagdo de 76.9% dos dados em dois componentes principais (PCs). A Figura 11A
mostra o grafico de pontuagdo (Score) das 2 componentes principais nos eixos X ¢ Y e as
amostras. O eixo X representa o componente principal 1 (PCI), que explica 47,7% da
variancia dos dados de forma cumulativa e o eixo Y representa o componente principal 2
(PC2), que explica 29,2% da variancia dos dados. Juntos os componentes justificam 76,9% da
variancia total do arranjo amostral.

Amostras de calos de nos cotiledonares nos trés diferentes tempos de crescimento
(NC30, NC60 e NC90) foram segregadas e se mantiveram agrupadas positivamente pela PC1,
enquanto as amostras de partes da planta, representadas pelas folhas (Fo), cascas (Ca) e
sementes (Se) mostraram menores similaridade e agrupamento com os calos (Figura 11A). As
cascas (Ca) e sementes (Se) foram positivamente descritas pelas variaveis PC1 e PC2, sendo o
extrato de sementes (Se) a amostra que apresentou maior correlagdo com a PCI1. O perfil
quimico de folhas (Fo) foi positivamente correlacionado com a PC2 (Figura 11A).

O grafico de cargas (Loadings) indica a dire¢dao da variancia para a qual a amostra ¢
projetada, e mostra cada metabolito de acordo com a sua contribui¢do com a variancia. O

grafico de carga (Loading) da Figura 11B representa o quanto cada metabolito explica a
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variacao dos dados e mostra a relagdo entre os diferentes metabolitos. Variaveis com a mesma
distancia de 0 e a mesma direcdo sdo positivamente correlacionadas e em dire¢do oposta sdo
negativamente correlacionadas (GALLO, 2022). O grafico de carga (Figura 11B) mostra os

metabolitos identificados implicados na separacdo das amostras da Figura 11A.

Figura 11. Graficos de scores (variancia) (A) e loadings (residuos de variancia) (B) obtidos a
partir da Analise de Componentes Principais (PCA) para o conjunto de dados de folhas (Fo),
cascas (Ca), sementes (Se) e calos de no cotiledonar de P. setacea cv. BRS Pérola do Cerrado
cultivados in vitro por 30 (NC30), 60 (NC60) e 90 (NC) dias em meio Murashige & Skoog
suplementado com 88,5 mM de sacarose, 2,5 mM de 2,4-D e 0,2% de Phytagel.
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Boa parte dos componentes encontrado nas folhas atingiram Loadings 1 negativo e
alguns em Loadings 2 positivo, como os metabdlitos terpenos cicloartano glicosideos e
astragalosideo II, o flavonoide isoschaftosideo, o derivado da fosfocolina, os 4acidos orgénicos
ribbnico e trednico, variando entre -0,1 e -0,3. Nas sementes os flavonoides
O-metil-epicatequina, sabian e os compostos ndo identificados NI (2) e NI (3), atingiram
valores de Loadings 1 menor que 0,1. J& os dcidos organicos e outros compostos detectados
nas cascas de frutos ficaram com Loadings 2 positivo e Loadings 1 préximo de 0, enquanto
para os calos, nos diferentes tempos de cultivo, os valores de Loadings 1 variando de -0,1 a

0,1 e Loadings 2 negativos.

3.3.8 Identificacao de grupos de amostras através do algoritmo “K-means”

Uma forma de identificar grupos de amostras que apresentam uma medida ou
caracteristica principal em comum ¢ através do algoritmo “K-means”. O método matematico
tem como principio o agrupamento de amostras a serem classificadas como similares, onde
todas as intensidades de cada metabdlito dentro do conjunto de amostras sao utilizadas para
calcular um valor referéncia.

A distancia do valor de referéncia em relagdo aos valores encontrados em uma so
amostra ¢ utilizada para a construgdo dos clusters, ou agrupamentos. Amostras que possuem
menor distancia entre o valor referéncia e a natureza de metabolitos serdo agrupadas dentro de
um intervalo de confianga (IKOTUN et al., 2023).

A Figura 12 apresenta o grafico K-means, obtido pela analise de PCA das amostras
de calos de n6 cotiledonar 30 (NC30), 60 (NC60) e 90 (NC90) dias de cultivo analisadas em
conjunto com as amostras de partes da planta folhas (Fo), cascas (Ca) e sementes (Se). A
segregagao do agrupamento se manteve para as amostras de calos nos diferentes tempos de
cultivo (NC30, NC60 e NC90) e amostra de cascas (Ca), confirmando o resultado obtido para
o conjunto de amostras descrito anteriormente.

A elipsoide colorida mostra que houve separagao entre os grupos, indicando cascas e
calos, em todos os tempos de cultivo em um grupo separado das folhas a esquerda e sementes

a direita (GALLO, 2022).
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Figura 12. Agrupamento de dados normalizados em Analise de Componentes Principais
(PCA) por algoritmo K-means para o conjunto de dados de folhas (Fo), cascas (Ca), sementes
(Se) e calos de no cotiledonar de P. setacea cv. BRS Pérola do Cerrado cultivados in vitro por
30 (NC30), 60 (NC60) e 90 (NC) dias em meio Murashige & Skoog suplementado com 88,5

mM de sacarose, 2,5 mM de 2,4-D e 0,2% de Phytagel.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

3.3.9 Analise estatistica multivariada supervisionada pelo método PLS-DA

A analise discriminante por quadrados minimos parciais (PLS-DA — Partial Least
Squares Discriminant Analysis) ¢ um método quimiométrico de classificacao supervisionada
de reconhecimento de padrdes amplamente utilizado em quimica analitica (SANTANA et al.
2020). Nos métodos supervisionados as amostras com caracteristicas conhecidas sdo
utilizadas para construir modelos de classificagdo e esse modelo ¢ utilizado para prever a

classe de amostras desconhecidas.
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A partir da andlise PLS-DA das amostras de folhas, cascas, sementes e calos com
perfis metabolitos conhecidos foi construido um modelo de classificagdo que permite prever o
potencial de folhas, cascas, sementes e dos calos de n6 cotiledonar em diferentes tempos de
cultivo na produgdo dos varios tipos de metabolitos considerados relevantes pela analise que
avaliou a importancia da varidvel na projecdo (IVP, Figura 13). Através do método PLS-DA
foi possivel, portanto, identificar metabolitos significativos, detectados através da correlagao
entre os materiais da planta, cascas de frutos, sementes e folhas com os calos de né
cotiledonares cultivados por 30, 60 e 90 dias (COCCHI; BIANCOLILLO; MARINI, 2018).

A Figura 13 mostra os metabolitos que foram significativos pela aplicagdo do modelo
estatistico VIP (variable importance in projection ou variavel de importancia para a proje¢ao)
a partir da analise PLS-DA. O grafico mostra no eixo Y os metabolitos e no eixo X representa
os valores VIP dos metabdlitos, que variou de 0,8 e 1,6, sendo considerados de maior
importancia os metabolitos com valor VIP > 1,0.

A escala de cores ao lado do gréafico da Figura 13 indica, para cada metabolito a
concentragdo, a intensidade em cada material vegetal estudado, as cores da escala variam do
azul escuro (baixa concentracdo) ao vermelho escuro (alta concentra¢do). Os quadrados
coloridos a direita do grafico representam as concentracdes relativas dos metabdlitos nos
diferentes materiais vegetais analisados em ordem decrescente de concentragdo estdo as cores:

vermelha > laranja > amarelo > azul claro > azul médio > azul escuro.
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Figura 13. Importancia da Variavel na Proje¢do (VIP) scores de metabdlitos detectados em
extratos de folhas (fo), cascas (ca), sementes (se) e calos de né cotiledonar de P. setacea cv.
BRS Pérola do Cerrado nos tempos de cultivo de 30 (NC30), 60 (NC60) e 90 (NC90) dias em
meio Murashige & Skoog suplementado com 88,5 mM de sacarose, 2,5 mM de 2,4-D ¢ 0,2%
de Phytagel, obtidos a partir da Analise Discriminante de Quadrados Minimos Parciais.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A partir dos resultados da Figura 13 foi possivel elaborar a Tabela 8, que mostra os
compostos classificados de acordo com a faixa de valores VIP. Os metabolitos selecionados
como significativos e considerados de maior importancia para a proje¢do foram os que
apresentaram valores de VIP > 1,0 no eixo X.

O modelo de classificagdo construido a partir da analise PLS-DA das amostras de
folhas, cascas, sementes e calos de no cotiledonar de P setacea, com caracteristicas
conhecidas, permitiu prever o potencial positivo dos calos de nd cotiledonar para produzir
varios tipos de metabolitos com atividades biologicas importantes, considerados relevantes,

pela anélise que avaliou a [VP.
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Tabela 8. Metabolitos de cascas, folhas, sementes e calos de nds cotiledonares de P. setacea
cv. BRS Pérola do Cerrado cultivados por 30, 60 e 90 dias em meio Murashige & Skoog
suplementado com 88,5 mM de sacarose, 2,5 mM de 2,4-D e 0,2% de Phytagel classificados
de acordo com os intervalos crescentes de valores VIP obtidos pela andlise PLS-DA.

VIP scores Metabolitos

Entre 0,8 ¢ 1,0 | NI (1), NI (2), acido citraconico, astragalosideo II (VIP 0.9)

Cicloartano glicosideos, acido subérico, acido
Entre 1,0 e 1,2 ) ) i ) ) )
hidroxisubérico, fosfocolina, acido succinico

Entre 1,2¢e 1,4 Acido glucurénico, O-metil-epicatequina

Entre 1,4e 1,6 Acido homoisocitrico, sabian, NI (3), acido citrico

Fonte: Elaborado pelo autor.

Na escala de VIP < 1,0 estdo dois compostos ndo identificados. Entre todos os
compostos detectados nessa faixa destaca-se o triterpeno astragalosideo II, que apresentou
valor VIP de 0,9 e que apresenta funcdo estimulante do sistema imunologico, além de
possivel acdo antiproliferativa de células cancerigenas (WAN et al. 2013). A barra de cores
indica que na projecdo esse metabolito foi mais alto nas amostras de folhas e decresceu em
amostras de cascas (laranja) e de calos de nd cotiledonar de 60 dias de cultivo (amarelo).
Nessa lista nao aparece o metabolito flavonoide isoschaftosideo identificado nos extratos de
folhas.

Na faixa de valores VIP entre 1,0 e 1,2 destacaram-se o cicloartano e a fosfocolina. Na
projecao o cicloartano glicosideos aparece mais alto nas folhas (vermelho), seguido das cascas
(laranja) e dos calos de nd cotiledonar de 30 dias (amarelo). A fosfocolina apareceu com
intensidade maior nas folhas (vermelho) e na ordem decrescente nos calos de 60 dias
(laranja), seguidos das cascas (amarelo).

Os metabolitos NI (3) e acido citrico de maxima relevancia mostram valores VIP’s
proximo a 1,6 e maior que 1,6, respectivamente. Abaixo deles aparecem o acido
homoisocitrico e o flavonoide sabian (valores VIP’s entre 1,4 e 1,6), seguidos do flavondide
O-metil-epicatequina e acido gluconico (valores VIP’s entre 1,2 e 1,4) e do acido succinico
(VIP ao redor de 1,2).

A O-metil-epicatequina, pela escala de cores, apareceu em maior concentracdo nas
sementes, seguidas das folhas e cascas, reduzindo os niveis nos calos de nds cotiledonares em
todos os periodos de cultivo. O flavonoide sabian, com propriedades antioxidantes e
anti-inflamatorias (DENG et al., 2005) apareceu na escala de cores em maior concentracao

nas sementes (vermelho) seguidas das cascas e folhas.
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A andlise da escala de cores da Figura 13 gerada pela analise IVP indica que as cascas
contém concentragdes mais altas (vermelho) dos acidos citrico e homoisocitrico, as folhas
contétm altas concentracdes dos 4cidos gluconico, succinico, fosfocolina, acidos
hidroxisubérico e subérico, cicloartano glicosideos, acido citraconico e NI (1) e as sementes
apresentam altas concentracdes de NI (3), sabian, O-metil-epicatequina e NI (2).

Entre os calos analisados, aqueles no tempo de cultivo de 30 dias (NC30) mostraram
as concentracOes mais altas de &cidos gluconico e succinico (laranja) e de cicloartano
glicosideos (amarelo); NC60 as maiores concentragdes de NI (3), acidos succinico,
hidroxisubérico e subérico (amarelo), astragalosideo II, 4cido citraconico, NI (2) (amarelo) e
fosfocolina (laranja); NC90 maiores concentracdes de succinico, fosfocolina, subérico,
astragalosideo II (azul claro).

Considerando o tempo de cultivo dos calos houve uma maior concentragao de acido
citrico, em NC30 (azul claro); NI (3), em NC60 (amarelo); sabian, em NC30 (azul claro);
acido homoisocitrico, em NC60 (azul claro); O-metil-catequina, em NC30, NC60 ¢ NC90
(azul médio); acido gluconico, em NC30 (laranja); acido succinico, em NC30 (laranja) e em
NC60 (amarelo); fosfocolina; em NC60 (laranja); acidos hidroxisubérico e subérico, em
NC60 (amarelo); cicloartano glicosideos, em NC30 (amarelo); astragalosideo, II, acido
citraconico e NI (2), em NC60 (amarelo); NI (1), em NC30, NC60 (azul médio).

Através do modelo construido foi possivel prever que a maioria dos compostos de
maior relevancia ¢ produzida em periodos especificos do tempo de cultivo. Os calos de no
cotiledonar com 30 dias de cultivo foram superiores aos demais na producao de 5 tipos de
compostos considerados relevantes pela analise VIP: o 4cido citrico, sabian, acidos glucdnico
e succinico, cicloartano glicosideos. Os calos com 60 dias de cultivo foram superiores aos
demais na producdo de 9 metabdlitos relevantes: o NI (3), acido homoisocitrico,
O-metil-catequina, fosfocolina, &cidos hidroxisubérico e subérico, astragalosideo II, acido
citraconico e NI (2). Os calos de 90 dias foram inferiores aos calos de 30 e 60 dias na
produgdo de todos os compostos, mas ainda assim produziram, em niveis mais baixos, o acido
succinico, fosfocolina, acido subérico e astragalosideo II.

Esta previsao indica o tempo de cultivo de 30 dias como o melhor para a produgao de
sabian e do cicloartano glicosideos. O cultivo de 60 dias ¢ o tempo ideal para a producao de
fosfocolina e astragalosideo II. A O-metil-catequina ¢ produzida no mesmo nivel pelos calos
de no cotiledonar nos trés tempos de cultivo.

Os metabdlitos considerados de maxima relevancia em calos de no cotiledonar de P,

setacea foram o acido citrico, com VIP de 1,6 e o flavonodide sabian, com VIP de 1,8. Por esse
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modelo, diversos metabdlitos ndo identificados nos perfis fitoquimicos foram categorizados
como importantes pelos scores VIP, obtidos através da andlise PLS-DA. Isso indica ser
necessario viabilizar, em futuros experimentos, a obtencdo de dados com maior qualidade
espectral, através da preparagao de novas amostras, com maiores quantidades de biomassa

para a maxima extragcdo de compostos de interesse.
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4 CONCLUSAO

O tempo de cultivo in vitro dos calos de n6 cotiledonar de Passiflora setacea cv. BRS
Pérola do Cerrado influenciou o crescimento dos calos e os perfis de metabolitos produzidos.
A andlise comparativa dos perfis dos calos, folhas, cascas e sementes indicou o potencial
positivo dos calos cultivados in vitro para a produgdo de metabolitos bioativos. A analise PCA
indicou o agrupamento por similaridade de perfis, de cascas e calos nos diferentes tempos de
cultivo. A andlise de projecao VIP (PLS-DA) possibilitou a previsdo de produg¢ao pelos calos,
de varios compostos de interesse, com atividade biologica, que ndo foram identificados na
analise CLUE-ESI-EM, mas que foram detectados em folhas, cascas ¢ sementes, indicando a
necessidade de melhorar a qualidade espectral das amostras, através da utilizacdo de maior
quantidade de biomassa seca nos extratos ¢ da otimizagdo dos métodos de cultivo e de

extracao.

1-Em relacio ao crescimento do cultivo in vitro dos calos de no cotiledonar:

e O tempo de cultivo influenciou o crescimento dos calos.

e No tempo de cultivo de 30 dias foi obtida a maior massa seca, que nao diferiu da
massa seca de 60 dias, maior razdo massa seca/massa fresca e menor teor agua.

e O cultivo de 60 dias, apesar de apresentar menor razao massa fresca/massa seca do
que o tempo de cultivo de 30 dias, apresentou incremento de massa seca em relagao ao
tempo de 90 dias.

e O cultivo de 90 dias apresentou massa seca muito baixa e sinais de senescéncia

celular, diminuicdo da massa seca e aumento do teor de dgua.

2-Em relacio aos perfis quimicos de extratos de calos cultivados por 30, 60 e 90

dias:

e O tempo de cultivo influenciou os perfis de metabolitos dos calos, tanto o nimero total
de metabolitos produzidos pelos calos, que decresceu com o decorrer do tempo de

cultivo, como a diversidade dos compostos produzidos.
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Em NC30 ocorreu a maior diversidade de compostos detectados (7), principalmente
acidos organicos, alguns com acgdes terapéuticas, antioxidantes ou precursores de
metabolitos de interesse das industrias farmacéuticas;

Em NC60 foram detectados 4 compostos, todos acidos organicos e presentes em
NC30, e também demonstram potencial na producdo de metabdlitos importantes de
interesse de mercado;

Em NC90 apenas 3 compostos foram detectados, todos presentes em NC30, mas um
deles nao estd presente em NC60, inferindo que o cultivo in vitro em maior tempo

pode gerar compostos diferentes;

3- Em relacio aos perfis quimicos de extratos de folhas, cascas e sementes:

O perfil de metabdlitos do extrato de folhas apresentou maior diversidade de
compostos em relacao aos perfis de cascas e de sementes.

Viarios dos compostos produzidos por esses materiais vegetais apresentam atividades
bioldgicas com agdes terapéuticas comprovadas, principalmente flavonoides e os
triterpenos.

4- Em relacido a comparacio entre os perfis metabolicos de extratos de calos,

folhas, cascas e sementes:

A comparacdo entre os perfis de metabdlitos dos calos de né cotiledonar cultivados in
vitro com os materiais produzidos in vivo de folhas, cascas e sementes indicou
potencial positivo dos calos para a produgdo de metabdlitos detectados nos materiais
vegetais produzidos in vivo.

A andlise estatistica multivariada ndo supervisionada de componentes principais
(PCA) indicou o agrupamento do calos dos trés tempos de cultivo e cascas em um
unico grupo de similaridade.

Algoritmo K-means confirmou o agrupamento por similaridade observado pela analise

PCA dos calos nos trés tempos de cultivo com as cascas.
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5- Em relaciio a anailise de Importincia da Variavel na Projecao (IVP):

® A analise discriminante por quadrados minimos parciais (PLS-DA) indicou pela
aplicagdo do modelo varidvel de importancia na projecdo (VIP) a deteccdo de
metabolitos significativos contendo atividades bioldgicas, com agdes terapéuticas
comprovadas, em calos de n6 cotiledonar como acido citrico (VIP de 1,6) e o
flavonoide sabian (VIP de 1,5). Outros metabolitos, indicados como significativos
com VIP > 1,0 ou proximos de 1,0 e com atividades bioldgicas foram o flavonoide
O-metil-epicatequina, e os triterpenos cicloartano glicosideos e o astragalosideo II.

® A partir da andlise VIP foi possivel prever para NC30 a producao consistente de acido
glucdnico, acido succinico e cicloartano glicosideos;

e NC60 teve projecdo consistente para a formacdo de NI (3), fosfocolina, acido
succinico, acidos hidroxisubérico e subérico, astragalosideo II, acido citraconico e
NI(2).

e NC90 teve projecao sutil para acido succinico, fosfocolina, , 4cido hidroxisubérico e
astragalosideo II.

e (asca mostrou a maxima intensidade na projecao para a producao dos acidos citrico e
homoisocitrico

e Folhas apresentou maxima intensidade na proje¢do para acidos gluconico e acido
succinico, fosfocolina, acidos hidroxisubérico e subérico, cicloartano glicosideos,
astragalosideo II e acido citraconico e NI (1).

e Sementes mostraram a maxima intensidade para NI (3), sabian, 4cido gluconico e NI

Q).
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5. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVA FUTURA

O potencial desses calos para a produ¢do de metabolitos secundério, que sdo
produzidos também por folhas, cascas e sementes, ficou evidente, tanto através das analises
dos compostos que foram identificados nos perfis quimicos, como pela analise de projecao
VIP que podem ser delineados para experimentos futuros, desde que a qualidade espectral
das amostras seja melhorada ou otimizada.

Com base no presente estudo, foi possivel a contribuicdo para a otimizagdo da
metodologia de andlise fitoquimica para projetos futuros. Aumentar a quantidade amostral
da massa seca e a concentracdo dos extratos que sao utilizados na andlise por
CLUE-ESI-EM certamente facilitara a identificacdo de um niimero maior de compostos por
amostra, assim como a concentragdo de cada um desses compostos, possibilitando identificar
muitos dos compostos que aparecem na analise de proje¢do com VIP significativos, mas que
constam como nao identificados (NI) nos perfis fitoquimicos. Analises metaboldmicos dos
calos em tempos de cultivo intermediarios, como 15 e 45 dias, podem também fornecer
informacodes relevantes e complementares sobre a dinamica do metabolismo de biossintese
de compostos quimicos proveniente dos calos.

Outra estratégia importante a ser adotada ¢ otimizar a metodologia de extra¢dao dos
compostos, através da maceracdo mais eficiente e da utilizagdo de diferentes solventes no
processo de extragdo, como metanol ou etil acetato. A utilizagdo de elicitores biodticos e
abidticos nas culturas de calos de no cotiledonar pode ser outra estratégia a ser testada para
ativar as vias de biossintese dos compostos de interesse além da utilizagdo de outros

reguladores de crescimento no meio de cultura.
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APENDICE B - Anilise estatistica da massa fresca e massa seca de N C30, NC60 e NC90

Anova: factor Unico

SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média Variéncia
30 22 39872 1B12,363636 2151437662
60 40 103586 2588,9 2411116308 a
50 85 186585 2199,823529 2177506471 b
ANOVA
nte de variagt sa gl Ma F valor P F oritico
Entre grupos  9048245,885 2 4524122,347 20,2242574 0,0000000181 3,058328001
Dentro de gru 32212427,04 144 22368741
Total 41260672,54 146

Test for egual means

Sum of sgrs  df Mean sguare F p {same)
Between grou 9,05E+06 2 4,52E+06 20,22 1,82E-08
Within groups 3,22E+07 144 2,24E+05 Permutation p (n=99999)
Total: 4,13E+07 148 1,00E-05

Compenents of variance {only for random effects):

War{group): 102791 Varlerror): 223697 ICC: 0,314837
omega2: 0,2073

Levene's test 1p (same): 10,3889

Levens's test, p (same): 0,84584

Welch F test in the case of unequal variances: F=18,57, df=53,01, p=4,308E-07

Bayes factor: 5,13E05 (decisive evidence for unequal means)

Anova: facter nico

SUMARIO
Grupos g Soma Média Varidncia
30 21 2193 99,6818B1818 198,7987013 ab
&0 40 4281 107,025 295,3583333 a
50 85 7742 91,08235294 284,1717087 b
ANOVA
ante de variagt sa gl MQ F valor P F critico
Entre grupos  7142,250512 2 3571,125256 12997665987 0,000006465¢ 3,058928001
Dentre de gru 39564,17126 144 2747511853
Total 46706,42177 146

Test for egual means

Sum of sqrs  df Mean square F p [same)
Between grou 714225 2 3571,13 13 6,47E-06
Within groups 39564,2 144 274,751 Permutation p (n=99999)
Total 46706,4 146 1,00E-05

Compeonents of variance {only for random effects):

\ar{group): 78,7914 Var{error} 274,751 ICC: 0,222862
omega2: 10,1403

Levene’s test 1p (same) 0,6422

Levene's test, p {same) 0,577

Welch F test in the case of unequal variances: F=12,28, df=56,55, p=3,715E-05

Bayes factor: 2564 {decisive evidence for unequal means)

236
3,067

0,2207

7,084

93

0,08007
4,566-06



APENDICE C - Anilise estatistica da razio massa fresca/massa seca e teor de agua% de NC30, NC60 e NC90

Anova: factor tnico

SUMARIO
Grupos G Soma Media Varidncia
30 23 1,3001787 0,056529508€ 0,000100504% a
60 40 1,667866152 0,041696654E 0,000007408: b
50 B5 3592741625 0,042267548C 0,000045032¢ b
ANOVA
“onte de variagt saQ gl Ma valor P F critico

F
2 0,0020309947 46,8077265
145 0,0000433501

Entre grupos 0,0040619895
Dentre de gru 0,0062915733

0 3,058486124

Total 0,0103535628 147

Test for equal means

Sum of sgrs  df Mean square F P (same) A B
Between grou  0,00406159 2 0,00203059 45,81 2,07E-16 A 0
Within groups  0,00629157 145 4 34E-05 Permutation p (n=99999) B 12,17
Total: 0,0103536 147 1,00E-05 C 13,03 0,6392
Components of variance (only for random effects):
Var{group): 4,69E-05 Var{error): 4,34E-05 ICC: 0,519324
omega2: 0,3823
Levene’s test1p (same): 1,86E-06
Levens's test, p (same): 1,10E-05

Welch F test in the case of unequal variances: F=23,75, df=51,83, p=4,764E-08B

Bayes factor: 2,339E13 (decisive evidence for unequal means)

Anova: factor Gnico

SUMARIO
Grupos i Soma Media Varigncia
30 23 216998213 9434704513 1,009048387 b
) 40 3833,213381 95,83033452 0,0740839254 3
50 B5 8140,725837 95,77324515 0,450326136€ a
ANOVA
Fonte de variggt sa gl MQ F valor P F critico

Entre grupos  40,61989554
Dentro de gru 62,91573308

2 20,30994777 46,B077265
145 0,433901607%

0 3,058486124

Total 103,5356286 147

Test for equal means

Sum of sgrs  df Mean square F p (same) A B
Between grou 40,6159 2 20,3099 45,81 2,07E-16 A 0
Within groups 62,9157 145 0,433%02 Permutation p (n=99999) B 12,17
Total: 103,536 147 1,00E-05 C 13,03 0,6392
Components of variance [only for random effects):
Var{group): 0,46879 Var{error): 0,433%02 ICC: 0,519324
omega2: 0,3823
Levene’s test - p (same): 1,86E-06
Levens's test, p (same): 1,10E-05

Welch F test in the case of unequal variances: F=23,75, df=51,83, p=4,764E-0B

Bayes factor: 2,339E13 (decisive evidence for unegqual means)

94

0,8936
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