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RESUMO

A Passiflora setacea cv. BRS Pérola do Cerrado ¢ um cultivar da espécie nativa,
Passiflora setacea, desenvolvida pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA, Cerrado) através de melhoramento genético. E popularmente conhecida como
“maracuja do sono”, devido as suas propriedades sedativas, e ¢ a primeira passiflora silvestre
registrada e protegida pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA).
Este estudo teve por objetivo avaliar o efeito do tempo de cultivo no crescimento e nos perfis
fitoquimicos dos calos de cotilédones cultivados in vitro por diferentes periodos de tempo. Os
perfis fitoquimicos dos calos também foram comparados com os perfis fitoquimicos de
extratos de folhas, cascas e sementes para avaliar o potencial dos calos na producao in vitro de
compostos de interesse. Os calos de cotilédones 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%
Phytagel. Ao final de 30, 60 e 90 dias de cultivo os calos foram coletados para as avaliagdes
do crescimento e para as andlises fitoquimicas, todos os materiais vegetais foram secos ao ar
livre sob temperatura média de 23 + 2°C e 70% de umidade relativa, até a estabilizacdo da
massa seca. As analises fitoquimicas foram realizadas através de cromatografia liquida de
ultra eficiéncia com ionizacdo por eletrospray acoplada a espectrometria de massas
(CLUE-ESI-EM). Os dados técnicos gerados foram avaliados por meio de métodos
estatisticos, tais como andlise de componentes principais (PCA), k-means e importancia
variavel na projecdo (VIP), com base na analise discriminante de minimos quadrados parciais
(PLS-DA). Os resultados da pesquisa indicaram que o tempo de cultivo influenciou
significativamente o crescimento dos calos, bem como a produgdo de metabolitos. Acidos
organicos de interesse € com atividade bioldgica foram produzidos pelos calos como os acidos
citrico, glucuronico, trednico e ribonico, sendo esses ultimos envolvidos, respectivamente, no
mecanismo antioxidante das plantas e indicado como potencial inibidor da acetilcolinesterase,
para possivel tratamento da Alzheimer. Acidos organicos, flavonoides bioativos, como o
isoschaftosideo, O-metil-epicatequina, sabian, terpenos bioativos, como o astragalosideo II e
cicloartano glicosideos, lipidios, em especial o sulfoquinovosil monoacilglicerol ( SQMG),
com varias atividades bioldgicas foram também detectados em extratos de folhas e sementes.
Analises dos metabolitos via Importancia das Varidveis na Projecao (Variables of Importance
in the Projection -VIP) revelou o alto potencial das culturas in vitro de cotilédones como
fontes de metabolitos relevantes, com atividade bioldgica como acido citrico (VIP score 1,4) e
o flavonoide sabian (VIP > 1,8), além do N-frutosil piroglutamato (VIP > 1,4), acido azelaico
(VIP > 1,2) e 4acido trednico (VIP > 1,0). A similaridade observada entre os perfis
fitoquimicos das folhas e cascas com os calos sugere a viabilidade de otimizacao do cultivo in
vitro para a producdo de metabolitos. Este estudo contribuiu para o aperfeigoamento de
protocolos de cultivo in vitro de culturas de calos de cotilédone de P. setacea BRS-PC,
demonstrando que o tempo de cultivo de 30 dias foi o mais efetivo em incrementar o
crescimento e producdo de uma maior diversidade de metabdlitos em um tempo de cultivo
mais curto.

Palavras-chave: Cultivo in vitro, acido azelaico, sabian, CLUE-ESI-EM, Importancia das
Variaveis na Projecao (VIP).



ABSTRACT

Passiflora setacea cv. BRS Pérola do Cerrado is a cultivar of the native species Passiflora
setacea, developed by the Brazilian Agricultural Research Corporation (Embrapa Cerrados)
through genetic improvement. It is popularly known as "sleep passion fruit", due to its
sedative properties, it is the first cultivar of a wild passion fruit registered and protected by the
Ministry of Agriculture, Livestock and Supply (MAPA). This study aimed to evaluate the
effect of cultivation time on the growth and phytochemical profiles of cotyledon calluses
grown in vitro for different periods of time. The phytochemical profiles of the calluses were
also compared with the phytochemical profiles of leaf, peels and seed extracts to evaluate the
potential of calluses in the in vitro production of compounds of interest. Cotyledon calluses
were maintained on Murashige & Skoog (MS) culture medium supplemented with 88.5 mM
sucrose, 2.5 uM 2,4-D and 0.2% Phytagel. At the end of 30, 60 and 90 days of cultivation,
calluses were collected for growth evaluations and phytochemical analyses. All plant
materials were dried in the open air under an average temperature of 23 £+ 2°C and 70%
relative humidity, until the dry mass stabilized. Phytochemical analyses were performed using
ultra-high performance liquid chromatography with electrospray ionization coupled to mass
spectrometry (UPLC-ESI-EM). The technical data generated were evaluated through
statistical methods, such as principal component analysis (PCA), K-means and Variable
Importance in the Projection (VIP), based on partial least squares discriminant analysis
(PLS-DA). The results indicated that the cultivation time significantly influenced callus
growth, as well as the production of metabolites. Organic acids of interest and with biological
activity were produced by calluses, such as citric, glucuronic, threonic and ribonic acids, the
latter involved, respectively, in the antioxidant mechanism of plants and indicated as a
potential inhibitor of acetylcholinesterase, for a possible treatment of Alzheimer's disease.
Organic acids, bioactive flavonoids, such as isoschaftoside, O-methyl-epicatechin, sabian,
bioactive terpenes, such as astragaloside II and cycloartane glycosides, lipids, especially the
sulphoglycerolipid SQMG, with various biological activities were also detected in leaf and
seed extracts. Analyses of the metabolites via Variables of Importance in the Projection (VIP)
revealed the high potential of in vitro callus cultures of cotyledons as sources of relevant
metabolites, with biological activity such as citric acid (VIP score 1.4) and the sabian
flavonoid (VIP score 1.8), in addition to N-fructosyl pyroglutamate (VIP >1.4), azelaic acid
(VIP >1.2), threonic acid (VIP > 1.0). The similarity observed between the phytochemical
profiles of leaves, peels and ith calluses suggests the feasibility of optimizing in vitro
cultivation and production of metabolites. This study contributed to the improvement of in
vitro protocols of cotyledon callus cultures of P. setacea BRS-PC, demonstrating that the
cultivation time of 30 days was the most effective in increasing growth and generating the
best phytochemical profile, with the production of a greater number of compounds.

Keywords: Passiflora setacea, cotyledon callus, in vitro culture, leaves, peels, seeds,

secondary metabolites, metabolites, CLUE-ESI-EM.
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1. INTRODUCAO

Uma mudanca de paradigma nutricional esta sendo impulsionada pela crescente
conscientizacdo dos consumidores sobre o impacto dos habitos alimentares. O aumento da
demanda por alimentos que apresentam propriedades nutracéuticas, motivada pelo desejo de
elevar a expectativa de vida, ndo € apenas uma tendéncia passageira, mas sim um reflexo das
aspiragdes de uma sociedade que valoriza a saude preventiva ao longo da vida (SIRO et al.,
2008; GRANATO et al., 2020). Dentre esses alimentos funcionais, encontram-se as espécies
da familia Passifloraceae, a qual comporta cerca de 16 géneros e aproximadamente 700
espécies. Dos quais, mais de 500 espécies pertencem ao género Passiflora, o grupo mais
diversificado e importante economicamente (FEUILLET & MACDOUGAL, 2007;
OZAROWSKI & THIEM, 2013; MILWARD-DE-AZEVEDO, 2018; PEREIRA et al., 2019,
NIKOLOVA et al., 2024).

O género Passiflora ¢ amplamente reconhecido por seus efeitos sedativos,
ansioliticos, analgésicos e anti-inflamatorios. O uso desta planta na medicina popular ¢ bem
documentado em diversas partes do mundo, despertando o interesse da comunidade cientifica
para investigar suas propriedades terapéuticas (COSTA et al., 2016; LUCAS-GONZALEZ et
al., 2022; SANTOS-TIERNO et al., 2022). Esse interesse tem se refletido em um aumento
significativo entre 2000 e 2022 no numero de publicacdes cientificas sobre as Passifloras
(FONSECA et al., 2022). As espécies de Passifloras sdo encontradas principalmente em
regides de clima tropical e subtropical, com maior incidéncia no Brasil e na Colombia (REIS
et al.,2018; BERNACCI, 2003).

As Passifloras sdo valorizadas ndo sé pelo seu uso medicinal, mas também pelo seu
valor nutricional e economico. Estudos tém demonstrado o potencial dos compostos
fitoquimicos presentes nas Passifloras, como flavonoides e compostos fenolicos, que
possuem atividades farmacolégicas ja comprovadas (KOBORI & JORGE, 2005; CORDOVA
et al.,2005; ZERAIK et al., 2010; GOMES et al, 2017 et al., 2017).

Passiflora setacea D.C., conhecida como maracuja-sururuca ou maracuja-do-sono, €
uma espécie nativa do Cerrado brasileiro. E uma alternativa promissora a Passiflora edulis
devido a sua resisténcia a pragas e doencas, além de suas propriedades nutricionais e
farmacoldgicas (SANTOS-TIERNO et al., 2022). A variedade P. setacea BRS Pérola do
Cerrado, desenvolvida pela EMBRAPA, destaca-se pela produtividade e resisténcia,
tornando-se relevante tanto para a industria alimenticia quanto farmacéutica (BRAGA et al.,

2016; OLIVEIRA et al.,, 2022). No Brasil, o cultivo de maracujd tem como principal
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finalidade a produgdo de suco concentrado, posicionando o pais como lider global nesse
segmento. No entanto, o processamento dos frutos gera residuos que tém demonstrado
potencial notavel devido a alta concentracdo de compostos bioativos nas cascas € sementes
(SOUZA et al., 2022).

Com base no exposto, o presente trabalho tem por objetivo investigar os perfis
fitoquimicos de extratos de culturas de calos de cotilédones de Passiflora setacea BRS Pérola
do Cerrado durante o decorrer do tempo de cultivo de 30, 60 e 90 dias.

Estudos anteriores, conduzidos no Laboratorio de Biotecnologia Vegetal
(BOT/CCB/UFSC) incluindo teses de doutorado, dissertacdes de mestrado e trabalhos de
conclusdo de curso na Universidade Federal de Santa Catarina, ja exploraram diversos
aspectos de abordagens biotecnoldgicas para a produgdo in vitro, por culturas de células, de
compostos de interesse dessa espécie, destacando a relevancia fitoquimica e o potencial para
aplicagdes praticas (MONTAGNER, 2018; SOZO, 2014, 2016; TERHAAG, 2019). A
influéncia positiva de varios fatores na produgdo in vitro de compostos por culturas de calos
de P, setacea cv. BRS Pérola do Cerrado foi constatada nesses estudos anteriores, incluindo o
tipo de explante, fontes de carbono, fontes de reguladores de crescimento, tipos de meios de
cultura ¢ elicitagdo com acido salicilico.

A condugdo do presente trabalho justifica-se pela necessidade de aprofundar os
estudos sobre a influéncia do periodo de cultivo no crescimento e no perfil quimico dos calos
e proceder a avaliacdo comparativa com os perfis obtidos para folhas, cascas e sementes, no
sentido de avaliar o potencial metabdlico dos calos e otimizar protocolos de cultivo e
produgdo in vitro da espécie e contribuir para a valorizagdo de espécies nativas do Cerrado
brasileiro.

O termo Cerrado ¢ amplamente utilizado para designar o conjunto de ecossistemas
que inclui savanas, matas, campos e matas de galeria, predominantes no Brasil Central
(KLINK & MACHADO, 2005). Este conjunto ocupa uma extensa area do pais, abrangendo
os estados de Goids, Distrito Federal, e partes de Minas Gerais, Rondonia, Mato Grosso, Mato

Grosso do Sul, Bahia, Tocantins, Maranhao, Piaui e Para (SANTOS et al., 2010).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Género Passiflora (PASSIFLORACEAE)

A histéria da familia de angiospermas Passifloraceae remonta ao periodo anterior a
exploracdo das Américas, quando os habitantes nativos ja tinham conhecimento de suas flores
(FONSECA et al., 2022). A descri¢do e registro dessa familia tém inicio durante a expansao
europeia nos séculos XVI e XVII, quando a planta despertou interesse entre os colonizadores
espanho6is (KILLIP, 1938). Influenciados pela fé catdlica, esses colonizadores associaram a
morfologia da planta aos instrumentos da paixdo de Cristo, conferindo-lhe o nome "flor da
paixao" ou "passion fruit" (CERVI, 1997). O termo popular "maracuja", utilizado no Brasil,
tem origem na palavra tupi "marahu", empregada pelos indigenas para descrever a planta
como um 'alimento na cuia' (IMIG, 2013).

A familia Passifloraceae compreende cerca de 16 géneros e aproximadamente 700
espécies. Dentre estes, destaca-se o género Passiflora, o grupo mais diversificado e
economicamente importante, o qual engloba mais de 500 espécies (FEUILLET &
MACDOUGAL, 2007, OZAROWSKI & THIEM, 2013; MILWARD-DE-AZEVEDO, 2018;
PEREIRA et al., 2019; NIKOLOVA et al., 2024). Conhecidas por seus efeitos sedativos,
ansioliticos, analgésicos e anti-inflamatdrios, seu uso na medicina popular ¢ registrado em
varias partes do mundo, despertando interesse para muitos estudos cientificos (COSTA et al.,
2016; LUCAS-GONZALEZ ef al., 2022; SANTOS-TIERNO et al., 2022). Em uma pesquisa
bibliografica realizada no banco de dados Web of Science, entre o periodo de 2000 e 2021,
notou-se um aumento de 6,9 vezes no niumero de publicagcdes por ano (FONSECA et al.,
2022), destacando sua relevancia na comunidade cientifica.

As passifloras estdo presentes em uma ampla area geografica, que compreende
regides de clima tropical e subtropical (REIS et al., 2018), se estendendo do sul da Argentina
ao sul dos Estados Unidos, através da América Central e México. Apesar da pouca incidéncia,
outras espécies também ocorrem exclusivamente em regides da Asia, Australia e Nova
Zelandia (HANSEN et al., 2006). Apesar do maior nimero de espécies nativas serem
encontradas no Brasil e Colombia, também ha ocorréncias em paises como India e China
(BERNACKCI, 2003).

O género Passiflora engloba uma variedade consideravel de plantas, que evidencia
sua habilidade de assumir diferentes formas, de trepadeiras lenhosas ou herbaceas a cipos, de

subarbustos a arvores pequenas. Hermafroditas, didicas ou andromonodicas sdo as estratégias
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reprodutivas que essas plantas podem assumir (DHAWAN et al., 2004; BERNACCI, 2003;
HASSEN et al., 2006). De modo frequente, necessitam de suporte adequado para otimizar a
distribuicdo dos seus ramos e, consequentemente, sua produtividade. Essas caracteristicas
botanicas distintivas, como a presen¢a de gavinhas axilares e a capacidade de desenvolver

caules herbaceos ou lenhosos, contribuem para a ampla distribuicdo e adaptacdo do género em

diversos ambientes. (SULLADMATH et al., 2012; CARVALHO et al., 2018).

2.2 Importancia nutricional, farmacolégica, medicinal e economica das passifloras

Nos ultimos anos, os alimentos tém sido reconhecidos pela capacidade de induzir
respostas fisioldgicas especificas, além de promover a nutricdo e satisfagdo sensorial. Esses
alimentos, denominados funcionais, ttm o potencial de prevenir, tratar ou auxiliar na
recuperagdo de doencas (ZERAIK et al.,, 2010). Essa inovadora concepc¢ao de alimentacdo
saudavel, introduzida pelo Japao na década de 1980 (SIRO et al., 2008; GRANATO et al.,
2020), surgiu da observagdo da relacdo da baixa incidéncia de doencas associadas a dieta de
certas populagdes (ANJO, 2004). Dentre esses alimentos funcionais, varios estudos apontam o
potencial das passifloras (KOBORI & JORGE, 2005; CORDOVA et al., 2005; ZERAIK et
al., 2010; GOMES et al, 2017).

Datadas de milhares de anos, sementes de passifloras foram descobertas em sitios
arqueologicos na América do Norte, evidenciando um longo histérico do consumo dessas
plantas pelos humanos (DHAWAN et al., 2004; STAFNE, 2022). Ao redor do mundo a
diversidade de suas aplicacdes medicinais tornaram as passifloras alvo de diversas revisdes
sobre suas propriedades terapéuticas, destacando sua importancia na medicina popular, devido
ao seu valor nutricional, composigdo fitoquimica com atividades farmacolégicas (CORREA et
al., 2016; DHAWAN et al., 2004; GADIOLI et al., 2018; LUCAS-GONZALEZ et al., 2022).
No Brasil, o maracuja tem sido empregado como ansiolitico, sedativo, diurético e analgésico
(OGA et al., 1984). Ha registro de seu uso como agente antimicrobiano na Argentina
(ANESINI & PEREZ, 1993). Em varias regides, incluindo a América do Sul, México,
Holanda e Indias Ocidentais, a raiz da planta é reconhecida por suas propriedades vermifugas.
Na Italia, a passiflora ¢ utilizada como antiespasmddico e sedativo (DHAWAN et al., 2004).
Na India, a infusdo das folhas é utilizada para tratar disenteria e hipertensio (JAMIR et al.,
1999), enquanto na Nigéria, € conhecida pelos efeitos sedativos e no tratamento de transtornos

de ansiedade (NWOSU, 1999).
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O cultivo do maracuja tem como principal finalidade a produg¢do de suco
concentrado, colocando o Brasil como lider global nesse segmento. No entanto, o
processamento dos frutos geram toneladas de residuos, sendo aproximadamente 50%
composto por cascas € 13% por sementes (SOUZA et al., 2022). Esses residuos que,
descartados em quantidade considerada pela industria, apresenta algumas notoriedades.

Como exemplo, as sementes de passifloras, que apresentam alta concentracdo de
acidos graxos insaturados (SANTANA et al, 2015), totalizando em pelo menos 60% da sua
composi¢ao (LOPES et al., 2010), associados as propriedades regeneradoras e cicatrizantes. O
Oomega-6, por exemplo, ¢ um 4cido essencial para o organismo humano, porém nao
biossintetizado (MCCUSKER & GRANT-KELS, 2010). Em virtude da presenca de m-6 em
6leos extraidos das sementes de passifloras, torna-se viavel sua aplicacdo em uma ampla
gama de produtos, incluindo farmacos, cosméticos e produtos nutracéuticos (SOUZA et al.,
2022).

Além do aproveitamento das sementes, a casca também pode apresentar valor
nutricional, pois em sua composic¢ao existe uma quantidade de compostos fenolicos superiores
a polpa (DE FAVERI et al., 2020). As cascas de passifloras sao ricas em vitaminas, minerais
e fibras alimentares, que estdo associadas ao controle do nivel glicémico e a prevencdo de
doengas cardiovasculares.

Uma alternativa para evitar o seu desperdicio das cascas, ¢ a utilizagdo das mesmas
em produtos de panificagdo (NASCIMENTO et al., 2020; SHI et al., 2021). Por meio da
desidratacdo, as cascas de maracuja podem ser transformadas em pos de farinha. Este produto
¢ comercializado no Brasil como tratamento auxiliar de diabetes devido ao seu efeito
hipoglicemiante, relacionada ao tratamento da dislipidemia (MARQUES et al., 2016; WENG
et al., 2021). Ademais, a pectina, extraida da casca do maracuja, ¢ amplamente usada na
industria de alimentos, como agente estabilizante e gelificante em produtos alimenticios.
Também ¢ utilizada na 4rea farmacéutica e biotecnolodgica, como excipiente de produtos
cosméticos, cicatrizantes ¢ medicamentos direcionados a prevencdo do cancer de colon
(FILHO et al., 2020; FREITAS et al., 2020).

Além das partes que compdem os frutos, as folhas de passifloras também apresentam
efeitos sedativos e ansioliticos (LUCAS-GONZALEZ et al., 2022). Desde 1867, preparagdes
utilizando as folhas de diversas espécies de passifloras sdo empregadas para tratar insonia e
ansiedade (DHAWAN et al., 2004; ROMANINI et al., 2006). Seus efeitos diuréticos,
analgésicos, sedativos e ansioliticos levam o emprego de suas folhas na produgdo de

fitoterapicos (BERALDO & KATO, 2010; TREVISAN et al., 2021). A agdo farmacoldgica,
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toxicologica e os constituintes quimicos das folhas de varias espécies do género Passiflora
foram descritas em uma vasta revisdo realizada por DHAWAN et al. (2004). Flavonoides,
como a vitexina e orientina, sao os principais compostos encontrados nas folhas de espécies
de Passiflora (MORAES, 1995). Essa classe de metabolitos secundarios apresenta grande
relevancia para a industria farmacéutica (TREVISAN et al., 2021).

2.3 Passiflora setacea D.C.

No Brasil, a Passiflora edulis (maracuja amarelo ou azedo) domina mais de 90% dos
pomares e ¢ amplamente usada no mercado internacional devido a sua aceitacdo sensorial e
alto rendimento industrial (FALEIRO et al., 2019; OCAMPO et al., 2016; SILVA et al., 2020;
ATAIDE et al., 2023). No entanto, essa espécie ¢ altamente suscetivel a pragas e doengas que
ameacam sua produtividade (PEREIRA et al., 2019). Entre as principais doengas, destaca-se a
murcha vascular causada por fungos do género Fusarium oxysporum (SILVA et al., 2010),
que provoca grandes perdas econdmicas e reduz a vida util dos maracujazeiros (CARVALHO
et al.,2015; PEREIRA et al., 2019).

Uma excelente alternativa ao mercado do maracuja é a espécie Passiflora setacea
D.C., em razdo de sua produtividade e resisténcia a pragas. Além disso, possui vdrias
caracteristicas quimicas e propriedades farmacolédgicas, tornando-se uma opgao as industrias
alimenticia, farmacéutica e decorativo-ornamental (SANTOS-TIERNO et al., 2022). Sao
espécies mais resistentes a patogenos tais como Fusarium oxysporum, Fusarium solani,
Phytophthora e ao virus do endurecimento dos frutos do maracujazeiro (PWV) (BRAGA et
al., 2006; ATAIDE et al., 2012; PEREIRA et al., 2019; SANTOS-TIERNO et al., 2022).
Além disso, a colheita de seus frutos, no Distrito Federal, ocorre durante o periodo de
entressafra do maracujd-azedo comercial, tornando-o relevante para o programa de
melhoramento genético (GUIMARAES et al., 2013; BRAGA et al., 2016).

Passiflora setacea D.C., ¢ uma espécie silvestre nativa dos Cerrados brasileiros,
também ocorre no bioma Caatinga e em areas de transi¢do, como o semiarido norte-mineiro
do Brasil (RINALDI et al., 2022). Conhecido popularmente como maracuja-sururuca,
maracuja-de-boi e maracuja-do-sono, estd distribuida nas regides Nordeste, Centro-Oeste e
Sudeste (BRAGA et al., 2016). Apresenta frutos comestiveis, ricos em sais minerais, além de
compostos fendlicos e proantocianidinas, associados a atividade antioxidante (CARVALHO et
al., 2018; SANTOS-TIERNO et al., 2022). Apesar da espécie ser muito resistente a seca,

pode ndo resistir a queimadas. Provavelmente, os principais agentes polinizadores sdo os



23

morcegos e as mariposas. Além disso, acredita-se que, por ser protéica e de boa
digestibilidade, suas folhas sdo muito consumidas por bovinos (BRAGA et al., 2016).

P. setacea BRS Pérola do Cerrado ¢ uma espécie derivada do melhoramento genético
a partir da manipulacao de frutas silvestres, langada pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecudria (Embrapa Cerrados). Através de policruzamentos de plantas selecionadas,
obteve-se uma variedade que apresentou aumento da produtividade celular e do tamanho dos
frutos. Tal espécie foi a primeira passiflora silvestre a ser registrada e protegida no Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), nomeada como Pérola do Cerrado
(SOZO, 2014 apud EMBRAPA, 2013). O seu nome popular ¢ “maracuja do sono”, pois ¢
conhecido regionalmente por suas propriedades sedativas e, portanto, utilizada na medicina
popular no tratamento de insoénia (BRAGA et al, 2016; CARVALHO et al, 2018;
OLIVEIRA et al., 2022).

2.4 Estresse oxidativo, antioxidantes e metabélitos secundarios

Os produtos do metabolismo primério das plantas, provenientes das vias
fotossintéticas e respiratorias, como aminoacidos, acidos nucléicos, carboidratos, proteinas e
lipideos, tém sido fonte nutricional da humanidade por séculos (CUNHA et al., 2016). No
entanto, uma quantidade significativa de carbono e energia ¢ desviada para a producdo de
moléculas cuja fungcdo nao estd completamente esclarecida (DIAS et al.,, 2016). Essas
moléculas, chamados de metabdlitos secundarios, ndo sao considerados essenciais para os
processos vitais das plantas, mas desempenham um papel fundamental na interagdo delas com
o ambiente (RAO & RAVISHANKAR, 2002; SMETANSKA, 2008; JAMWAL et al., 2018).

Estimulos induzidos por estresses abidticos (luz UV, frio, calor, fungicidas, metais
pesados etc.) e bidticos (patdgenos, estresse oxidativo, ferimento etc.), atuam como elicitores
que modulam a expressdo génica (FRTIZ et al., 2010; EFFERTH, 2019), promovendo a
produgdo de metabolitos secundarios, essenciais para a adaptacdo das plantas (WANG et al.,
2018). Esses compostos desempenham principalmente uma fun¢do ecologica, seja atraindo
insetos polinizadores ou atuando nos mecanismos de defesa contra predadores
(SMETANSKA, 2008). Além disso, muitos metabolitos secunddrios ndo apenas revelam
fungdes protetoras, mas também possuem valor medicinal para os seres humanos (EFFERTH,
2019). Sua aplicagdo se estende a produgdo de farmacos, agroquimicos, aromatizantes,

fragrancias, corantes, pesticidas e aditivos alimentares (RAO & RAVISHANKAR, 2002).
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Substancias bioativas derivadas do metabolismo secundario, apresentam elevado
potencial antioxidante, conferindo as plantas propriedades medicinais, capazes de prevenir e
inibir a acdo dos radicais livres no organismo humano (CUNHA et al., 2016; PEREIRA &
CARDOSO, 2012). A producdo dos radicais livres ¢ natural do processo fisioldgico,
associada a producdo de ATP, fagocitose, regulacdo do crescimento celular, entre outros
(BARREIROS et al., 2006; PEREIRA & CARDOSO, 2012). As espécies reativas de oxigénio
(ERO) e nitrogénio (ERN) sdo radicais livres altamente reativos devido a elétrons
desemparelhados. Na busca de estabilizar-se, essas espécies reativas capturam elétrons de
outras moléculas (SANTOS—SANCHEZ et al., 2019; Mendes et al., 2020), como proteinas,
lipideos, carboidratos e acidos nucleicos, levando a alteragdes funcionais, promovendo danos
nas estruturas celulares ou até mesmo apoptose (VELLOSA et al., 2021).

Todavia, um sistema biologico na presenga de excesso de EROs pode apresentar
diversas patologias (SANTOS-SANCHEZ et al., 2019). Evidéncias significativas indicam que
os radicais livres e outros oxidantes desempenham papel chave nos processos de mutagénese
e carcinogénese, além de influenciarem o envelhecimento, doengas autoimunes, infecciosas
e/ou inflamatorias, e condi¢cdes degenerativas tais como, diminui¢cdo da resposta imunologica
e disfuncdes cerebrais (PEREIRA & CARDOSO, 2012). Em sistemas bioldgicos, o estresse
oxidativo ¢ caracterizado por um desequilibrio entre a producdo de radicais livres e a
capacidade do organismo de neutraliza-los por meio de antioxidantes (SANTOS-SANCHEZ
et al.,2019; Mendes et al., 2020).

A fim de evitar a sobrecarga de radicais livres no organismo, além do sistema
antioxidante enddgeno, a obtencdo de antioxidantes provenientes de fontes externas, como
alimentos, suplementos nutricionais ou produtos farmacéuticos, torna-se necessaria
(BARREIROS et al., 2006; MENDES et al., 2020). Entre os antioxidantes externos mais
relevantes estdo os compostos fenolicos, carotendides e vitamina C (SANTOS-SANCHEZ et
al., 2019; MENDES et al., 2020). Outro fator importante dos antioxidantes ¢ a sua aplicagdo
na industria, para a protecdo de cosméticos, farmacos e alimentos, prevenindo a
decomposi¢ao oxidativa desses pela acao da luz, temperatura e umidade (BARREIROS et al.,
2000).

Explorar o potencial da atividade antioxidante dos frutos do Cerrado apresenta uma
promissora oportunidade para a elaboragdo de novos medicamentos pela industria
farmacéutica (SIQUEIRA ef al., 2013). A alta atividade do metabolismo secundario e,
consequentemente, a significativa concentragdo de compostos antioxidantes nas espécies

adaptadas a esse bioma, sdo atribuidas as condig¢des edafocliméticas extremas do Cerrado
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(OLIVEIRA et al, 2022). A acidez do solo, exposicao excessiva ao sol e queimadas durante a
estacdo seca, comuns desse bioma, sdo fatores abioticos que selecionaram espécies com
mecanismos de defesa capazes de lidar com o intenso estresse oxidativo imposto pelo
ambiente, resultando em altos teores de compostos bioativos, como fenodlicos e vitamina C.
Portanto, os frutos cultivados no Cerrado sdo consistentemente associados a beneficios para a
satide (CARVALHO et al, 2018), como por exemplo a espécie silvestre do Cerrado brasileiro
Passiflora setacea, sendo a variedade BRS Pérola do Cerrado (CARVALHO et al., 2018;
OLIVEIRA et al., 2022), o objeto de estudo do trabalho em questao.

Na Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) foram desenvolvidas pesquisas
utilizando a espécie P. setacea. Montagner (2018), teve como objetivo avaliar, em diferentes
condi¢des de cultivo, a producdo de fendlicos totais, flavonoides, carotenoides, terpenos e
atividades antioxidante e bioldgica de culturas in vitro de calos, comparando extratos de
folhas, pericarpos e sementes. Sozo (2014) avaliou os perfis de metabolitos secundarios e
atividade antioxidante de frutos, sementes e calos cultivados in vitro das espécies P. setacea e
P. tenuifila. Terhaag (2019) teve como objetivo analisar os efeitos gerados em diferentes tipos
de explantes quanto ao crescimento, teores de compostos fendlicos totais, flavonodides,
clorofilas, carotenodides e na atividade antioxidante de extratos de culturas de calos de P,
setacea a partir da variacdo de concentragdes de auxinas acido a-naftalenoacético (ANA) e
acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D). Estes trabalhos prévios evidenciaram sua importancia

do ponto de vista fitoquimico, expandindo nosso conhecimento sobre a planta P. setacea.

2.5 Estratégias biotecnologicas para a producio de metabolitos secundarios

Com o objetivo de otimizar a producao dos compostos bioativos produzidos pelas
plantas, combinando biotecnologia e bioquimica, novos estudos tém sido conduzidos para
aprimorar os protocolos de cultivo in vitro de células, tecidos e 6rgaos vegetais. Baseada na
totipoténcia das células vegetais, a primeira explicagdo tedrica para o cultivo in vitro foi
proposta em 1902 pelo botanico austriaco Gottlieb Haberlandt. Compreende-se essa técnica
como um sistema de produ¢do padronizado que permite maior uniformidade dos extratos,
visando obter os compostos desejados e preservar as caracteristicas genéticas dos clones de
maior rendimento (SMETANSKA, 2008; DIAS et al., 2016).

O cultivo in vitro baseia-se na capacidade das células vegetais, de qualquer tecido,
regredirem ao seu estado indiferenciado. Sob condi¢des controladas de luz, umidade e

temperatura, as células multiplicam-se ou redefinem uma nova via metaboélica, formando
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novos tecidos celulares ou até mesmo uma nova planta. O cultivo in vitro ¢ uma ferramenta
eficaz para a producdo de biomassa em larga escala e extragdo de metabolitos secundérios de
interesse comercial, sem a exploracdo de populacdes selvagens, garantindo alta qualidade
fitossanitaria e genética (SOUZA, RESCAROLLI, NUNES, 2018).

O crescimento e a sintese de metabdlitos secundarios desejados dependem de fatores
fisicos e quimicos. O controle da intensidade luminosa, temperatura ¢ pH ¢ essencial para as
culturas de tecidos vegetais. Além disso, a cultura ideal deve incluir constituintes como
micronutrientes, macronutrientes, aminodcidos, vitaminas, fontes de carbono, suplementos de
nitrogénio, agentes solidificantes e reguladores de crescimento (PGRs). Esses elementos, ao
estimular a multiplicag@o celular, tém sido utilizados como elicitores eficientes para aumentar
a produgdo de metabdlitos secundarios (HUSSAIN et al, 2012; TRIVEDI et al., 2015).
Embora cada espécie tenha requisitos laboratoriais distintos, existem protocolos baseados em
experimentacdes sistematicas. Um exemplo disso ¢ o meio de cultura Murashige e Skoog
(meio MS), comumente utilizado em ensaios laboratoriais por conter os elementos basicos tais
como vitaminas, carboidratos e sais inorganicos (TRIVEDI et al., 2015; EFFERTH, 2018).

Um dos elementos utilizados para manipular culturas in vitro sao os reguladores de
crescimento, substancias sintéticas ou naturais (produzidas por fungos, por exemplo) que
influenciam o crescimento e desenvolvimento das plantas. Essas substancias sdo analogas aos
hormonios sintetizados pelas proprias plantas, os fitormonios (BASRA, 2000). A resposta dos
organismos aos reguladores de crescimento vegetal depende da espécie cultivada, estagio de
desenvolvimento, estado fisioldgico e nutricional, condi¢des ambientais e equilibrio hormonal
endogeno (AFTAB et al, 2010; NAEEM et al, 2011; IDREES et al., 2012). Portanto,
diferentes substancias reguladoras podem ser manipuladas em laboratorio para alcangar éxito
na produgdo de culturas in vitro. Um meio de cultura destinado a estimular o crescimento
celular sera diferente de um meio projetado para otimizar a producdo de metabdlitos
secundarios (EFFERTH, 2018).

A distribuicdo de metabdlitos secundarios ¢ limitada nas plantas, sendo encontrados
em partes por milhdo na natureza (ppm). Logo, as culturas in vitro surgem como uma
alternativa sustentavel para a obtengdo de compostos biossintetizados, uma vez que uma
grande quantidade de plantas seria necessaria para atender as demandas do mercado
(JAMWAL et al.,, 2018). Nesse contexto, estudos comparativos sobre a producdo de
metabolitos secundarios em plantas naturais e calos cultivados in vitro tém sido realizados.
Por exemplo, Costa et al. (2012) observaram que extratos hidroalcodlicos de calos de Thymus

lotochephalus apresentaram maior concentragdo de antioxidantes do que as plantas coletadas
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na natureza. Sankar e Matthew (2014) quantificaram metabolitos secundarios em culturas in
vivo e calos in vitro de Ocimum, concluindo que culturas in vitro com elicitores produziram

maior quantidade de fenol, alcaloides e terpenoides.

3. JUSTIFICATIVA

Estudos conduzidos até o momento evidenciam que a espécie P. setacea BRS Pérola
do Cerrado apresenta alta capacidade de produgdo in vitro de metabolitos secundarios com
propriedades antioxidantes, que podem ser aplicaveis nas industrias de quimica fina e
farmacéutica. Contudo, ¢ necessario explorar mais estudos no sentido de avaliar o efeito do
tempo de cultivo in vitro sobre o perfil fitoquimico. Além disso, também ¢ necessario
comparar com o perfil fitoquimico do extrato de folhas, cascas e sementes, a fim de verificar

se novos compostos sao produzidos no sistema de cultivo in vitro.

4. OBJETIVO

4.1 Objetivo geral

Avaliar o perfil fitoquimico de extratos de culturas de calos derivados de cotilédones
de P. setacea BRS Pérola do Cerrado ao longo do periodo de cultivo in vitro, além de realizar

um comparativo com os perfis fitoquimicos de extratos de folhas, cascas e sementes.

4.2 Objetivos especificos

e Verificar o efeito do tempo de cultivo por 30, 60 e 90 dias no crescimento in vitro dos
calos de cotilédone de P. setacea cv. BRS Pérola do Cerrado;

e Verificar o efeito do tempo de cultivo por 30, 60 e 90 dias nos perfis de metabolitos
dos calos de cotilédone de P. setacea cv. BRS Pérola do Cerrado;

e Determinar os perfis de metabolitos de extratos de folhas, cascas e sementes de P.
setacea cv. BRS Pérola do Cerrado;

e Comparar os perfis fitoquimicos de calos originados a partir de segmentos de
cotilédones cultivados in vitro por 30, 60 e 90 dias com o perfil fitoquimico observado
em extratos de folhas, cascas e sementes de P, setacea BRS Pérola do Cerrado;



28

5. MATERIAL E METODOS

5.1 Materiais

Os materiais biologicos utilizados neste trabalho foram folhas, cascas do fruto,
sementes e calos derivados de segmentos de cotilédones, cultivados por 30, 60 e 90 dias de P.
setacea variedade BRS Pérola do Cerrado. As folhas, cascas e sementes frescas foram cedidas
pela Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, Brasil. Os materiais empregados nas analises foram
colocados em bandejas e submetidos a secagem ao ar livre, onde a temperatura foi mantida
em 23 + 2°C com 70% de umidade relativa, até que as massas secas de cada tipo de material

atingissem valores constantes. A Figura 1 apresenta os aspectos das folhas, cascas, sementes e

calos apds o processo de secagem.

Figura 1. Folhas (A), cascas (B), sementes (C) e calos de cotilédone (D) de P. setacea cv. BRS
Pérola do Cerrado secas ao ar livre a 23 = 2°C e 70% de umidade relativa.

Fonte: Elaborado pela autora.
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5.2 Métodos

5.2.1 Condigoes de crescimento de cultivo, manutencao das culturas in vitro e obtenc¢ao

dos calos de cotilédones

As culturas in vitro de calos derivados de segmentos de cotilédones foram obtidas
segundo a metodologia descrita por Sozo et al. (2016). Os segmentos de cotilédone foram
removidos de plantulas axénicas, obtidas a partir da germinagdo in vitro de sementes de P,
setacea cv. BRS Pérola do Cerrado. Os calos de cotilédone 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, através de repicagens realizadas a cada 30 dias, permitindo a

producao de material bioldgico suficiente para a montagem dos experimentos.

5.2.2 Preparacio do meio de cultura, condi¢des de autoclavagem, inoculacio das

culturas e condi¢oes de cultivo

O meio de cultura MS, uma mistura em p6 produzida 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 uma solucao de 0,1 M hidroxido de sédio ou de acido cloridrico 0,1 N.
Ap6s a adicdo do Phytagel o meio foi dissolvido em placa aquecedora e distribuido 8 mL de
meio por tubo de ensaio de 20 x 150 mm. Apos serem fechados com tampas de polipropileno,
os tubos foram autoclavados por 20 minutos a 1,1 Kgf/cm? e 121°C.

No fluxo laminar, sob condi¢gdes assépticas, foram inoculados 300 mg de biomassa fresca de
calos em cada tubo de ensaio, os quais foram fechados com filme de polipropileno
transparente e selados com elastico, totalizando em 120 tubos por periodo de cultivo. As
culturas foram transferidas para a sala de crescimento, mantidas a uma temperatura controlada
de 25 £ 2°C, com fotoperiodo de 16 horas por lampadas fluorescentes Philips TDL (22.3
umol.m?.s™"). Apds o cultivo de 30, 60 ¢ 90 dias, os calos foram coletados para a

determinagdo das massas frescas e secas, seguidas pela anélise de crescimento e fitoquimica.
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5.2.3 Determinacio das massas fresca, seca e do teor de agua dos calos de cotilédone

Os calos de cotilédones, apos 30, 60 e 90 dias de cultivo, foram retirados dos tubos
de ensaio e pesados em uma balanga analitica para determinar a massa fresca. Em seguida,
foram individualmente dispostos em formas de papel com 2,5 cm de didmetro, sobre placas de
Petri de 16 cm de didmetro (Figura 2). Para a secagem ao ar livre, as placas foram mantidas
abertas sobre prateleiras, em ambiente refrigerado a uma temperatura de 23 + 2°C e umidade
relativa do ar de 70%. Apos 4 dias, ao estabilizar os valores de massa seca, os calos secos
produzidos em cada tubo de ensaio foram pesados para determinar a massa seca.

A determinagdo do teor de 4gua dos calos e a elaboragdo das curvas de crescimento

foram realizados utilizando-se dos dados das massas fresca e seca de cada periodo de cultivo.

Figura 2. Calos de cotilédone 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 por 30, 60 e 90 dias de cultivo, frescos e secos ao ar livre. Barra =1
cm.

30 dias 60 dias 90 dias
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Fonte: Elaborado pela autora.
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5.2.4 Analises estatisticas

Os experimentos foram organizados seguindo um delineamento estatistico
inteiramente casualizado ou seja, a alocacao dos tratamentos (periodos de cultivo) as unidades
experimentais (tubos de ensaio) foi realizada inteiramente ao acaso, garantindo que cada tubo
de ensaio tivesse a mesma probabilidade de receber qualquer um dos tratamentos. Este
delineamento ¢ utilizado quando as condi¢des do ambiente sdo uniformes (STOCHERO et al.,
2020).

Os parametros dados de massa fresca, massa seca, razdo massa seca/massa fresca e
teor de agua obtidos nos diferentes tempos de cultivo foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA), para avaliar a existéncia de diferengas relevantes em fun¢do do tempo de cultivo.
A ANOVA ¢ um procedimento estatistico utilizado para averiguar a existéncia de variagao
significativa entre as médias dos tratamentos (STOCHERO et al., 2020), ou seja, no contexto
do presente trabalho, essa aplicacdo ¢ utilizada para avaliar se ha diferencas significativas
entre os tratamentos, mas nao indica quais tratamentos s3o diferentes entre si, sendo
necessario em seguida, realizar o teste de Tukey para separar as médias. Posteriormente, entao
foi realizada a separagdo entre si das médias por meio do teste de Tukey, com um nivel de
probabilidade de 95%.

Os dados da massa fresca e massa seca foram usados para realizar andlises de
correlagdo linear simples, determinando os valores dos coeficientes de correlacao linear (r).
Além disso, foi realizada a anélise de regressao linear para a determinacdo das equacgdes das
retas e os coeficientes de determinagdo [R?= (100). (r*)]. A andlise de regressdo descreve o
efeito da varidvel independente (massa fresca) sobre a variavel dependente (massa seca),
expressando esta ultima em fun¢do da primeira (GOMEZ & GOMEZ, 1984). As andlises
estatisticas foram elaboradas com base em softwares de estatistica — EXCEL (Microsoft) e do
software livre PAST 4 (Paleontological Statistics Software,

https://www.nhm.uio.no/english/research/resources/past/), versao 4 (HAMMER et al., 2001).

5.2.5 Analise por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a Espectrometria

de Massas (CLUE-ESI-EM)

5.2.5.1. Obten¢ao dos extratos brutos de folhas, cascas, sementes e calos de cotilédones e

calculo do rendimento.


https://www.nhm.uio.no/english/research/resources/past/
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Os extratos brutos foram obtidos a partir de folhas (Fo), cascas do fruto (Ca),
sementes (Se) e calos de cotilédone (C) cultivados in vitro por periodos de 30 dias (C30), 60
dias (C60) e 90 dias (C90). Os materiais vegetais foram secos ao ar livre em ambiente a
temperatura 23+ 2°C e umidade relativa do ar de 70%, até a massa seca atingir valores
constantes (Figura 1). A Tabela 2 apresenta a quantidade inicial de massa seca, utilizada na
extragdo de cada tipo de material vegetal, para obtengdo dos extratos brutos.

O método aplicado para a extragdo foi o descrito por Cechinel Filho e Yunes (1998).
As sementes e os calos secos foram macerados em um almofariz com o auxilio de um pistilo,
as folhas foram trituradas manualmente e as cascas processadas em um liquidificador. O
processo de extracdo foi realizado semanalmente durante o periodo de 21 dias (3 semanas). A
cada semana, os volumes dos solventes dos extratos foram coletados, e os residuos de cada
material foram submetidos a uma nova extragdo com solugdo aquosa de etanol 70% (Figura
3).

Apos a extragdo, os extratos foram filtrados (Figura 4A) e o solvente removido sob
pressdo reduzida em um evaporador rotatorio (Figura 4B), resultando em extratos brutos
hidroalcoolicos (70% etanol). Em seguida, os extratos foram pesados em uma balanga
analitica para calcular o rendimento final de cada material vegetal. O rendimento dos extratos
foi calculado utilizando a seguinte férmula: (massa do extrato bruto / massa seca inicial) x

100.

Figura 3. Extragdo com solucdo aquosa de etanol 70% de folhas, cascas, sementes e calos de
30,60 ¢ 90 dias de cultivo de P, setacea cv. Pérola do Cerrado.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 4. A) Filtragem dos extratos e B) Solvente removido sob pressdo reduzida em um
evaporador rotatorio, resultando em extratos brutos hidroalcodlicos (70% etanol) de calos de
cotilédone de P. setacea cv. BRS Pérola do Cerrado.

! N

Fonte: Elaborado pela autora.

5.2.5.2 Analise por cromatografia liquida de ultra eficiéncia com ionizagdo por eletrospray

acoplada a espectrometria de massa (CLUE-ESI-EM)

O preparo das amostras foi elaborado com uma massa de extrato bruto de 1,6 mg
solubilizada em 2 mL de uma mistura de metanol:acetonitrila grau MS (1:1). As amostras
foram filtradas em vial através de filtrilos com tamanho de poro de 0,22 um, a fim de evitar a
passagem de particulas para a solugéo final.

Para a separacdo dos compostos bioativos, foi utilizado o sistema CLUE (Waters,
Milford, MA, EUA), equipado com um detector de fotodiodos (PDA), gerenciador de
amostras, gerenciador de solvente quaternario e uma coluna de fase reversa (BEH, C18 de
5x1 cm e 1,7um de particulas). A temperatura da coluna foi mantida a 40°C, enquanto a
bandeja de amostras foi mantida a 20°C. Um volume de amostra de 2 pL. foi submetido a uma
condi¢do de gradiente da fase movel, que consiste em uma mistura de agua com 0,1% de
acido formico (A) e acetonitrila (B), bombeada a uma taxa constante de 0,3 mL min'. O
gradiente foi aplicado da seguinte forma: 0-1 min, 80% A; 1-12 min, 10% A; 12—-14 min,
10% A; 14-15 min, 80% A; 15-20 min, 80% A (PRADI et al., 2023).

Para detectar os componentes quimicos presentes em cada fracdo analisada foi
utilizado um espectrometro de massas do tipo quadrupolo ortogonal de tempo de voo (Xevo
G2-S Qtof, Waters), equipado com uma sonda de ionizagao por eletrospray (ESI) no modo de

ionizac¢do negativa, acoplado ao sistema CLUE.
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Os parametros de aquisi¢do de massas foram configurados para operar no modo
centrdide, com um tempo de varredura de 1 segundo e uma faixa de massa de 100-1500 Da. A
energia de colisdo foi de 6 eV na fungdo 1, subindo de 20 para 35 eV na fungdo 2, em modo
de rapida aquisicao dependente de dados (Fast DDA — Fast Data Dependent Acquisition).
Cada ciclo de aquisi¢do de dados incluiu uma m/z referente ao MS' acima de um threshold de
30000, sendo estes os picos selecionados como precursores para posterior fragmentacdo. Os
espectros MS/MS foram registrados enquanto o threshold se manteve acima de 20000. A
exatiddo de massa foi assegurada durante a aquisi¢ao utilizando correcao por infusdo de um
padrao de referéncia externo (LockSprayTM), em infusdo constante de uma solucdo de
leucina-encefalina (1 ng mL™, a 20 pL min™) (GAO et al., 2020).

Nos modos de ionizagdo negativa e positiva utilizou-se uma voltagem de capilar de 3
kV, voltagem de cone amostral de 40 V, voltagem offset de 80 V, temperatura de
dessolvatagdo de 300 °C, temperatura da fonte de 90 °C, fluxo de gas no cone 10 L h'' e fluxo
de gas de dessolvatagdo de 150 L h™'.

Os extratos hidroalcodlicos derivados das diferentes partes da planta (folhas, cascas e
sementes) e dos calos de cotilédones de P setacea, foram submetidos a analise
CLUE-ESI-MS descrita acima, foi o mesmo método adotado por Milezzi (2024) na anélise de

extratos brutos de calos provenientes de nds cotiledonares.

5.2.5.3. Processamento dos dados cromatograficos e espectrométricos para identificacao de

metabolitos

Para contribuir na identificacdio dos metabolitos, utilizou-se uma combinagdo dos
softwares MS-DIAL (versao 4.92) e MS-FINDER (versdo 3.52). Os dados brutos das analises
de FastDDA foram convertidos para o formato padrao de arquivo mzML e importados para o
MS-DIAL. O software selecionou as informagdes conforme as andlises realizadas por
CLUE-MS e definiu os parametros para o processamento e alinhamento dos dados.

A coleta de dados foi obtida com tolerancia de 0,02 Da para MS1 e 0,06 Da para MS2.
A deteccao de picos foi obtida utilizando uma amplitude minima de 10.000 unidades de
intensidade para a altura do pico e uma largura de corte de massa de 0,1 Da. Nos pardmetros
de deconvolucdo, foram utilizados uma janela sigma de 0,5 e um ponto de corte de
abundancia MS/MS de 30 unidades de amplitude, para garantir a separagao precisa dos picos
sobrepostos ¢ a identificacdo correta dos compostos individuais presentes na amostra. Para o

processo de alinhamento, utilizou-se o arquivo do branco do solvente como referéncia. Foi



35

estabelecida uma tolerancia de 0,015 min para o tempo de reteng@o e de 0,02 Da de tolerancia
para o MSI1. Além disso, foi aplicada a op¢do de remover caracteristicas com base nos dados
do branco do solvente, garantindo assim que as anotacdes se referissem exclusivamente as
amostras analisadas.

Uma biblioteca espectral disponibilizada pelo MS-DIAL foi integrada por meio de um
arquivo de extensdo MSP, que inclui compostos unicos ESI (+ e -) -MS/MS (padrdes + bio +
in silico, totalizando 16.995 compostos Unicos em ESI+ e 15.245 compostos unicos em ESI-).
Essa biblioteca espectral foi empregada durante o processo de desconvolugao e normalizagao
de dados (TSUGAWA et al., 2015).

Apds concluir o processamento, picos de ions precursores foram identificados
utilizando dois pardmetros continuos: tempo de retengdo (tz) € razao massa/carga (m/z), onde
cada ponto representa um pico detectado. Além disso, diversas informagdes foram geradas,
incluindo uma tabela com valores de m/z, tempo de retencao, tipo de aduto, dados estatisticos
e um grafico de barras que mostra a abundincia de cada ion nas amostras analisadas
(TSUGAWA et al., 2015).

Os espectros de fragmentacdo gerados pelo MS-DIAL foram exportados para o
MS-FINDER, onde os metabolitos foram identificados através da comparacao dos espectros
de fragmentacdo MS/MS com varios bancos de dados (COCONUT, PubChem, UNPD,
ChEBI, NANPDB, KNApSAcK, NPA). Para determinar a estrutura mais provavel entre os
candidatos, foram considerados o valor do score (= 5), os fragmentos obtidos e o
conhecimento das possiveis classes de compostos presentes na amostra (WANG et al., 2022).

O método utilizado para o processamento dos dados cromatograficos e espectrométricos
para a identificacdo de metabolitos de extratos hidroalcoolicos descrito acima foi 0 mesmo
adotado por Milezzi (2024) na sua andlise de calos derivados de nos cotiledonares de P.

setacea.

5.2.5.4 Analise estatistica para interpretacdo dos dados metaboldmicos

Os resultados de alinhamento dos dados processados pelo MS-DIAL de cada grupo
amostral (calos de nos cotiledonares e cotilédones) foram correlacionados com os dados de
cascas (Ca), folhas (Fo) e sementes (Se). Apods serem filtrados pela abundancia de ions das
amostras em branco, esses dados foram exportados como um arquivo de texto contendo uma
matriz de dados brutos (areas de pico de cada caracteristica, tempo de retengdo e nome do

composto ou ID).



36

Foi construido um tnico arquivo contendo anotagdo de metabolitos com respectivas
intensidades de pico de cotilédone (C) e alinhados com as partes da planta. Cada linha
especificou o metabolito e cada coluna sua intensidade em uma determinada amostra. O
arquivo foi convertido corretamente para CSV (valores separados por virgula).

A analise estatistica univariada e multivariada realizada pelo MetaboAnalyst (versao
5.0) foi utilizada para discriminar metabolitos significativos dos calos de cotilédone (C), em
diferentes tempos de cultivo (C30, C60 e C90) em relacdo aos diferentes tipos de materiais da
planta (casca, folhas e sementes). A transformacao de raiz quadrada e a escala de Pareto
foram aplicadas para a normalizac¢do de todos os dados antes de analises posteriores. A analise
de componentes principais (PCA) foi aplicada para encontrar os recursos de distribuicdo do
conjunto de dados (score, loading plots ¢ K-means). A analise parcial de minimos quadrados
discriminantes (PLS-DA) foi utilizada para determinar a importancia da variavel 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).

Os resultados apresentados no presente trabalho referem-se apenas aos extratos de
calos de cotilédones (C) em relacdo aos diferentes tipos de materiais da planta (casca, folhas e
sementes), embora a andlise estatistica dos dados metaboldmicos tenha sido desenvolvida
agrupando-se os dados de ambos os calos de P. setacea.

Os dados provenientes das partes das plantas (Ca, Se e Fo) foram compartilhados
com Millezi (2024) que, em sua pesquisa, utilizou-se do mesmo método para a analise
estatistica de dados metaboldmicos na analise de extratos hidroalcoolicos de calos derivados

de noés cotiledonares (NC).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Aspecto morfologico e crescimento das culturas in vitro de calos de cotilédones de P.

setacea cv. BRS Pérola do Cerrado

6.1.1 Efeito do tempo de cultivo nas caracteristicas morfologicas dos calos de cotilédones

Os aspectos morfologicos dos calos originados a partir de cotilédones cultivados in
vitro por 30, 60 ¢ 90 dias estao apresentados na Figura 5 e na Tabela 1. Observa-se que, além
dos calos apresentarem estruturas globulares, com o aumento do tempo de cultivo perderam
gradualmente a coloracdo verde-claro, apresentando, nas amostras de 60 dias (C60) segdes
esbranquicadas e nas amostras de 90 dias (C90) coloragdo bege. Quanto a textura, os calos
mantiveram-se compactos, exibindo uma consisténcia rigida e coesa, aspecto solido e
uniforme, € uma notéavel resisténcia a desagregagao.

As mudangas significativas na coloracdo podem ser justificadas pelo processo de
senescéncia descrito por Taiz ef al. (2017). Aos 30 dias, a coloragdo verde intensa dos calos
indica a presenca ativa de cloroplastos e sintese de clorofila. No entanto, conforme o tempo de
cultivo avanga, especialmente aos 60 dias, observa-se o aparecimento de pequenas se¢des
brancas, sugerindo o inicio da decomposicdo das clorofilas. Este processo envolve a
degradacao de componentes da clorofila por enzimas especificas, resultando na formagao de
produtos soltveis e incolores (TAIZ et al, 2017). Aos 90 dias, a coloracao
predominantemente bege dos calos indica uma senescéncia mais avangada, onde a auséncia de
clorofila confere a cor bege aos calos, os metabolitos incolores resultantes da decomposi¢ao
da clorofila sdao exportados para o vacuolo e armazenados permanentemente, enquanto as
proteinas associadas sdo recicladas (TAIZ et al., 2017). Esse processo de senescéncia ¢
regulado geneticamente e pode ser induzido tanto por sinais de desenvolvimento quanto por
estresses abidticos e biodticos, envolvendo mecanismos de autofagia que ajudam a manter a
integridade celular até o ponto da morte celular programada (MCP) (TAIZ et al., 2017).
Assim, a mudanca na coloracao dos calos ao longo do tempo pode ser atribuida a degradacao
progressiva da clorofila e a ativagdo dos mecanismos de senescéncia e MCP em resposta a
escassez de recursos no meio de cultivo.

A coloracdo e a textura dos calos sdo afetadas diretamente pela concentragdo de
2,4-D no meio de cultivo. Esta auxina sintética ¢ amplamente utilizada como regulador de

crescimento para induzir a desdiferenciagdo e o desenvolvimento de calos. Werner (2009)
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sugere que a coloragdo esverdeada de calos provenientes de tecidos meristematicos pode ser
um indicativo do inicio da organogénese. Ele atribui essa coloragdo a exposicdo constante a
luz, que desencadeia a sintese de pigmentos de clorofila nas células de calos translacidos.

Contradizendo essa observagao, Efferth (2019) afirma que as células de calos embora
semelhantes as células meristematicas ndo diferenciadas, apresentam apenas pequenos
vacuolos e ndo possuem cloroplastos necessarios para a fotossintese. No entanto, estudos
realizados no Laboratorio de Biotecnologia Vegetal (BOT/CCB/UFSC), incluindo pesquisas
de Sozo (2016), Montagner (2018), Formolo (2019) e Terhaag. (2020) evidenciaram a
presenca e/ou quantificaram clorofilas e carotenos nos calos de cotilédone e de nods
cotiledonares, partir da observacdo da coloragdo verde em calos derivados de diferentes
explantes da cv. Pérola do Cerrado.

Adicionalmente, Terhaag (2019) cultivou calos de P. setacea variando a dosagem de
2,4-D ou ANA e observou que calos derivados de nd cotiledonar tendiam, de modo geral, a
apresentar uma coloragcdo verde-escuro e textura fridvel, enquanto calos de cotilédones
apresentaram coloracdo verde-claro e textura compacta. Esses relatos entram em concordancia
com os resultados inferidos por Milezzi (2024) que, utilizando explantes de n6 cotiledonar de
P, setacea e os mesmos métodos de cultivo in vitro descritos neste trabalho, observou maior
suscetibilidade a granulagdo e textura friavel nos calos de 30, 60 e 90. O resultado gerados
nessas ultimas duas pesquisas citadas sdo compativeis com as caracteristicas morfoldgicas
encontradas no presente trabalho, onde foi possivel observar calos com coloragdo verde-claro
e compacta. Devido a essa textura rigida, a maceracdo dos calos secos em um almofariz com
o auxilio de um pistilo foi dificultada, principalmente nos calos de 90 dias. Este fator pode ter
influenciado na concentragdo dos extratos brutos, visto que quao mais macerado o material
biologico estd, maior ¢ a superficie de contato com o solvente. Dito isso, em futuras

pesquisas, ¢ aconselhavel a trituragdo dos calos para maior eficiéncia da extracao.
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Figura 5. Aspectos morfoldgicos de calos derivados de cotilédones de P. setacea 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

T

30 dias 60 dias 90 dias

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 1. Efeito do tempo de cultivo no aspecto dos calos de cotilédone de P. setacea cv. BRS
Pérola do Cerrado apos 30, 60 e 90 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.

Tempo de cultivo (dias) Coloragao Textura
30 Verde-claro Compacto
60 Verde-claro Compacto
90 Bege Compacto

Fonte: Elaborado pela autora.

6.1.2 Efeito do tempo de cultivo no crescimento dos calos de cotilédones

Os resultados da Tabela 2, expressos graficamente na Figura 6, ilustram o efeito do
tempo de cultivo no crescimento dos calos de P. setacea originados a partir de segmentos de
cotilédone. De acordo com EFFERTH (2019), a literatura evidencia que as fases do ciclo de
crescimento dos calos influenciam os processos de diferenciagdo celular e dos perfis dos
metabdlitos produzidos.

Os dados da Tabela 2 indicam que o tempo de cultivo afetou significativamente os
parametros de crescimento dos calos de cotilédone. Os calos com 60 dias de cultivo
apresentaram os maiores valores de massa fresca e massa seca (2919,8 mg/calo e 113
mg/calo, respectivamente enquanto os calos com 30 dias de cultivo mostraram o maior valor

de razdo massa seca/massa fresca (0,054 mg de massa seca/mg de massa fresca) e menor teor
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de agua (94,6%). Os valores de massas fresca e seca e a razdo massa seca/massa fresca
diminuiram significativamente nos calos com 90 dias de cultivo em relacdo aos demais
tempos de cultivo, sendo que o teor de dgua foi significativamente maior (96,8%).

Considerando-se que inicialmente foram inoculadas 300 mg de massa fresca,
correspondentes a 15,8 mg de massa ¢ possivel concluir que nos primeiros 30 dias de cultivo
o aumento em massa fresca e em massa seca dos calos de cotilédone foi de 6,7 vezes,
enquanto entre 30 e 60 dias esses valores aumentaram apenas 1,5 e 1,1 vezes. Esses dados
indicam que os maiores incrementos em massa fresca e seca ocorreram nos primeiros 30 dias
de cultivo, com os calos desacelerando muito o crescimento entre 30 e 60 dias de cultivo.

Os dados da Tabela 2 demonstram que a massa fresca aumentou inicialmente,
atingindo o pico aos 60 dias, seguido de uma reducao aos 90 dias. O aumento do crescimento
entre o periodo inicial e os primeiros 30 dias de cultivo indica um periodo de crescimento
ativo, enquanto a diminui¢ao em C90 sugere um possivel inicio de senescéncia ou limitagdes
de recursos. Da mesma forma, o maior valor de massa seca foi observado aos 60 dias,
indicando a fase de maior acimulo de biomassa, mas com a desvantagem de que o aumento
do teor de 4gua nos calos reduziu significativamente a razdo massa seca/massa fresca. A
redu¢do da massa seca de 60 para 90 dias de cultivo foi consideravelmente maior em
compara¢do com os demais tempos de cultivo. A diminui¢do da massa seca esta relacionada
com a senescéncia ¢ a degradacdo dos compostos acumulados pelas células na fase mais ativa
do crescimento.

Como exposto na Tabela 2, a diminui¢do da razdo massa seca/massa fresca ao longo
do tempo indica que os calos diminuiram a massa seca e acumularam progressivamente mais
agua, especialmente apo6s os 60 dias, em relacdo a produgao de biomassa. Portanto, € possivel
observar que o teor de agua foi maior conforme o aumento do tempo de cultivo.

O coeficiente de Pearson (r) mede a forga e a dire¢cdo da relagdo linear entre a massa
fresca e a massa seca. Durante o periodo inicial (30 dias) e final (90 dias) de cultivo,
observou-se uma correlagdo positiva e forte, indicando que a massa fresca e a massa seca
aumentaram proporcionalmente. Aos 60 dias de cultivo, essa correlacdo foi menos acentuada
em comparagdo com os periodos de 30 e 60 dias de cultivo, sugerindo uma maior retengao de
agua em relacdo a produgdo de biomassa nesse periodo.

A andlise de regressao linear, apresentada na Figura 7 mostra as equacdes das retas e
os valores de R?* (coeficientes de determinacdo que corresponde ao valor do coeficiente de
correlagdo de Pearson 1?) foram de 0,5046; 0,3318 e 0,5848, respectivamente para os calos de

30, 60 e 90 dias de cultivo. Quando os valores de R? sdo multiplicados por 100 expressam as
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porcentagens de dados, em que a variacdo na massa fresca pode ser explicada pela fungao
linear da massa seca (GOMEZ & GOMEZ, 1984).

Esses valores indicam que nos calos de 60 dias de cultivo apenas 33,18% da variacao
na variavel massa fresca pode ser explicada pela funcao linear com a variavel massa seca, o
que significa que em apenas em 33,18% dos calos o incremento em massa fresca esteve
ligado ao incremento linear correspondente em massa seca. Em 66,82% dos calos com 60 dias
de cultivo a variagdo em massa fresca ndo correspondeu ao aumento linear em massa seca.
Isso pode ser observado no grafico da Figura 7 de 60 dias de cultivo, em que a maioria dos
pontos estdo mais dispersos ao redor da linha reta pontilhada, se afastando da reta, indicando
que muitos calos aumentaram muito em massa fresca, mas pouco em massa seca € vice-versa,
ndo apresentando correlacdo linear forte entre os dois parametros. Ja no caso dos graficos de
30 e 90 dias os pontos aparecem mais agrupados proximos a reta e nesses casos, entre todos
os calos analisados em cada tempo de cultivo, 50,46% (30 dias) e 58,48% (90 dias) deles a
variagdo em massa fresca pode ser explicada pela funcdo linear com a massa seca.
Considerando que a massa fresca ¢ composta pela massa seca e agua, € importante destacar
que a correlacao positiva ndo necessariamente reflete num aumento da massa seca, mas pode

ocorrer devido ao aumento da absor¢do de agua pelas células.

Tabela 2. Efeito do tempo de cultivo no crescimento dos calos de cotilédone de P. setacea cv.
BRS Pérola do Cerrados cultivados por 30, 60 e 90 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.

Tempp & Massa fresca  Massa seca LS Teor de 4gua  Coeficiente
cultivo i T— seca/massa (%)* N —
(dias) & & fresca*® °

30 2016.6 + 106 £3.5b 0.054+0.008a 94.6 £ 0.8¢c 0.710
383.1c
60 s 113+ 16.1a 0.039+0.006b  96.1 + 0.6b 0.576
446.3a
24529+
90 455 0b 78 £0.2¢  0.032+0.004c  96.8+0.4a 0.764

Fonte: Elaborado pela autora.
*Média + desvio padrdo (n = 23-86 repeticdes por tratamento) seguidas por letras diferentes, na mesma coluna,
diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 6. Variagdes na massa fresca (A), massa seca (B), razdo massa seca/massa fresca (C) e
teor de agua (D) dos calos derivados de segmentos de cotilédones da P. setacea cv. BRS
Pérola do Cerrado aos 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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estatisticas significativas entre os tempos de cultivo pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 7. Analise de regressdo linear entre massa fresca e massa seca de calos de cotilédones
de P. setacea cv. BRS Pérola do Cerrado cultivados por 30, 60 e 90 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 pela autora.

6.2 Analise por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a Espectrometria

de Massas (CLUE-ESI-EM)
6.2.1 Rendimento dos extratos brutos de Passiflora setacea BRS Pérola do Cerrado
Os extratos hidroalcodlicos de folhas (Fo), cascas (Ca), sementes (Se) e calos de

cotilédone de P setacea aos 30 (C30), 60 (C60) e 90 (C90) dias de cultivo foram obtidos

utilizando solucao 70% etanol:agua. O rendimento (%) de cada material foi calculado a partir
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da razdo massa do extrato bruto/massa seca inicial multiplicada por 100 (extrato bruto/massa
seca inicial x100). E possivel observar na Tabela 4 que, entre as partes da planta, as folhas
apresentaram o maior rendimento (65%), seguidas pelas cascas (53%) e as sementes (42%).
Em relacao aos calos, a condigao C90 resultou no maior rendimento (70%). As condi¢des C30
e C60 apresentaram rendimentos proximos, de 34% e 37%, respectivamente. Os calos obtidos
a partir de segmentos de cotilédones cultivados por 90 dias (C90) apresentaram o maior
rendimento entre todos os materiais bioldgicos utilizados no presente trabalho, dentro das

condicdes de cultivo e extracao descritas.

Tabela 3. Valores de massas utilizados na extragdo e obtidos para os extratos brutos de
folhas, cascas, sementes e de calos de cotilédone de Passiflora setacea cv. BRS Pérola do
Cerrado cultivados por 30, 60 e 90 dias em meio de cultura Murashige & Skoog
suplementado com 88,5 mM de sacarose, 2,5 uM de 2.4-D ¢ 0,2% de Phytagel.

R Calos
Parametros Folhas Cascas Sementes C30 C60 C9
Massa seca inicial (g) 187,89 58.14 18,16 4,65 5,17 3,20
Massa do extrato bruto (g) 121,17 30,76 7,64 1,57 1,87 2,24
Rendimento (%) 65 53 42 34 37 70

Fonte: Elaborado pelo autor.

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

de folhas, cascas, sementes e calos de cotilédone de P. setacea

Os extratos hidroalcodlicos obtidos a partir das Folhas (Fo), cascas (Ca), sementes
(Se) e dos calos de cotilédone de P. setacea cultivados in vitro no periodo de 30, 60 e 90 dias
(C30, C60, C90) da espécie P. setacea BRS-PC foram submetidos a analise pelo método
CLUE-ESI-MS, que gerou os cromatogramas e os perfis quimicos dos compostos
identificados nos extratos. O método consiste na separagdo cromatografica dos componentes
das amostras e, por espectrometria de massas, deteccdo dos metabolitos ionizados no modo
negativo e positivo.

Devido a baixa concentragdo de metabdlitos nos extratos hidroalcoolicos, o processo
de ionizacdo e aquisi¢ao de dados em modo positivo ndo gerou informagao suficiente para a
anotacdo de metabolitos. Os dados apresentados e discutidos a seguir correspondem ao
refinamento de ions gerados e detectados em modo negativo.

Na Figura 8 (A, B, C), estdo representados os cromatogramas dos extratos brutos das
folhas (Fo), cascas (Ca) e sementes (Se) de P. setacea cv. BRS Pérola do Cerrados. Os

cromatogramas possibilitam a avaliacdo das classes quimicas predominantes nos extratos,
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onde foram detectados 4cidos orgénicos de cadeia curta, lipideos e agucares. Além dessas

classes, também foram identificados flavonoides, terpenos e glicolipideos no extrato bruto de

folhas (Figura 8B). Embora também apresente flavonoides, o extrato de sementes (Figura 8C)

mostrou-se o menos representativo em termos de diversidade de classes quimicas de

metabdlitos, enquanto o extrato de folhas apresentou-se mais representativo.

Figura 8. Cromatogramas obtidos em modo de ioniza¢do negativa de extratos brutos de cascas
de frutos (A), folhas (B) e sementes (C) de P. setacea cv. Pérola do Cerrado mostrando a
distribuicdo dos metabdlitos majoritarios.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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A Tabela 4 mostra os perfis quimicos dos metabolitos identificados nos extratos de
folhas (Fo), cascas (Ca), sementes (Se) ¢ de calos de cotilédone de P. setacea de 30 dias
(C30), 60 dias (C60) e 90 (C90) dias de cultivo. Os metabolitos estdo dispostos na ordem de
tempo de retencao (min) e o erro de massa (ppm) ¢ calculado com base na propor¢ao de
isotopos conhecidos de cada molécula. Os dados apresentados e discutidos a seguir referem-se
ao refinamento dos ions gerados e identificados apenas no modo negativo. O processo de
ionizacdo e aquisi¢ao de dados em modo positivo ndo forneceu informagdes suficientes para
descricao de metabolitos, devido a baixa concentracao destes nos extratos hidroalcoodlicos.

A Hexose detectada no tz 0.44 min e m/z 179.055, foi encontrada nos trés extratos de
partes da planta (Ca, Fo, Se), mas ndo nos extratos dos calos derivados de cotilédones (C). De
acordo com a literatura, os aglicares hexose presentes nas plantas desempenham diversas
fung¢des, incluindo a sintese de acido ascorbico. O acido ascorbico atua como um cofator
enzimatico essencial, contribuindo para o metabolismo das plantas e suas respostas a estresses
abioticos e patogenos (ISHIKAWA et al, 2006). Maiores detalhes sobre os perfis de
metabolicos de cada material vegetal serdo discutidos nos itens subsequentes de 6.2.2.1 a
6.2.2.4.

Os dados referentes aos extratos hidroalcodlicos provenientes de Fo, Ca e Se foram
compartilhados com a pesquisa de Milezzi (2024), que utilizou esse conjunto de dados para
comparar com os perfis dos extratos de calos de no cotiledonar de P. setacea, cultivados pelos
mesmos periodos que os calos de cotilédone. A relagdo entre as duas pesquisas foi importante,
pois melhorou a compreensdo da dindmica do crescimento ¢ metabolismo de ambos os tipos
de calos e o potencial de cada um deles na produgdo de metabolitos produzidos pelas folhas,

cascas e sementes.
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Tabela 4. Metabolitos identificados por CLUE-ESI-MS nos extratos hidroalcdolicos brutos de folhas (Fo), cascas de frutos (Ca), sementes
(Se) e calos de cotilédone de P. setacea cv. BRS Pérola do Cerrado cultivados por 30 (C30), 60 (C60) e 90 (C90) 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.

(continua)
Tempo de Erro de Identidade do Férmula MS MS Bases de
retencio m/z massa  Precursor . MS/MS Amostra  _pjAl, -FINDER Referéncias dados de
. metabolito molecular
(min) (ppm) score score massas
Trih -but
0.44 35.020  1.84 M) ribydoxy-buta - C,HO; Fo,C30 100 ; El-Akad et al., 2023
noic acid
o Fo, C30,
0.44 165.04 -1.9 [M-H]- D-ribonic acid - CsH,,O4 C60 - Kang et al., 2019
Adoméniené et al.
0.44 179.055  -1.75 [M-H]- Hexose ; CH,O0,  Ca Fo,Se 100 ; omeriene et at,
. Huang et al., 2018;
Glucuronic Ca, Se
g 193. 74 M-H]- - H > 1 - ittschi 1.
0.44 93.035 0.7 [ ] acid C¢H,,0, €30, C60 00 Wittschier et al.,
HMDB,
NApSAcK
Galactonic acid Bakar et al., 2023; K ChI;EBIC ’
0.44 195.05 4.2146 [M-H]- ou Gluconic - C¢H,,0, Fo 100 5.66 Thirugnanasambanth DrugBan’k
acid am et al., 2015 YMDB,
T3DB
Monoglyceride .
0.44 265.056  -0.4 [M-H]- , . CoH,,0, Ca 95.2 ; Silva et al., 2023
citrate
. . . -H]- lutamic aci - HN 1 -
0.443 146.046 1.83 [M-H] Glutamic acid CsHy,NO, C60 00 Oyebamiji, 2020)
Bakar et al., 2023; K;I:A]SDE;K
0.478 191.019  0.4261 [M-H]- Citric acid 111.009 C¢H; 0, Se 84.1 7.63 Olennikov et al., Chrl)EBI ’

DrugBank
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(continuacdo)
Tempo de Erro de . . MS MS Bases de
retencao m/z massa  Precursor Identlda’d.e do MS/MS Formula Amostra -DIAL -FINDER Referéncias dados de
. metabolito molecular
(min) (ppm) score score massas
L-th i Hel L
0.482 135029  0.75 [M-H]- threonic - C,H,0; C30 100 clsper & Loewus,
acid 1982
N-Fructosvl Adomeéniené et al.,
0.482 290.088  -0.25 [M-H]- Y 128.035  C,H,NO,  (C30,C60 100 - 2022; El-Akad et al.,
pyroglutamate
2023
0.517 129.019 4 [M-H]- Mesaconic acid - C;HO, Fo, C30 - - Buston, 1928
H itri
0.555 205.035  1.82 [M-H]- OIZ;ZI rie - C7H1007 Ca, Fo 100 ; El-Akad et al., 2023
Ca, Fo Liuetal., 2023; Lu
. 117.01 -2 M-H]- ini i - H > 1 - ’ ’
0.557 7.019 [ ] Succinic acid C,H,O, €30, C90 00 etal., 2021
H i F
0.597 189.076  1.01 [M-H]- ydroxysuberi ; C4H,,0; Ca, Fo, 00 ; Iwanami, 1980
¢ acid C30
. . Ca, Fo, .
0.599 173.082 1.25 [M-H]- Suberic acid - CgH,,0, C30 100 - Iwanami, 1980
0.787 593.151 [M-H]- NI (1) - C,,H;005 Fo 100 - -
0.825 563.14 -0.23 [M-H]- Isoschaftosideo  353.072 CysHO14 Fo 100 - Pinto, 2018
-Methyl-epi
1.786 303.087 Mg O-Methyl-epic ; C,cH O, Se ; ; Vivas, 2020
atechin
2.15 187.097 0.78 [M-H]- Azelaic acid - Cy,H,0, C30, C60 100 - El-Akad et al.,2023
Flavonoid 1267.398
4.75 633.197  -0.57 [M-H]- vo! 44 C3,H,,0,, Se 85.2 5.02 Deng et al., 2005 No record
(Sabian)
[2M-H]
4.75 701.184 [M-H]- NI (3) - null Se null - -
4.941 283.145  0.17 [M-H]- NI (4) - C,,H,,N,0, C30 100 - -
5.058 935.275 [M-H]- NI (5) 1003.26 - Se null - -
5.174 1237.35 [M-H]- NI (6) - null Se null - -
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(conclusio)
Tempo de Erro de . . MS MS Bases de
retencao m/z massa  Precursor Identlda’d.e do MS/MS Formula Amostra -DIAL -FINDER Referéncias dados de
. metabolito molecular
(min) (ppm) score score massas
5.251 329.232 -0.97 [M-H]- FA 18:1+30 - C,sH3,0; C30, C60 100 - Pinto, 2018 MassBank
Astragalosid
7.298 825.464  0.56 [M-H]- S ragg oside - CsHoO)s Fo 100 ; Ma et al., 2002
Cycloartane
8.146 663.41 -0.9 [M-H]- . - C37;HgoO1 Fo 99.6 - Perera et al., 2021
Glycosides
Sulfoquinovosy
1 Conde et al.,
9.997 555.284 -0.2 [M-H]- - C,sHyOyS Fo 99.9 - 2021;da Costa et al.,
monoacylglyce 2018
rol (SQMG)
Hydroxy L
. Ad tal.,
11.71 271227 055  [M-H]-  hexadecenoic - C,HuO03  C60,C90 100 ; Ome;é;ge cta
acid

Fonte: Elaborado pela autora
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6.2.2.1 Analise do perfil quimico de extrato bruto de cascas de P. setacea cv. BRS Pérola

do Cerrado

No extrato das cascas foi encontrado varios acidos organicos diretamente envolvidos
no ciclo de Krebs, como acido homocitrico e succinico, (TAIZ et al., 2017). O acido
homocitrico ¢ um intermedidrio da via metabolica que leva a producao do éacido citrico, um
importante precursor no Ciclo de Krebs ou Ciclo do 4cido citrico.

Do acido citrico depende a producao de varios compostos intermedidrios do Ciclo de
Krebs, como o alfa-cetoglutarato, que leva a produgdo de alfa-oxoglutarato e succinato (forma
ionizada do 4cido succinico), essenciais para a formacdo do malato e oxaloacetato. O
alfa-cetoglutarato ¢ precursor do acido glutdmico e de varios compostos como clorofilas,
glutamina e outros aminoacidos e o oxaloacetato ¢ precursor de asparagina, acidos nucleicos,
aminoacidos e alcaloides (TAIZ et al., 2017).

O 4cido homocitrico que, em estudos anteriores, foi relatado em folhas e frutos de
Vanilla planifolia (PALAMA et al., 2010). Esse composto, entre outros acidos organicos, ¢
investigado como agente quelante natural para fitorremediagdo eficiente. O acido homocitrico
atua como um componente do cofator ferro-molibdénio de certas proteinas da nitrogenase,
enzima presentes em microrganismos fixadores de nitrogénio da atmosfera (KAUSHIK,
2015). O 4cido citrico pode atuar como agente quelante de metais pesados, através da
regulagdo do mecanismo de defesa antioxidante, modulando as enzimas e estimulando a
producao de compostos que conferem prote¢ao aos danos causados pelo estresse oxidativo
induzido pelo acumulo de metais pesados (KHATUN et al., 2019).

Outro 4cido organico detectado no extrato de cascas ¢ o dacido succinico, um
metabolito intermediario no ciclo do 4cido citrico, formado a partir do acido alfa-cetoglutarico
e do succinil-CoA, que atua como precursor na biossintese do cofator FADH,, crucial para a
cadeia respiratoria e a producdo de energia (TAIZ ef al., 2017). Proposto como um marcador
de deficiéncia de ferro (Fe), ¢ facilmente convertido no ciclo de Krebs em 4cido malico, que
desempenha fungdes como regulagdo do pH e promocgao do equilibrio osmoético no vacuolo
celular (SAAVEDRA et al., 2022).

O 4cido glucurénico, presente neste extrato, ¢ sintetizado a partir do mio-inositol,
desempenham um papel essencial na formac¢do da parede celular (TOZZI, 2014). Além disso,
¢ precursor do acido L-ascérbico, que atua como um antioxidante predominante nas plantas
(LOEWUS, 1999). O inositol da origem ao acido D-glucuronico, que posteriormente se

transforma em 4cido UDP-D-glucurdnico, precursor do acido galacturonico (REBOUL et al.,
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2011), responsavel pela formacdo da pectina, um composto utilizado como espessante e
geleificante na industria de alimentos e abundante na casca do maracuja amarelo (ZHANG et
al., 2023). Um estudo com P. edulis observou um aumento coordenado nos niveis de acido
glucurdnico, assim como de agucares e aminoacidos, durante as mudangas vegetativas das
folhas, sugerindo uma func¢ao importante no desenvolvimento da planta (SILVA, 2017).
Também foram detectados acidos graxos de cadeia média (hidroxisubérico e
subérico), e o monoglicerideo citrato encontrado apenas no extrato das cascas, com tempo de
retencao de 0.44 min e ion precursor m/z 265.056. Em geral, considerando-se os metabdlitos
identificados a nivel de classe, os acidos graxos desempenham fungdes estruturais e
regulatoria na defesa a estresses abidticos e bidticos, bem como na reserva de carbono e
energia em triacilgliceréis (TAGs) (HE et al., 2020). As fungdes estruturais que desempenham
estdo relacionadas com a biossintese de suberina, componente das paredes celulares para
protecdo de cascas e folhas contras ataques de patdogenos e protegendo contra desidratacdo.
Um estudo com camundongos prop0s que o dcido subérico ¢ um agente promissor no
tratamento do fotoenvelhecimento da pele, pois atenuou genes relacionados a producao de
colageno e acido hialuronico (KANG et al., 2019). Outra pesquisa testou o acido subérico na
ativacdo do receptor olfativo OR10A3, amenizando os efeitos do UVB sobre a produ¢do de
colageno, reforcando sua relevancia no tratamento anti-envelhecimento da pele (KANG et al.,

2022).

6.2.2.2 Analise do perfil quimico de extrato bruto de folhas de P. setacea cv. BRS Pérola

do Cerrado

No extrato de folhas (Figura 8B, Tabelas 4 ¢ 6)) também foram identificados acidos
organicos, tais como d4cidos trihidroxi-butandico, D-ribdnico, mesacdnico, homocitrico,
succinico, hidroxisubérico e subérico.

Além desses compostos, foi detectado, apenas neste extrato, um acido organico com
férmula molecular C¢H,,0-, possivelmente um acido galactonico ou gluconico, porém, devido
a isometria do composto ndo foi possivel confirmar a estrutura exata (BAKAR et al., 2023;
THIRUGNANASAMBANTHAM et al., 2015). A estes 4acidos, pode-se conferir a
propriedade acida das frutas, portanto sdo utilizados na industria alimenticia como um aditivo
acidificante. Além de possuirem propriedades similares, podem ser precursores do acido
ascorbico (vitamina C), uma vez que estudos demonstram que a sua biossintese ocorre atraveés

do acido D-galacturonico (AGIUS et al., 2003; STOCK, 2013). O 4cido L-ascorbico esta
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presente nos cloroplastos e citosol de células vegetais, onde atua como um importante
antioxidante e cofator enzimatico. Ele regula varios processos fisiologicos, incluindo
tolerancia ao estresse, crescimento, desenvolvimento e transducdo de sinais nas plantas
(YOSHIMURA & ISHIKAWA, 2017).

Quanto ao acido glucdnico, a auséncia de toxicidade aprova seu uso alimentar. Além
disso, a estabilidade, resisténcia a esterilizacdo e alta solubilidade dos sais de gluconato
garantem uma alta concentracdo de ions desejados, tornando-os eficazes e seguros para uso
medicinal e aplicagao farmacéutica (MATTEY, 1992).

Quanto ao 4cido ribonico, o composto também ¢ relatado em extratos de Pentas
lanceolata (Rubiaceae) (MURAVNIK et al., 2014) e em soja (Glycine max), exposta a
estresse hidrico (MESQUITA, 2013). THANDIVEL et al. (2024) investigaram o potencial de
compostos presentes em Catunaregam spinosa como inibidores de acetilcolinesterase como
alternativa ao tratamento de Alzheimer. O neurotransmissor acetilcolina (ACh), essencial para
a memoria e a fungdo cognitiva, ¢ hidrolisada pela enzima acetilcolinesterase (AChE),
resultando em uma redugdo nos niveis de acetilcolina e encolhimento do cérebro. Portanto,
visando aumentar a neurotransmissdo colinérgica e aliviar o declinio cognitivo, o estudo
identificou, entre fitoconstituintes que mais mostraram potencial como inibidores potentes de
AChE, foi o 4cido butanodico e 4cido D-(+)-ribonico.gama-lactona. O acido butandico ¢
conhecido no tratamento de doengas do colon, além disso, dados preliminares sugerem
possiveis aplicagdes em patologias hematologicas, metabdlicas e neurologicas (SOSSAI,
2012). Por ultimo, entre os 4cido organicos detectados, o 4cido mesaconico foi encontrado no
extrato das folhas, também relatado em folhas de repolho em estudos antigos (BUSTON,
1928).

Além dos compostos da classe de acidos organicos, pode-se identificar flavonoides,
detectados apenas no extrato de folhas, como o isoschaftosideo, terpenos como o
astragalosideo II e cicloartano glicosideoseos e o glicolipideo sulfoquinovosil
monoacilglicerol (SQMG). Esses compostos foram detectados somente no extrato das folhas,
o flavonoide com tempo de retencao 0.825 min e ion precursor m/z 563.14, o terpeno com ty
7.298 min e ion precursor de m/z 825.464, e os glicosideos em t; 8.146 min e t;z 9.997 min
com ion precursor de m/z 663.41 e m/z 555.284, respectivamente.

O isoschaftosideo, um flavondide C-glicosil conhecido por promover protecao
hepatica, foi também relatado em raizes de Desmodium uncinatum e Abrus cantoniensis
(GUAN et al., 2022). Estudos anteriores relataram que os flavonoides atuam na defesa contra

raios ultravioletas e ataque de patogenos, no controle da a¢do de hormoénios vegetais e na
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atracdo de polinizadores. O flavonoide isoschaftosideo ja foi identificado na espécie de
Passiflora alata e Passiflora edulis f. flavicarpa (DE CARVALHO, 2016; PINTO, 2018), bem
como em folhas de Passiflora incarnata (ABOURASHED et al., 2002). Para além dos relatos
em passifloras, o flavonoide em questdo, também foi encontrado nas raizes de Desmodium
uncinatum e atua como inibidor alelopatico do desenvolvimento do parasita Striga
hemonthica, uma erva daninha parasita que pode devastar culturas de milho (HOOPER et al.,
2010). Adicionalmente, o isoschaftosideo, isolado de extratos de Syngonium podophyllum, €
proposto como um metabolito potencial para o tratamento da hipertensao. (GOMES et al.,
2014). Além disso, Chen et al. (2024) analisaram fracdes soluveis aquosas de extratos de
Artemisia argyi e identificaram diversos metabolitos, incluindo o isoschaftosideo, que
inibiram significativamente a produg¢do de Oxido nitrico e a superexpressdao de fatores
inflamatérios em culturas de células de macrofagos de ratos.

Os terpenos sdo conhecidos pelas propriedades anti-inflamatdrias, hepatoprotetora,
sedativa, antioxidante, antialérgica, antiangiogénica e anticancerigena (SILVA et al., 2020).
Pesquisas anteriores identificaram o composto 'passiflorina’, uma saponina glicosidica
triterpénica derivada do nucleo cicloartano, inicialmente em folhas de P edulis e,
posteriormente, em folhas de P. quadrangularis e P. mollissima (COSTA, 2013). Estudos
prévios de P. setacea também identificaram terpenos presentes na planta, e conferiram a esses
compostos volateis um sabor com notas florais (DE PAULA et al., 2015). Além disso, ¢
conferido aos terpenos a defesa das plantas contra micro-organismos, o que tem relagdo com
sua atividade antibacteriana (RIZWANA et al, 2019). Os terpenos, especialmente as
saponinas triterpendides, sdo compostos funcionais importantes na planta do maracuja.
Alguns triterpenos e suas saponinas foram isolados das folhas e caules de P. edulis, com
relatos de que alguns triterpendides cicloartanos possuem efeitos semelhantes aos
antidepressivos, sugerindo seu potencial uso no tratamento de doencas neurodegenerativas
(XU etal., 2016 ; XU Yl et al., 2023).

Um estudo identificou a presenga de triterpenodides tipo cicloartano em propolis
provenientes de Teresina, Piaui (PI), anteriormente apenas relatado em Mangifera indica,
sugerindo a sua correlagdo com as abelhas. Essas substincias presentes no préopolis
apresentam diversas atividades farmacolodgicas, tais como anti-inflamatéria, antiviral e
antitumoral (SILVA et al., 2005).

O astragalosideo II, ja relatado em Astragalus membranaceus, tem demonstrado
significativos beneficios para o sistema imunoldgico. Estudos recentes mostraram que o

composto ¢ associado a regula¢do de enzimas especificas que ativam a proliferag¢do de células
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T e estimulam a secre¢do de importantes citocinas. Além disso, estudos com animais
demonstraram que a administracdo de astragalosideo II restaurou a fun¢do imunoldgica em
condi¢des de imunossupressao (WAN et al., 2013). Estudos anteriores destacaram que o
astragalosideo II possui a capacidade de reparar a barreira epitelial apds lesdes intestinais,
indicando um potencial terapéutico promissor para o tratamento da doenga do intestino
irritdvel e para o alivio da colite (LEE et al., 2017).

O glicosulfolipideo sulfoquinovosil monoacilglicerol (SQMG), formado por uma
molécula de agucar sulfoquinovose ligada a uma molécula de acido graxo, o monoacilglicerol,
com tz 9.997 min e ion precursor de m/z 555.284, respectivamente, foram detectados somente
no extrato das folhas. Esse glicolipideo sulfatado SQMG foi estudado como um supressor do
crescimento de células cancerigenas e um agente antitumoral promissor (HANASHIMA et
al., 2000; MURAKAMI et al., 2004). O SQMG apresenta capacidade de inibir as DNA
polimerases replicativas, quando checkpoints sdo ativados no ciclo celular em respostas ao
estresse genotoxico induzido pelo ambiente. Sua habilidade de bloquear a transi¢cdo da fase
G1 para S induz apoptose por uma via distinta dos agentes tradicionais, destacando seu
potencial antitumoral (MURAKAMI et al, 2003). Além disso, estudos anteriores
investigaram o potencial do a-SQMG para melhorar a eficacia da radioterapia e remodelar o
microambiente tumoral, porém ainda é necessdrio maior investigacdo antes da aplicagdo
clinica (OHTA et al., 2010).

Jala et al. (2022) relatam trabalhos em que o uso de SQMG sintéticos suprimiu
significativamente o crescimento de tumores solidos como as células A-549 do
adenocarcinoma de pulmao humano e potente inibidor da DNA polimerase e potente agente
antineoplésico contra linhagens celulares de cancer gastrico NUGC3 e foi demonstrado que o
efeito antitumoral do SQMG pode ter sido devido a impactos anti-angiogé€nicos. Esses autores
também reportam varios artigos em que o SQDG exibiu potente atividade antiviral contra o
HIV, antitumoral e anti-inflamatdria ressaltando que varios tipos de SQDGs identificados em
cianobactéria exibiram atividade antiviral e a alga vermelha Gigartina tenella e a pteridofita
Athyrium niponicum inibiram a DNA-polimerase e a HIV-transcriptase reversa enquanto que
SQDG de Spinacia oleracea (espinafre) mostrou a inibicdo da DNA-polimerase e atividade

anti-proliferativa de células NUGC3 de céncer géstrico humano.
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6.2.2.3 Analise do perfil quimico de extrato bruto de sementes de P. setacea cv. BRS

Pérola do Cerrado

O extrato das sementes (Figura 8C, Tabela 4) se apresentou como a amostra menos
representativa em termos de classes quimicas. Foram identificados 4cidos organicos, como
glucurdnico e, apenas nesse extrato, o acido citrico e flavondides O-metil-epicatequina e
sabian. Outros trés picos se mostraram intensos no cromatograma, porém ndo foi possivel
concluir suas classes quimicas. Os trés picos foram detectados com tz 4.75, 5.058, 5.174 min e
ion precursor m/z 701.184, 935.275, 1237.35, respectivamente.

Além das fungdes ja apontadas para os acidos organicos, sdo descritos também como
componentes dos mecanismos de tolerancia as adversidades promovidas pelo ambiente e na
desintoxica¢dao de metais toxicos (PANDA & CHOUDHURY, 2005). O acido citrico ¢ usado
em alimentos, confeitaria e bebidas, assim como em produtos farmacéuticos e industrias. Seu
uso depende de trés propriedades principais: acidez, sabor e capacidade de formar sais
(MATTEY, 1992). Estudos recentes comprovam que o acido citrico melhora o crescimento e
rendimento das plantas sob estresse abidtico. Regula a desintoxicagcdo por metais pesados,
promovendo a precipitagdo, quelagdo e sequestro de ions metalicos. Além disso, induz
sistemas de defesa antioxidantes e aumento de clorofila nas plantas (PANDA &
CHOUDHURY, 2005; TAHJIB-UL-ARIF et al., 2021).

Os flavonoides, localizados nos vacuolos celulares das plantas, atuam como
moléculas sinalizadoras, antioxidantes, na defesa contra patdogenos, como filtros UV, e na
atragdo de polinizadores através da influéncia na cor e aroma das flores e frutos. A
concentragdo de flavonoides aumenta diante condigdes adversas, como variagoes extremas de
temperatura, privacdo de nutrientes, e toxicidade de metais, conferindo prote¢do contra
estresses bioticos e abidticos (SAMANTA et al.., 2011; HERNANDEZ et al., 2009).

A epicatequina, um flavonoide previamente identificado na espécie Eugenia
involucrata DC (VIEIRA et al., 2024), ¢ conhecida por suas propriedades antitumorais e
capacidade antioxidante (GIRARDELO et al, 2020). Também foram identificadas
epicatequinas em extrato etanolico de cascas de Passiflora edulis por UPLC-ESI-MS
(MORALIS et al., 2015).

O flavonoide sabian, detectado exclusivamente no extrato de sementes, foi
identificado pela primeira vez neste estudo em passifloras. Até o momento, ndo havia
registros na literatura sobre a presenca desse flavonoide em extratos de P setacea ou em

outras espécies de passifloras. Contudo, o flavonoide sabian ja foi relatado em Sabia
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yunnanensis, uma erva medicinal popular na China utilizada para o tratamento de doengas

reumaticas e de tumefacdes (DENG et al., 2005).

6.2.2.4. Analise dos perfis fitoquimicos de extratos de calos de cotilédones de P. setacea

cv. BRS Pérola do Cerrado em diferentes tempos de cultivo

A Figura 9 (A, B, C) mostra os cromatogramas, obtidos em modo negativo, para os
extratos de calos de cotilédones de P. setacea, no decorrer do tempo de cultivo (C30-A;

C60-B; C90).

Figura 9. Cromatogramas obtidos em modo de ionizacdo negativa de extratos brutos de calos
cultivados por 30 (A), 60 (B) e 90 (C) dias de P. setacea cv. Pérola do Cerrado mostrando a
distribuicao dos metabdlitos majoritarios.
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A andlise cromatografica dos extratos de cotilédones (C), demonstra que os
resultados ndo apresentaram representatividade de metabolitos, apenas foi possivel identificar
acidos organicos e agucares (Tabela 3).

Pode-se observar na Figura 9 os sinais proximos ao ruido instrumental, devido a
insuficiéncia de compostos em concentracdo significativa para a separac¢do, ioniza¢do e
detec¢do. Em vista de aperfeicoar a aquisicdo de informacdes pela metodologia utilizada,
sugere-se o ajuste do tempo de cultivo e o0 aumento da quantidade das amostras de calos secos
utilizadas para a extracao hidroalcoodlica (SUMNER, et al., 2007). Outra abordagem para a
otimizagdo da extragdo de metabolitos, foi demonstrada por Shakour ef al. (2022) em seus
estudos sobre os perfis metabolomicos das folhas de Moringa oleifera. Considerando que a
polaridade dos solventes pode influenciar significativamente a extragdo e a detec¢do dos
compostos, eles testaram a viabilidade de combinar diferentes solventes para melhorar a
deteccdo e a extracdo de variados grupos de compostos.

Conforme observado nas Tabelas 4 e 5, os acidos organicos e lipidios, como acidos
graxos, foram as classes de compostos majoritarios encontrados nos extratos de calos
derivados de cotilédones. Nas amostras de C30, foram detectados os acidos organicos
tri-hidroxi-butanoico, D-ribonico, glucurénico, L-trednico, mesacoOnico, succinico,
hidroxisubérico, subérico, azelaico tri-hidroxi-octadecendico e um composto exclusivamente
nessa amostra, com um tempo de retencao (tz) de 0.482 min e m/z 135.029 (Tabelas 4 e 5).

A Tabela 5 mostra que os perfis de metabolitos dos calos de cotilédone variaram com
o tempo de cultivo de 30, 60 ¢ 90 dias, decrescendo em niimero, tendo sido detectados 12, 7 e
2 compostos, respectivamente. Alguns compostos como o acido tri-hidroxi-octadecendico e
os acidos trednico, mesacoOnico, subérico € o composto ndo identificado NI (4) foram
caracteristicos de calos com 30 dias de cultivo. O acido glutamico foi caracteristico dos calos
com 60 dias e o acido hidroxi-hexadecendico foi detectado em calos com 60 e 90 dias de

cultivo.
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Tabela 5. Compostos detectados por CLUE-ESI-MS em extratos de calos de cotilédone de P.
setacea cv. BRS Pérola do Cerrado apos 30 (C30), 60 (C60) e 90 (C90) dias de cultivo em
meio de cultura Murashige & Skoog suplementado com 88,5 mM de sacarose, 2,5 mM de

2.4-D e 0.2% de Phytagel.

Metabdlitos C30 | Ce60 C90
Acido tri-hidroxidroxi-butanoico X
Acido D-ribénico X X
Acido glucurénico X X
Acido glutdmico X
Acido L-trednico X
N-frutosil piroglutamato X X
Acido mesaconico X
Acido succinico X X
Acido hidroxisubérico X
Acido subérico X
Acido azelaico X X
NI (4) X
Acido tri-hidroxi-octadecendico X X
Acido hidroxi hexadecenoico X X
Total 12 7 2

Fonte: Elaborado pela autora.

Como relatado anteriormente, o acido ascorbico pode ser sintetizado a partir de
hexoses e de outros acidos organicos presentes na planta, como o acido D-glucurdénico. A
presenga do acido glucurdnico nos extratos de calos de cotilédone de 30 e 60 dias pode estar
associada a uma pressuposta biossintese otimizada de acido ascorbico e por conseguinte, a
uma consideravel capacidade redutora desses extratos. O acido pode sofrer oxidacao
irreversivel, com perda da atividade redutora, sendo convertido a acido 2,3-dicetogulonico,
precursor do acido L-trednico, detectado nos calos de cotilédone com 30 dias de cultivo
(TAVARES et al., 2010).

O é4cido L-trednico ocorreu também em folhas de Pelargonium crispum ¢ Rumex x
acutus L. (HELSPER & LOEWUS, 1982). Nos humanos, o acido trednico, derivado de
proteinas glicadas ou da degradacao do acido ascorbico, ¢ um componente encontrado no

humor aquoso dos olhos e no sangue (HARDING et al., 1999).
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Os 4cidos graxos de cadeia média identificados foram os 4cidos azelaico, subérico e
hidroxisubérico. O primeiro, detectado exclusivamente nos extratos de calos de cotilédone
com 30 dias de cultivo € conhecido por estimular o mecanismo de resisténcia ao estresse das
plantas, ao ser transportado do tecido infectado para tecidos ndo infectados, facilitando a
comunica¢do de defesa contra patdgenos (JUNG et al, 2009). Entre diversas aplicagcdes nas
industrias cosmética e farmacéutica, o acido azelaico ja foi relatado como agente clareador da
pele e no tratamento de acne (JOHNSON et al., 2000; DINLER & CETINKAYA, 2024).
Embora o &cido subérico seja quimicamente relacionado ao acido azelaico, ndo apresenta a
mesma capacidade de inducdo de resisténcia sistémica adquirida (SAR) em plantas, o que se
deve a uma variagao estrutural minima (BEST et al., 2012).

Além destas classes, foi detectado um aminoacido conhecido como N-frutosil
piroglutamato, presente apenas nos extratos de calos com 30 e 60 dias de cultivo (C30 e C60).
De modo geral os aminoacidos, além de formar proteinas sdo cruciais para a fisiologia das
plantas, atuando na sinalizagdo e resposta a estresses ambientais, no desenvolvimento vegetal,
e como precursores de diversos metabolitos, incluindo aminoacidos essenciais para a nutri¢ao
humana, visto que animais ndo sao capazes de sintetizar todos os aminoacidos necessarios
(HILDEBRANDT et al., 2015; TROVATO et al., 2021). Sao moléculas de armazenamento de
nitrogénio e sdo os principais transportadores de nitrogénio nos sistemas de transporte de
longa distancia das plantas (OKUMOTO et al., 2016).

No tg 5.251 min (m/z 329.232, composto FA18:1+3, Tabela 4), foi detectado,
exclusivamente nos extratos de calos com 30 e 60 dias de cultivo (C30 e C60), um composto
com a férmula molecular C,gH3,05, podendo ser um 4cido trihidroxi-octadecaendico. MASUI
et al. (1989) relataram o acido 9,12,13-tri-hidroxi-(E)-10-octadecen6ico como uma substancia
antifingica isolada dos tubérculos de taro (Colocasia antiquorum) inoculados com o fungo da
podridao negra (Ceratocystis fimbriata). Entretanto, ndo foi possivel identificar sua estrutura,
mas sabe-se que sua classe quimica ¢ um acido graxo de cadeia longa (PINTO, 2018).
Ademais, no tz 4.941 min com ion precursor de m/z 283.145 da Tabela 4, sugeriu-se a formula
molecular C,;H,,N,0O,, indicando o composto NI (4), caracteristico de calos com 30 dias de
cultivo, como um acido indol-carboxilico, porém a sua estrutura quimica nao foi possivel
determinar.

Além dos compostos extraidos de calos com 60 dias de cultivo (C60) ja citados,
também foi detectado nessa amostra acidos organicos como D-ribonico e glucurénico. Como
mencionado anteriormente, o acido ribonico detectado em extratos de Catunaregam spinosa

(Rubiaceae), foi indicado como potencial op¢do de tratamento da doenga de Alzheimer
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(THANDIVEL et al. (2024). Exclusivamente nesse extrato, foi identificado um aminodcido
(glutdmico) no t; 0.443 min e ion precursor de m/z 146.046.

O glutamato ¢ conhecido como precursor da sintese de clorofila em folhas em
desenvolvimento e esta ligado ao metabolismo energético do ciclo de Krebs. Avaliado na
perspectiva evolutiva, o composto atua tanto como molécula sinalizadora quanto na relacao
raiz e nitrogénio organico no solo. A sua capacidade de doar o grupo amino (NH:), permite a
sua redistribui¢do, a sintese e ajuste de diversos aminoacidos nas plantas (FORDE & LEA,
2007; OKUMOTO et al., 2016).

Nas amostras C60 e C90 foi detectado, no tz 11.71 min (m/z 271.227), um acido de
cadeia longa, conhecido como hidroxi-hexadecendico. De acordo com a literatura,
hidroxilases de 4&cidos graxos apresentam possiveis envolvimentos na defesa e
desenvolvimento das plantas, que incluem o catabolismo dos acidos graxos, a reproducao ¢ a
desintoxica¢do das plantas (KANDEL et al., 2006).

No extrato de C90, foi detectado apenas os acidos succinico e hidroxi-hexadecendico
também relatados em calos com 30 e 60 dias de cultivo, respectivamente. Como descrito
anteriormente, os acidos organicos desempenham fungdes vitais nas plantas, especialmente no
ciclo de Krebs e no transporte de ferro (ABADIA et al., 2002; TAIZ et al., 2017). O 4cido
succinico, por exemplo, ¢ um precursor essencial na biossintese de clorofila (SAAVEDRA et
al., 2022). Além dessas fungdes metabolicas, os acidos organicos sdo importantes para a
tolerancia a adversidades ambientais e na desintoxicacdo de metais toxicos (Panda &
Choudhury, 2005). Os acidos graxos, por sua vez, t€m papéis estruturais e protetores nas
plantas. Eles estdo associados a respostas a estresses biodticos e abioticos, contribuindo para a
protecdo e adaptagdo das plantas em ambientes adversos (HE et al., 2020; JOHNSON et al.,
2000; KANDEL, et al., 2006).

O estudo metabolomico dos calos de cotilédone revelou que, em termos de
moléculas identificadas, o tempo de cultivo mais representativo foi de 30 dias, seguido pelo
extrato de 60 dias. O tempo de cultivo que apresentou a menor quantidade de compostos

detectados foi de 90 dias.
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6.2.2.5 Analise comparativa dos resultados obtidos por analise CLUE-ESI-EM dos
extratos hidroalcooélicos de folhas, cascas, sementes e calos de cotilédone de P. setacea cv.

BRS Pérola do Cerrado

A Tabela 6 foi elaborada a partir da Tabela 4 e apresenta os compostos organizados
em ordem crescente do tempo de retengdo, detectados por andlise de CLUE-ESI-MS em
extratos de folhas (Fo), cascas (Ca), sementes (Se) e calos de cotilédones (C), facilitando a
comparacdo entre eles. Para os calos foram sinalizados todos os metabdlitos detectados nos
trés periodos de cultivo. Foram detectados 14 compostos em folhas, 7 em cascas, 8§ em
sementes € 14 em calos de cotilédone, considerando-se todos os tempos de cultivo, indicando
o potencial dos calos em relagdo ao das folhas, quando se considera o nimero dos metabolitos
produzidos. A hexose foi a Uinica molécula detectada em todos os materiais, exceto nos calos
de cotilédone cultivados in vitro (Tabela 6).

A andlise comparativa da Tabela 6 revela a deteccdo de metabolitos marcadores
caracteristicos para cada tipo de material vegetal analisado. Acido galacténico ou gluconico,
composto nado identificado NI (1), isoschaftosideo, astragalosideo II, cicloartano glicosideos e
SQMG foram detectados apenas em folhas; citrato monoglicerideo apenas em cascas; acido
citrico, O-metil-epicatequina, sabian, compostos sdo identificados NI (3), NI (5) e NI (6) em
sementes; acidos glutdmico e L-trednico, N-frutosil piroglutamato, dacidos azelaico,
tri-hidroxi-octadecendico e hidroxi-hexadecenoico e um composto nao identificado NI (4) nos
calos.

Esses dados indicam que os calos de cotilédone produziram 7 compostos que, no
presente trabalho ndo foram detectados em folhas, cascas e sementes, o que indica o potencial
na produ¢do de novos compostos in vitro. Os calos de cotilédone também apresentaram o
potencial de produzir varios compostos caracteristicos de folhas, cascas e sementes, com

comprovadas atividades bioldgicas de interesse como relatado anteriormente.
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Tabela 6. Compostos detectados por CLUE-ESI-MS em extratos de folhas, cascas, sementes e
calos de cotilédone de P. setacea cv. BRS Pérola do Cerrado apds cultivo em meio de cultura
Murashige & Skoog suplementado com 88,5 mM de sacarose, 2,5 mM de 2,4-D e 0,2% de

Phytagel.

Metabolitos

Folha

Casca

Semente

Calos

Acido tri-hidroxi-butanoico

X

X

Acido D-ribonico

X

X

Hexose

X

Acido glucurénico

Acido galactonico ou acido gluconico

Monoglicerideo citrato

Acido glutamico

Acido citrico

Acido L-trednico

N-frutosil piroglutamato

Acido mesacoOnico

Acido homoisocitrico/metilisocitrico

Acido succinico

Acido hidroxisubérico

Acido subérico

el N E e

NI (1)

Isoschaftosideo (flavonoide)

Sl Rl Bl Bl Bl Rl e

O-metil-epicatequina (flavonoide)

Acido azelaico

Sabian (flavonodide)

NI (3)

NI (4)

NI (5)

NI (6)

FA 18: 1+3 Acido tri-hidroxi-octadecendico

Astragalosideo II (terpeno)

Cicloartano glicosideos (terpeno)

Sulfoquinovosyl monoacill glicerol
(SQMG)

Acido hidroxi hexadecenodico

TOTAL

14

7

14

Fonte: Elaborado pela autora.
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A Tabela 7 mostra as classes quimicas majoritarias de cada tipo de material vegetal
analisado ¢ observa-se a diferenca entre as diversidades de classes dos diferentes materiais
vegetais analisados predominando as folhas, seguidas das cascas, sementes e calos de
cotilédone.

Os 4cidos organicos sdo cruciais no processo de respiracdo celular. Ao serem
oxidados nas mitocondrias, produzem NADH e FADH,, coenzimas essenciais para a cadeia
de transporte de elétrons, fornecendo energia para a sintese de ATP durante a fosforilagao
oxidativa (TAIZ et al., 2017). Essa classe quimica foi a de ocorréncia comum em todos os
extratos, além de se apresentar como a mais representativa entre as classes. Os 4acidos
organicos detectados foram acido 3-hidroxi-butanoico, acido mesaconico, acido D-ribonico,
acido glucuronico, acido galactonico ou acido gluconico, acido glutamico, acido citrico, acido
L-trednico, acido homocitrico, acido succinico, acido hidroxi-subérico, acido subérico, acido
azelaico. acido tri-hidroxi-octadecaenoico, acido hidroxi hexadecenodico e o citrato de

monoglicerideo.

Tabela 7. Classes quimicas majoritarias detectadas por CLUE-ESI-EM nos extratos brutos de
cascas do fruto, folhas, sementes e calos de cotilédone de P. setacea cv. BRS Pérola do

Cerrado.
Cl
,ass'es Folhas | Cascas | Sementes | Calos Compostos
Quimicas
Acid
CAI .OS X X X X Viarios tipos de acidos
organicos
Acucares X X X Hexose
Isoschaftosideo®,
Flavonoides X* X O-metil-epicatequina,
Sabian*
Cicloartano
Terpenos X glicosideos,
astragalosideo 11
Sulfoquinovosil
. monoacilglicerol
Lipid X* X .
IPIEEOS (SQMG)*, Citrato de
monoglicerideo
Total 5 3 3 1 -

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Os actcares também foram encontrados em todas as amostras, as hexoses apenas em
folhas, cascas e sementes, enquanto nos calos de cotilédone apenas foi encontrado N-frutosil
piroglutamato, que ¢ um derivado do aminoacido glutamato (MINESTRINI ef al., 2022).

Os flavonoides O-metil-epicatequina e sabian foram identificados nas sementes,
enquanto o isoschaftosideo em folhas. O primeiro ¢ relatado pela capacidade antioxidante e
como agente antitumoral (GIRARDELO et al., 2020) e o sabian, j4 relatado em erva
medicinal chinesa, usada no tratamento de doengas reumaticas e de tumefagdes (DENG et al.,
2005). O isoschaftosideo ¢ sugerido para o tratamento da hipertensao (GOMES et al., 2014).

Apenas um terpeno foi identificado exclusivamente na amostra de folhas, o qual foi
previamente descrito em P edulis e demonstrou potencial para o tratamento de doencas
neurodegenerativas (XU ef al., 2016; XU YI et al., 2023). Outro composto também detectado
apenas nas folhas foi o astragolosideo II, que ¢ conhecido por melhorar a fungdao imunologica
(WAN et al., 2013), reparar a barreira epitelial intestinal e aliviar a colite (LEE et al., 2017).

Quanto aos lipidios, identificou-se na amostra de cascas o citrato de monoglicerideo e
nas amostras de folhas, o glicosulfolipideo sulfoquinovosil monoacilglicerol (SQMG),
conhecido por inibir as DNA polimerases e bloquear a transi¢cdo da fase G1 para a fase S,
induzindo apoptose e destacando-se como um potencial antitumoral (MURAKAMI et al.,
2003).

Diante destes resultados, as classes quimicas observadas na amostra de folhas foram
acidos organicos, agucares, flavonoides, terpenos, saponinas e lipidios (14 metabdlitos),
apresentando-se assim como a amostra com maior variedade de classes quimicas. Em relagao
as cascas (Ca), trés classes foram possiveis de ser identificadas em 7 compostos, sdo elas os
acidos organicos, agtcares e lipideos. As sementes (Se) apresentaram a mesma quantidade de
classes em &8 metabodlitos detectados. Por ultimo, os calos foram as amostras menos
representativas em termos de classe quimica, os 14 compostos identificados (na maioria em
C30) pertencem a classe dos acidos organicos e aglicares. Visando obter maior variedade de
classes, em todas as amostras, ¢ necessario que em estudos futuros haja o aumento da
quantidade dos materiais biologicos utilizados para extragdo e, portanto, deteccdo em analise
de CLUE-ESI-MS.

A Tabela 8 mostra os compostos que ndo foram detectados, mas nao identificados
pela andlise CLUE-ESI-MS tendo ocorrido, do total de 6 compostos, a maioria deles em

sementes.
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Tabela 8. Compostos nao identificados por analise CLUE-ESI-MS nos extratos brutos de
cascas do fruto, folhas, sementes e calos de cotilédone de P, setacea cv. BRS Pérola do

Cerrado.
Metabdlitos Folhas Cascas Sementes Calos

NI (1) X
NI (2)* X

NI(3) X

NI (4) X
NI (5) X

NI (6) X

Total 1 0 4 1

Fonte: Elaborado pelo autor.

6.2.2.6 Analise estatistica multivariada nio supervisionada de componentes principais

(PCA) para as amostras vegetais de P. setacea cv. BRS Pérola do Cerrado

A técnica estatistica multivariada ndo supervisionada de Analise de Componentes
Principais (PCA) foi utilizada para interpretar a distribuicdo dos dados obtidos, através da
analise CLUE-ESI-EM, dos extratos de folhas, cascas, sementes e calos de P setacea
BRS-PC. Essa técnica considera varidveis de intensidade por metabolito para identificar
padrdes e relagdes nos dados, facilitando a interpretagdo entre os grupos analisados (GALLO
& DE SOUZA, 2022). Os dados de intensidade de pico obtidos a partir dos extratos de calos
de cotilédone em diferentes tempos de cultivo de 30, 60 e 90 dias (C30, C60 e C90) foram
correlacionados com os dados obtidos a partir dos extratos de cascas, folhas e sementes (Ca,
Fo e Se).

Os resultados da classificacdo das amostras, segundo o método ndo supervisionado,
explicam 74.7% da variancia total dos dados em duas componentes principais (PC’s). Ou seja,
as duas PC’s capturam a maior parte da informacao presente no conjunto total de dados,
reduzindo a dimensionalidade ao considerar as varidveis mais relevantes. O grafico “score”
(Figura 10A) indica o agrupamento com base na similaridade dos perfis metabdlicos dos
extratos de calos de cotilédone nos diferentes tempos de cultivo, cascas, folhas e sementes
(C30, C60, C90, Ca, Fo e Se). O grafico “loading” (Figura 10B) ilustra a dire¢ao da variancia
projetada para cada amostra, destacando quais metabolitos contribuem mais

significativamente para essa variagao.
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O grafico de pontuacgdo (score) ¢ formado pela distribui¢cdo das amostras em duas
componentes principais, o eixo X e Y (Figura 10A). O eixo X representa a componente
principal 1 (PCl), que explica 47,3% da variancia dos dados e o eixo Y representa o
componente principal 2 (PC2), que explica 27,4% da variancia dos dados. Somando ambas as
componentes, € justificado 74.7% da variancia. Neste grafico pode-se observar o agrupamento
positivo das amostras de calos de cotilédones nos trés periodos de cultivo (C30, C60, C90) em
relacdo as componentes 1 (PC1) e 2 (PC2). As amostras das partes das plantas, representadas
pelas folhas (Fo), cascas (Ca) e sementes (Se) foram correlacionadas negativamente pelas
componentes. A varidncia de Fo foi a amostra que apresentou maior correlagdo com PCl,
enquanto a amostra Ca foi pouco explicada pelas componentes PC1 e PC2. J4 a amostra de
sementes (Se) ndo foi justificada pela variancia de PC1 e PC2.

O gréfico de carga (loadings), demonstrado na Figura 10B, indica a direcdo da
variancia para a qual a amostra ¢ projetada, ou seja, ilustra como os diferentes metabolitos se
projetam ao longo das componentes principais identificadas na andlise. Variaveis (ou
metabolitos) que estdo na mesma distancia do ponto zero e compartilham a mesma dire¢ao no
grafico sao positivamente correlacionadas. Por outro lado, metabdlitos que estdo na mesma
distancia do ponto zero, mas com dire¢des opostas, sdo negativamente correlacionados. Isso
sugere que quando um metabdlito aumenta, o outro tende a diminuir e vice-versa (GALLO &
DE SOUZA, 2022).

Valores de Loadings 1 positivo, especificos de folhas, variando entre 0,1 e 0,3: NI
(1), flavonoide isoschaftosideo, terpenos cicloartano glicosideos e astragalosideo I,
glicosideo sulfoquinovosil monoacilglicerol (SQMG) e 4cido galacturdnico ou gluconico.
Valores positivos de Loadings 1 (variando entre 0,05 e 0,2) e 2 (maior que 0,1) especificos de
calos de cotilédone (C30, C60, C90): acido glutdmico, acido L-trednico, N-frutosil
piroglutamato, 4cido azelaico, NI (4), Acido tri-hidroxi-octadecaenoico (FA 18:1+30) e Acido
hidroxi hexadecenoico. Valores negativos de Loanding 1 (menor que -0,1) e 2 (menor que
-0,1), exclusivos de sementes: acido citrico e os compostos nao identificados NI (2), NI (3),
NI (5) e NI (6). Compostos presentes nos calos de cotilédones e nas folhas com valores
positivos para Loading 1, maior que 0,1: acido mesaconico, acido D-ribonico,

tri-hidroxi-butanoico, acido succinico e acido hidroxisubérico
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Figura 10. Gréficos de scores (variancia) (A) e loadings (residuos de variancia) (B) obtidos a
partir da Andlise de Componentes Principais (PCA) para o conjunto de dados de folhas (Fo),
cascas (Ca), sementes (Se) e calos de cotilédones de P. setacea cv. BRS Pérola do Cerrado
cultivados in vitro por 30 (C30), 60 (C60) e 90 (C90) dias em meio de cultura 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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6.2.2.7 Identificacdo de grupos de amostras através do algoritmo “K-means”

“K-means” ¢ um algoritmo que tem como objetivo de dividir um conjunto de dados
em grupos de amostras que compartilham uma medida/caracteristica principal em comum. O
principio do método matematico ¢ o agrupamento de amostras, de acordo com as
similaridades, e o calculo de um valor referéncia a partir das intensidades de cada metabolito,
dentro do conjunto de amostras.

Para construir os clusters (grupos), utiliza-se a distancia entre os valores observados
em cada amostra e um valor de referéncia. Esse valor de referéncia ¢ calculado com base nas
intensidades de cada metabolito em todo o conjunto de amostras. Amostras com valores de
metabolitos mais proximos desse valor de referéncia serdo agrupadas no mesmo cluster,
dentro de um intervalo de confianca. Este método garante que as amostras que compartilham
caracteristicas metabolicas similares fiquem juntas, facilitando a identificacdo de padrdes e
tendéncias nos dados (Ikotun et al., 2023).A separacdo entre os grupos ¢ destacada pela
elipsdide, na cor verde, demonstrada na Figura 11, indicando as cascas e os calos de
cotilédone nos tempos de cultivo de 30, 60 e 90 dias (C30, C60 e C90) em um unico grupo
distinto das folhas, a direita, e as sementes, a esquerda (GALLO & DE SOUZA, 2022).

Figura 11. 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 cotilédone de P, setacea cv. BRS Pérola do Cerrado cultivados in vitro por 30
(C30), 60 (C60) e 90 (C90) dias em meio de cultura Murashige & Skoog suplementado com

88,5 mM de sacarose, 2,5 mM de 2,4-D e 0,2% de Phytagel.

PC2(274%)

Cluster

o 20
PC1l(47.3 %)

Fonte: Elaborado pela autora.
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6.2.2.8 Analise estatistica multivariada supervisionada pelo método PLS-DA

O método quimiométrico de classificacdo supervisionada mais utilizado para
reconhecimento de padrdes em quimica analitica ¢ a Andlise Discriminante por Quadrados
Minimos Parciais (PLS-DA — Partial Least Squares Discriminant Analysis) (SANTANA et
al., 2020). Nos métodos supervisionados, amostras com caracteristicas previamente
conhecidas sdo empregadas para construir modelos de classificacdo. Esses modelos sdo entdo
aplicados para prever a classe de novas amostras desconhecidas, permitindo a identificacao e
categorizacdo eficiente de padrdoes complexos nos dados.

A partir do método de andlise PLS-DA foi possivel a identificagdo dos metabolitos
relevantes detectados através da correlagdo entre os calos derivados de segmentos de
cotilédones cultivados in vitro ao longo dos periodos de cultivo (C30, C60, C90) com as
partes das plantas, como as folhas (Fo), cascas do fruto (Ca) e sementes (Se) (Cocchi et al.,
2018). A analise PLS-DA das amostras com perfis metabdlicos conhecidos foi utilizada para
construir um modelo de classificagdo. Este modelo permite estimar o potencial das amostras
na produgdo de diversos tipos de metabdlitos considerados significativos pela andlise que
avaliou a Importancia da Variavel na Proje¢do (VIP) (Figura 12).

O gréfico na Figura 12 exibe no eixo X os valores VIP (Importincia da Variavel na
Projecao) dos metabolitos, que variam de 0,8 a 1,6, sendo os valores maiores que 1 (VIP>1)
considerados os compostos de maior importancia. No eixo Y, estdo listados os diferentes
metabolitos, classificados de acordo com sua relevancia determinada pelo modelo estatistico
VIP (Variable Importance in Projection ou Varidvel de Importancia para a Projecdo) a partir
da andlise PLS-DA.

Conforme ¢ possivel observar na Figura 12, os quadrados a direita representam as
amostras na ordem C30, C60, C90, Ca, Fo e Se. As cores dos quadrados, localizados abaixo
das amostras, expressam as concentragdes relativas dos metabolitos nos diferentes materiais
vegetais. O nivel de intensidade de cada metabolito para cada amostra ¢ indicado conforme a
escala de cores, onde o vermelho escuro representa alta concentracdo do composto, enquanto
azul escuro a baixa concentragdo do metabodlito. A ordem decrescente de acordo com a
intensidade ¢ dada da seguinte forma: vermelho > laranja > amarelo > azul claro > azul médio

> azul escuro.
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Figura 12. Importancia da Varidvel na Proje¢do (VIP) scores de metabdlitos detectados em
extratos de folhas (fo), cascas (ca), sementes (se) e calos de cotilédones de P. setacea cv. BRS
Pérola do Cerrado nos tempos de cultivo de 30 (C30), 60 (C60) e 90 (C90) dias em meio de
cultura Murashige & Skoog suplementado com 88,5 mM de sacarose, 2,5 mM de 2,4-D e
0,2% de Phytagel, obtidos a partir da Analise Discriminante de Quadrados Minimos Parciais

(PLS-DA).
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Fonte: Elaborado pela autora.

A Tabela 8, gerada a partir dos resultados da Figura 12, demonstram os compostos
classificados de acordo com a faixa de valores VIP do eixo Y. Os metabdlitos selecionados
como significativos e considerados de maior importincia para a proje¢do foram os que

apresentaram valores de VIP >1 no eixo X.
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Tabela 9. Metabdlitos classificados de acordo com a faixa de valores VIP, obtidos a partir da
Analise Discriminante de Quadrados Minimos Parciais dos extratos de folhas, cascas,
sementes e calos de cotilédone de P. setacea cv. BRS Pérola do Cerrado nos diferentes tempos
de cultivo em meio Murashige & Skoog suplementado com 88,5 mM de sacarose, 2,5 mM de
2.4-D e 0,2% de Phytagel.

VIP scores Metabolitos

Acidos galacténico, sulfoquinovosil monoacilglicerol

Entre 0.8 ¢ 1,0 (SQMG), hexose, acido D-ribonico, NI (4)

Entre 1,0 ¢ 1,2 NI (3), acido L-treonico, NI (6)

Acido azelaico, NI (2),

Entre 1,2 ¢ 1.4 FA18:1+30 (tri-hidroxi-octadecaenoico)

Entre 1,4 e 1,6 Acido citrico, N-frutosil piroglutamato

Entre 1,6 € 1,8 NI (5), sabian

Fonte: Elaborado pela autora.

Nos valores VIP que apresentaram maior importancia para a proje¢ao, entre 1,6 e
1,8, identificou-se o composto desconhecido NI (5) e sabian, detectado apenas na amostra de
sementes, com maior intensidade marcada nas partes da planta (Se, Ca e Fo, respectivamente).
O flavonoide sabian ja foi relatado no tratamento de doencas reumadticas e de tumefacdes em
uma erva medicinal popular na China (DENG et al., 2006). Porém, ndo se tem conhecimento
de relatos de sua presenca em espécies de passifloras. A maioria dos compostos com maior
intensidade em sementes (Se) sdo desconhecidos, exceto o acido citrico e o flavonoide sabian,
sendo estes os metabdlitos NI (2), NI (3), NI (5) e NI (6). O metabolito O-metil-epicatequina,
encontrado apenas na amostra de semente, ndo foi considerado neste modelo de projecdo,
assim como o acido glucurdnico, identificadas também nas cascas e calos C30 e C60.

Nos valores VIP entre 1,4 ¢ 1,6 identificou-se dois compostos, o acido citrico € o
N-frutosil piroglutamato. O acido citrico, apenas encontrado na amostra de sementes,
apresentou maior intensidade em Se (vermelho), seguido pelas Ca (laranja) e C30 (amarelo).
Enquanto o N-frutosil piroglutamato, presente apenas nas amostras C30 e C60, apresentou
intensidade C30 (vermelho), C60 (laranja) e Se (amarelo). Esse metabolito, ¢ um derivado do
glutamato que, submetido a reagdes de Maillard, entre agucares e aminoacidos, resultam na
formacdo de wuma variedade de produtos, incluindo derivados como o
N-fructosyl-piroglutamato (MINESTRINI ef al., 2022). Os aminoécidos, além de formar

proteinas, sdo essenciais para a fisiologia das plantas, atuando na sinalizagdo de estresses,
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desenvolvimento vegetal e como precursores de metabolitos essenciais para a nutri¢do
humana (HILDEBRANDT et al., 2015; TROVATO et al., 2021).

Na sequéncia, com valor VIP de 1,0 a 1,2, entre dois compostos nao identificados,
NI (3) e NI (6), é possivel observar a presenga do acido L-trednico com alta intensidade em
C30 (vermelho), C60 (laranja) e Fo (amarelo), sendo este composto identificado apenas na
amostra de calos cultivados in vitro por 30 dias. VIP com valores entre 1,2 ¢ 1,4 é marcada
pela presenga de dois compostos presentes apenas nas amostras de calos de cotilédone C30 e
C60, sendo esses o acido azelaico e FA18:1+30 (tri-hidroxi-octadecaendico) com intensidade,
para os dois compostos, maior em C30 (vermelho) C60 (laranja) e Fo (amarelo). Quanto ao
acido azelaico, conhecido por sua aplicagdo nas industrias cosmética e farmacéutica, ja foi
relatado como agente clareador da pele e como agente teraputico no tratamento de acne
(DINLER & CETINKAYA, 2024). O 4cido L-trednico, acido azelaico e
tri-hidroxi-octadecaenodico apresentam o mesmo padrdo de comportamento, pois todos sdo
identificados apenas em calos e seguem na projecdo com maior intensidade, entre as partes
das plantas, nas folhas. O que pode indicar que esses compostos sdo produzidos pelas folhas
em algum determinado estdgio de desenvolvimento. O 4cido glutdmico (C60) e o acido
hidroxi-hexadecendico (C60 e C90), encontrados apenas nos calos, ndo foram considerados
na proje¢ao VIP.

Muito proximo de VIP 1, destacam-se o metabdlito desconhecido NI (4) e o 4cido
D-ribonico, sendo esse encontrado apenas nas amostras de folhas e calos C30 e C60. O acido
D-ribonico ¢ investigado como uma alternativa promissora para o tratamento da doenga de
Alzheimer (THANDIVEL et al., 2024). A maior intensidade desse metabolito se apresentou
em C30 (vermelho), Fo (laranja) e C60 (amarelo). O NI (1), isoschaftosideo, astragalosideo II
e o cicloartano glicosideo, identificado apenas na amostra de folhas, ndo foram considerados
na projecao VIP.

Entre os valores VIP até 1, dois compostos se apresentaram com maior intensidade
em folhas (vermelho), seguido pelas cascas (laranja). Os metabodlitos considerados nesse
grafico, sdo identificados apenas nas amostras de folhas, sendo estes o acido galactonico e
sulfoquinovosil monoacilglicerol (SQMG). Portanto, apesar desses compostos terem sido
detectados apenas em folhas, o modelo prevé maior potencial destes metabolitos também
serem encontrados em cascas. Para os dois compostos, a menor intensidade mostrou-se nos
calos cultivados por 90 dias (azul escuro), ou seja, o modelo prevé que entre os calos, existe
maior possibilidade de encontréd-los em C30 e C60. O primeiro, acido L-galactdnico,

semelhante ao &cido D-gluconico, podem ser utilizados como materiais de partida na sintese
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quimica do acido ascorbico, além disso € usado em cosméticos, alimentos (como acidulante) e
produtos de limpeza (agente quelante). O segundo, SQMG, ¢ estudado como um agente
antitumoral promissor (HANASHIMA et al., 2000; MURAKAMI et al., 2004; OHTA et al.,
2010).

Além dos compostos ja apontados como ausentes na projecdo VIP, os seguintes
compostos também ndo foram considerados no modelo estatistico: O 4cido
3-hidroxi-butandico (Fo e C30), citrato de monoglicerideo (Ca), dcido mesaconico (Fo e
C30), acido homocitrico (Fo e Ca), acido succinico (Fo, Ca, C30 e (C90), acido

hidroxi-subérico e subérico (Fo, Ca, C30).
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7. CONCLUSAO, CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVA FUTURA

O presente estudo forneceu uma analise comparativa dos perfis fitoquimicos entre
calos derivados de segmentos de cotilédones de Passiflora setacea BRS Pérola do Cerrado,
cultivados in vitro por 30, 60 e 90 dias, assim como comparacdes com os perfis fitoquimicos
de folhas, cascas e sementes. A avalia¢dao foi realizada utilizando o sistema de analise dos
extratos por CLUE-ESI-EM e interpretada pelos métodos estatisticos PCA e PLS-DA.

Os resultados demonstraram que o tempo de cultivo teve impacto significativo tanto
no crescimento dos calos de cotilédone quanto na producdo de metabolitos de interesse
comercial. Calos cultivados por 30 dias apresentaram maior incremento no crescimento em
massa seca, que nao diferiu dos calos com 60 dias de cultivo.

Os calos por 30 dias também apresentaram o maior nimero de 12 compostos
quimicos em relagdo aos demais tempos de cultivo. A andlise revelou que, aos 60 dias, foram
identificados dois compostos adicionais, sugerindo que a escassez de nutrientes pode estar
relacionada com a sintese de novos metabolitos. Portanto, embora o cultivo por 60 dias
permita a producao de compostos adicionais, os calos de 30 dias mostraram-se mais
promissores em termos de diversidade de metabolitos e eficiéncia do tempo de cultivo, uma
vez que produziram uma gama variada de compostos secundéarios em um periodo mais curto
de tempo.

Considerando que aproximadamente metade dos compostos encontrados em calos de
60 dias foram detectados aos 30 dias, ¢ sugerido que estudos futuros explorem um periodo
intermediario de cultivo, como 45 dias, para potencial otimiza¢ao da produciao de metabdlitos.
Aos 90 dias, ndo foram encontrados compostos novos, apenas um metabolito em comum com
C30 e um com C90, indicando que este intervalo ndo ¢ ideal para a exploracao de metabdlitos,
dentro das condic¢des de cultivo estabelecidas nesse trabalho, ou para a otimizagdo do tempo
de cultivo. Porém, devido a rigidez dos calos neste periodo de cultivo e a resisténcia a
desagregagdo na maceragdo, acredita-se que a eficacia da extracdo pode ter sido prejudicada.
Por isso, em estudos futuros, sugere-se a trituragdo completa dos calos, visando aumentar a
superficie de contato do material com o solvente, consequentemente melhorando a eficiéncia
da extragao.

Em termos de comparacdo com partes da planta, as folhas apresentaram o perfil
metabolico mais semelhante aos calos, com seis metabdlitos comuns, especialmente com os
calos cultivados por 30 dias. Seguiram-se as cascas, com quatro metabolitos em comum, e por

ultimo, as sementes, que compartilham apenas o acido glucurénico com calos de 30 e 60 dias.
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A maior semelhanga das folhas e cascas com os calos sugere que o cultivo in vitro pode ser
otimizado para a producdo de metabolitos desses metabolitos em comum (visto maior
semelhanga dessas partes em comparagdo com as sementes), cujo desenvolvimento in vivo
leva mais de 30 dias.

Adicionalmente, a identificagdo do composto sabian nas sementes, um metabolito
ndo previamente relatado para espécies de Passifloras, destaca uma linha promissora para
pesquisas futuras. Sendo este composto ja documentado no tratamento de doencgas reumaticas,
portanto, indicando seu potencial medicinal. O modelo estatistico VIP sugere este metabolito,
entre os calos de cotilédone, em maior intensidade nos calos cultivados por 30 dias, ou seja, o
ajuste no meio de cultivo, como a manipulacao de elicitores, pode induzir a maior produgdo
desse composto.

A pesquisa também identificou compostos exclusivos nos calos, como &cido
glutdmico, 4acido L-trednico, N-frutosil piroglutamato, acido azelaico, NI (4) e 4cido
tri-hidroxi-octadecaendico. Seis compostos detectados, ndo foram identificados, indicando a
necessidade de aumentar a quantidade de massa seca utilizada em estudos futuros para obter
resultados mais precisos e detalhados.

Em suma, os dados obtidos oferecem perspectivas valiosas para a exploragdo das
propriedades quimicas da P. setacea BRS-PC e destacam o potencial do cultivo in vitro na
otimizagdo da producdo de metabodlitos. Dado que os calos de 30 dias se mostraram
particularmente eficazes na geracdo de uma variedade de compostos secunddrios em um
periodo mais curto, eles representam uma estratégia promissora para futuras investigagoes. A
relevancia dos resultados estd na contribuicdo para o desenvolvimento de protocolos de
cultivo mais especificos e eficientes para esta espécie, proporcionando avango na

biotecnologia aplicada a producao de metabdlitos.
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