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RESUMO

BRITTO, I.O. Determinagao do perfil molecular dos extratos de folhas de Carica
papaya (L.) em busca de biomarcadores estagio-dependentes relacionados a
doencga da meleira do mamoeiro. 2024. 103f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) —
Programa de P6s-Graduagao em Biotecnologia, UFES, Espirito Santo. Brasil.

A doenca da meleira do mamoeiro, causada pelo complexo viral PMeV (PMeV e
PMeV?2), resulta em perdas significativas na qualidade e produgao dos frutos. Plantas
infectadas permanecem assintomaticas até a floracdo e frutificacdo, atuando como
reservatorios silenciosos do virus no campo. Metabdlitos secundarios podem ser
usados como marcadores da progressdo da doenca e técnicas cromatograficas
podem ser Uteis para a detecc¢ao precoce da doencga. Neste estudo, perfis moleculares
de extratos etandlicos de folha de C. papaya (2,5, 5,0 e 7,5 mg.mL™") e fragbes em pré
e pos-floracdo, com e sem sintomas de doenca, foram avaliados por espectroscopia
UV-Vis, cromatografia em fase reversa, cromatografia por troca ibnica e
espectrometria de massas. A concentragdo de 7,5 mg.mL™" foi selecionada como a
concentragdo de trabalho dos extratos brutos. Nos cromatogramas, os picos de
interesse exibiram formato simétrico, eluicdo em faixas de tempo de retencao
similares entre os trés estagios da planta, largura de base estreita, semelhantes e
auséncia de caudas, indicando uma separacao eficiente e interagcdes favoraveis dos
metabalitos presentes com a fase estacionaria. Os parametros analiticos indicaram
picos cromatograficos quantitativamente maiores no extrato de folhas em pré-floracao,
comparados aos de poés-floragao, refletindo uma possivel resposta de defesa da
planta contra infecgéo viral. Diferengas significativas nos perfis cromatograficos entre
os diferentes estagios foram observadas, indicando o potencial desses grupos como
biomarcadores da doenca da meleira. Este estudo desenvolveu um método
cromatografico sensivel e reprodutivel para distinguir os estagios da planta,
identificando os flavonoides e alcaloides como componentes dos grupos estratégicos
relacionados ao sistema de defesa contra a infecg&o viral.

Palavras-chave: Defesa vegetal. Diagnostico. Biomarcadores. Meleira do mamoeiro.
Cromatografia.
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ABSTRACT

BRITTO, 1.0. Molecular Profiling of Carica papaya (L.) Leaf Extracts in Search of
Stage-Dependent Biomarkers for Papaya Sticky Disease. 2024. 103p. Thesis
(Doctoral in Biotechnology) - Postgraduation Biotechnological Programme, UFES,
Espirito Santo. Brazil.

Papaya Sticky Disease is caused by PMeV viral complex and poses a significant threat
to papaya production worldwide. Infected plants remain asymptomatic until flowering
and fructification, acting as silent reservoirs of the virus in the field. Secondary
metabolites could act as potential biomarkers of disease progression and can be
detected using chromatographic techniques for early disease diagnosis. In this study,
molecular profiles of ethanolic extracts from C. papaya leaves in pre- and post-
flowering (2.5, 5.0, and 7.5 mg.mL") and fractions were evaluated by UV-Vis
spectroscopy, reversed-phase chromatography, ion exchange chromatography, and
mass spectrometry. The 7.5 mg.mL"" concentration was selected as the experimental
concentration for crude extracts. Chromatograms showed symmetrical peaks, eluted
within similar retention time ranges across the three plant stages, with narrow base
widths, similar peak shapes, and no tailing, suggesting the presence of a limited
number of potentially isolable compounds. Analytical parameters indicated
quantitatively larger chromatographic peaks in pre-flowering leaf extracts compared to
post-flowering ones, reflecting a possible defense response against viral infection.
Significant differences in chromatographic profiles between the different plant stages
were observed, indicating the potential of these groups as biomarkers for Papaya
Sticky Disease. This study developed a sensitive and reproducible chromatographic
method to distinguish plant stages, identifying flavonoids and alkaloids as components
of strategic groups related to the defense system against viral infections.

Key words: Plant protection. Diagnosis. Biomarkers. Papaya Sticky Disease.
Chromatography.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 RELEVANCIA ECONOMICA DE Carica papaya LINN

A planta Carica papaya Linn €& importante para o Brasil em decorréncia do valor
econdmico atribuido em especial ao seu fruto (Accipe et al., 2023; FAO, 2024; Vij e
Prashar, 2015). A posi¢cédo brasileira no cenario mundial de fruticultura € bastante
vantajosa, de modo que o pais se encontra entre um dos cinco maiores produtores e
exportadores mundiais de mamao (IBGE, 2022; FAO, 2024). O desempenho
consistente ao longo dos anos no setor consolidou o Brasil como fornecedor de
destaque no mercado global (FAO, 2024; Lira e Barbieri, 2024). Dados de produgéo
mundial elencam o pais em segunda posic&o, sendo liderado pela india e seguido por
Brasil, Republica Dominicana, México e Indonésia, enquanto os paises cuja
exportagdo de mamao é mais expressiva sdo em primeiro lugar México, seguido por
Brasil, Guatemala, Malasia, Estados Unidos da América e Holanda (FAO, 2024, Lira
e Barbieri, 2024).

Os dados relacionados a producao nacional apontam o estado do Espirito Santo como
primeiro colocado (FAO, 2024), detendo 38,8% do total, posicionando-se como o
maior produtor tanto em quantidade quanto em qualidade. Essa relevancia se traduz
em um impacto socioecondmico significativo, gerando renda superior a 1,17 bilhdo de
reais para os produtores rurais em 2022, o que representa cerca de 5% do Valor Bruto
da Produgao Agropecuaria capixaba. A qualidade do mamao produzido no Espirito
Santo o torna um produto altamente competitivo no mercado internacional,
alcangcando 37 paises em 2023 e gerando 21,1 milhdes de dodlares em receita com
exportagdes (Brasil, 2024). Outros estados com produgado expressiva do fruto s&o
Bahia, Ceara, Rio Grande do Norte e Minas Gerais (Figura 1) (IBGE, 2022). Além da
relevancia macroeconémica, € importante destacar a importancia social da cultura do
mamao, que gera emprego e renda para a populagao rural e para o pequeno produtor
(FAO, 2024; Lucena et al., 2021). Embora a maior parte da produgdo nacional de
mamao seja destinada e consumida pelo mercado interno, a exportagdo do fruto
representa uma fonte significativa de renda e emprego ao longo do ano para os
produtores (Antunes et al., 2020; FAO, 2024, Lucena et al., 2021).
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A planta C. papaya tem relevancia para diversos setores diversos da economia como
o alimenticio através de doces, polpas, sucos, chas, condimentos e amaciante de
carne, o téxtil por meio do amaciamento de seda, 13, couro e remogao de pelos e o
farmacéutico pelo tratamento de doengcas em humanos e cosméticos proporcionado
pelo potencial bioldgico das diferentes partes do vegetal (fruto, folha, galho e latex)
(Accipe et al., 2023; Babalola et al., 2023; FAO, 2024; Gondim et al., 2022; IBGE,
2022; Sharma et al., 2020; Zhou et al., 2023).
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Figura 1. Produgao nacional de maméao e setores econdmicos em que a planta C. papaya se
enquadra. Espirito Santo 38,8% (439,5 t), Bahia 35,3% (400,4 t), Ceara (140,9 t), Rio Grande
do Norte (103,4 t) e Minas Gerais (48,4 t). Fonte: Adaptado de FAO, 2024; IBGE, 2022.

1.2 MELEIRA DO MAMOEIRO E ETIOLOGIA DA DOENCA

A demanda pela qualidade do fruto tem aumentado e o mercado consumidor tem se
tornado mais exigente quanto a isso (Antunes et al., 2020; Brasil, 2024; Ventura et al.,
2019; Ventura, Costa e Tatagiba, 2004), mas fatores abidticos e bidticos podem
comprometer essa qualidade, especialmente infecgbes causadas por patdgenos
como virus (Antunes et al., 2020; Maurastoni et al., 2023; Ventura, Costa e Tatagiba,
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2004; Vieira et al., 2024). O complexo viral Papaya meleira virus, composto pelos virus
papaya meleira virus e papaya meleira virus 2 (PMeV e PMV2 respectivamente) &
responsavel pela doenga da meleira do mamoeiro (“Papaya Sticky Disease” — PSD) e
representa uma das principais ameacgas ao cultivo de maméo (Antunes et al., 2016,
2020; Maurastoni et al., 2023; Vieira et al., 2024).

Nos anos 80, acreditava-se que a origem da doenga estava relacionada a fatores
abioticos, como a deficiéncia na absor¢cdao de boro e calcio. Os sintomas eram
semelhantes aos observados em plantas submetidas a estresse hidrico ou ao
desequilibrio desses nutrientes no solo (Nakagawa, Takayama e Suzukama, 1987).
Posteriormente, a doenca foi associada a fator bidtico confirmado como um virus de
RNA fita dupla (dsRNA) com tamanho aproximado de 10 a 12 Kb, denominado Papaya
meleira virus (Kitajima, 1993; Maciel-Zambolim et al., 2003; Rodrigues, C H, Ventura
e Mafia, 1989).

Em 2016, a etiologia foi novamente reconsiderada, pois o que antes era considerado
um material genético subgendmico de cerca de 4,5 Kb foi identificado como RNA
genémico, um RNA fita simples (ssRNA) pertencente a um segundo Vvirus,
denominado Papaya meleira virus 2 (Antunes et al., 2016; Antunes, 2017). A doenca
da meleira € causada pela agao conjunta desses dois virus e que despertam particular
interesse por serem virus de RNA e se alojam nos laticiferos (Antunes et al., 2020;
Kitajima, 1993; Maciel-Zambolim et al., 2003; Rodrigues, S P et al., 2009). Essas
particulas virais estdo ligadas a polimeros presentes no latex, podendo representar
um mecanismo de protegao ou transporte do virus (Rodrigues, S P et al., 2005). Além
do Brasil, a doenca ja foi relatada no México, Equador e Australia. A etiologia também
foi relacionada a um complexo viral no Equador (papaya virus Q (PpVq) and papaya
sticky fruit associated virus (PSFaV) enquanto nos demais paises, apenas o virus RNA
fita simples foi identificado (Antunes et al. 2016; Cornejo-Franco et al., 2024;
Madrofero et al. 2018; Pathania et al. 2019, Quito-Avila et al., 2015; Quito-Avila et al.,
2023).

O segundo virus (PMeV2) ndo é capaz de formar as particulas virais convencionais,
pois ndo possui 0 gene que codifica a proteina capsideal e depende de um virus
auxiliar para conseguir transmitir seu genoma (Antunes et al., 2016, 2020; Quito-Avila

et al., 2023). Os estudos também mostraram que o PMeV sozinho ndo é capaz de
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causar sintomas na planta e que uma infeccdo dupla € necessaria para isso.
Possivelmente, particulas hibridas seriam formadas pela combinagdo da proteina
capsideal do PMeV e o0 ssRNA do PMeV2, o que explicaria a severidade dos sintomas
observados na pos-floracdo e pos-frutificagdo. Essas descobertas foram
fundamentais para o desenvolvimento de estratégias de controle da doenca da

meleira do mamoeiro (Antunes et al., 2016, 2020).

1.3 SINTOMATOLOGIA E DIAGNOSTICO MOLECULAR

Os sintomas classicos da doenca da meleira compreendem a exsudagao de um latex
translucido e bastante aquoso do fruto, escurecimento do fruto decorrente da oxidagao
do latex quando em contato com o oxigénio, surgimento de lesdes necréticas na ponta
das folhas jovens também decorrente dessa exsudagdo, areas irregulares verde-
claras e amareladas nos frutos verdes e perda de importante propriedade inseticida
natural no fruto, o benzil isotiocianato (BITC), contra as mosca das frutas havendo
riscos de se levar doencgas para fora do pais (Figura 2). O préprio nome da doenga
Papaya Sticky Disease se deu a partir da aparéncia pegajosa dos frutos infectados
(Antunes et al., 2020; Fernandes et al., 2018; Ventura, Costa e Tatagiba, 2004).

E intrigante o fato de que as plantas infectadas permanecem assintomaticas até a
floracdo e frutificagdo (Ventura, Costa e Tatagiba, 2004) e a pré-floragao € o periodo
que em teoria ha a presenga apenas do virus auxiliar PMeV (Antunes et al., 2016).
Porém, na pos-floragao e pos-frutificagdo e com a chegada do virus PMeV2, a planta
perde a suposta tolerdncia que permite a coexisténcia de virus e hospedeiro
(Madroriero et al., 2018), ha o desenvolvimento dos sintomas da virose e perda da
qualidade do fruto com consequentes prejuizos econdmicos. Portanto, é
imprescindivel o desenvolvimento de métodos eficazes de controle e diagndstico da
doenga no campo, juntamente com o desenvolvimento de uma variedade de mamé&o
resistente aos virus da meleira. Isso se torna ainda mais importante ao considerar que
as plantas desempenham o papel de reservatorio viral silencioso no pomar até o

surgimento dos sintomas (Antunes et al., 2020, Merchan-Gaitan et al., 2024).
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No Brasil, os pomares devem ser monitorados semanalmente para controle
fitossanitario da doenga da meleira (Ventura, Costa e Tatagiba, 2004) e as estratégias
de controle envolvem a erradicacao das plantas doentes identificadas pelos sintomas
(Abreu, P M V et al., 2015; Antunes et al., 2020). Mesmo com controles rigorosos, a
doenca pode afetar até 20% da produg¢do. Em caso de cuidados inadequados, 100%
da colheita pode ser perdida (Abreu, E F M et al., 2015; Antunes et al., 2020; Vieira et
al., 2024). Por isso, € importante o desenvolvimento de métodos de diagndstico da
doenca no campo, especialmente em plantas assintomaticas que servem como

in6culo viral.

O método diagndstico da doenga da meleira acontece por meio da biologia molecular
(Abreu, P M V et al., 2012; Maurastoni et al., 2020). Inicialmente, o diagndstico era
feito pela extragdo do dsRNA total oriundo de latex de plantas doentes e seguida
visualizagdo da banda correspondente em gel de agarose (Kitajima, 1993; Maciel-
Zambolim et al., 2003; Rodrigues, S P et al., 2005), mas ndo era abrangente para
detecgao do virus em outros tecidos da planta e ndo considerava a presenca do
PMeV2. Com o avango das pesquisas, a metodologia de RT-PCR precisou ser
ajustada e possibilitou a detecgéo viral em tecidos como folhas, além de também
empregar PCR em tempo real quantitativo nesse diagndstico (RT-qPCR) (Abreu, P M
V et al., 2012; Araujo et al., 2007; Antunes et al.,, 2016). O RT-PCR multiplex
recentemente permitiu a detec¢ao simultanea dos dois virus (Maurastoni et al., 2020).
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Figura 2. Sintomas tipicos da doenga da meleira em pomar em estagios iniciais da doenga da

meleira. A) Mamoeiro cujos frutos apresentam escurecimento e exsudagao de latex. B)
Lesdes necréticas na ponta das folhas jovens indicadas pela seta. C) Latex fluido e bastante
aquoso em frutos de plantas infectadas apds lesao mecanica superficial e manchas verdes e

amareladas. Fonte: Autoral.
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1.4 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

1.4.1 A cromatografia como uma ferramenta diagnostica

Diagnésticos virais requerem uma abordagem multifacetada e a técnica de PCR
convencional e em tempo real se estabeleceu como o padréo ouro para a identificagao
viral precoce. No entanto, essa técnica possui limitagcbes que incluem um
procedimento complexo, elevado custo dos reagentes, necessidade de méao de obra
altamente especializada e a possibilidade de resultados falso-negativos. Isso
impulsionou o desenvolvimento de novas tecnologias, abrangendo dispositivos
inovadores de detecgdo, avangos em métodos de testes soroldgicos e ensaios
sorolégicos baseados em antigeno-anticorpo (Costa, Buss e Espinoza, 2020;
Filchakova et al., 2022; Wu et al., 2024).

Ademais, as técnicas cromatograficas também s&do importantes para o diagnostico
clinico devido a sua especificidade, sensibilidade, capacidade quantitativa e potencial
de alto rendimento (Jadhav et al., 2022; Katuzna-Czaplinska e J6zwik 2014; Ngere et
al., 2023; Oladimeji e Valan, 2020). Essas vantagens tornam a cromatografia uma
ferramenta indispensavel para o desenvolvimento de métodos diagndsticos precisos,
com alta capacidade de padronizagao e com reconhecido potencial de para criagao
de kits ou métodos de diagndsticos de baixo custo, abrindo caminho para aplicagdes
inovadoras e perspectivas pioneiras de pesquisa, particularmente nas ciéncias
biolégicas, ambientais e médicas. Isso representa uma oportunidade para o
desenvolvimento de métodos diagndsticos alternativos baseados em abordagens
cromatograficas (Ashraf et al., 2024; D'atri et al., 2019; Lima et al., 2021; Messner et
al., 2022; Moreira et al., 2023; Ngere et al., 2023).

1.4.2 Fundamentos sobre Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Os extratos de planta contém numerosos fitoconstituintes com diferentes graus de
polaridade, o que representa um desafio durante a extragcdo, isolamento e
caracterizagdo dos metabdlitos secundarios (Ingle et al., 2017; Oladimeji e Valan,
2020). A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE, do inglés High-Performance
Liquid Chromatography HPLC) € uma técnica analitica que auxilia nesse processo por

ser flexivel, estavel, eficaz, qualitativa e quantitativa muito empregada no controle de
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qualidade de extrato bruto de espécies vegetais para investigacdo do potencial
bioldgicos e para isolamento de produtos naturais (Cannell, 1998; Ingle et al., 2017,
Oladimeji e Valan, 2020).

A cromatografia liquida € um método fisico-quimico de separagdo em que a
distribuicdo das moléculas pela fase estacionaria acontece de forma desordenada e
isso permite que os picos tenham um formato Gaussiano e sigam uma distribuicao
normal (Snyder, 1983). O principio fundamental da HPLC reside na particao seletiva
e migragdo diferencial dos componentes da amostra entre duas fases: a fase
estacionaria e a fase mével (Snyder, 1983; Snyder e Kirkland, 1973; Snyder, Kirkland
e Dolan 2009; Harris, 1999). A fase movel € bombeada para a coluna preenchida com
a fase estacionaria em um fluxo constante e a amostra a ser analisada € injetada no
fluxo do eluente antes de entrar na coluna. Os componentes da amostra sao retidos
seletivamente ao atingir a coluna com base nas interagdes fisico-quimicas entre as
moléculas do analito e a fase estacionaria, e a interagao predominante que determina
a retencdo das moléculas é a adsorgao (Snyder, 1983; Snyder e Kirkland, 1973;
Snyder, Kirkland e Dolan 2009; Harris, 1999). De acordo com as condigdes
cromatograficas estabelecidas, a fase movel elui os componentes da amostra e as
técnicas de deteccdo sao usadas para detectar e medir os compostos eluidos (Figura
3) (Oladimeji e Valan, 2020, Snyder, Kirkland e Dolan 2009; Harris, 1999).

Dentre os detectores disponiveis, os detectores UltraVioleta (UV) s&o populares
devido a sua alta sensibilidade, além da maioria dos compostos de origem natural
apresentarem alguma absorgcdo de UV em comprimentos de onda baixos (190-210
nm) (Cannell, 1998). Em condi¢cdes cromatograficas adequadas, cada composto deve
apresentar um pico caracteristico no cromatograma (Sasidharan et al., 2011) e a area
de cada pico, definida pela regidao delimitada pelo inicio e fim da eluicdo do pico, é
diretamente proporcional a concentragcédo nos detectores UV (Snyder, 1983).

A cromatografia liquida é categorizada de acordo com o sistema de fases utilizados
no processo podendo ser cromatografia de fase normal (FN-HPLC - diferencia os
fitocompostos com base na polaridade), cromatografia de fase reversa (FR-HPLC),
cromatografia de troca ibnica (IXC-HPLC), cromatografia de exclusdo por tamanho (a
separagao ocorre com base no tamanho das moléculas) e quem determina o modo

cromatografico é a fase moével (Oladimeji e Valan, 2020, Snyder, Kirkland e Dolan
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2009; Harris, 1999). A FR-HPLC se baseia no principio das intera¢des hidrofobicas
decorrentes das forgas entre o eluente polar e a fase estacionaria apolar. A ordem de
eluicdo consiste primeiro nos compostos polares, seguidos pelos menos polares e,
por ultimo, os apolares (Figura 4) (McHale et al., 2021; Rusli et al., 2022; Poole, 2003;
Snyder, Kirkland e Dolan 2009).

A literatura aponta que mais de 60% de todas as separagdes por HPLC sejam
realizadas no modo de fase reversa por conta da flexibilidade, versatilidade e escopo
do processo que ela apresenta, oferecendo uma grande vantagem na analise de
compostos com diferentes polaridades e massas moleculares (Ahuja, 2006; Oladimeji
e Valan, 2020; Prathap, 2013). A IXC-HPLC por sua vez baseia-se nas forgas de
atrac&o entre os ions do solvente e os sitios carregados ligados a fase estacionaria e
a separagao dos componentes pode ser controlada pelo ajuste do pH da fase mével,
temperatura, composic¢éo ibnica e adi¢do de modificadores. Os trocadores de cations
contém sitio de ligacdo carregados negativamente, ligados covalentemente, que
atraem os cations do solutos e nos trocadores de anions, os grupos carregados
positivamente na fase estacionaria atraem os anions do soluto (Harris, 1999; Oladimeji
e Valan, 2020; Weiss e Wesiss, 2004).

As principais tecnologias usadas na metabolémica incluem além da cromatografia
liquida, a cromatografia gasosa, espectrometria de massas, espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear e espectrometria por infravermelho com transformada
de Fourier. Esses métodos sao frequentemente combinados para fornecer
informagdes complementares e s&o capazes de analisar diferentes tipos de
metabdlitos (Hakeem et al., 2019; Lu et al.,, 2017; Ye et al.,, 2022). As técnicas
hifenadas apresentam vantagens como auséncia de necessidade de uma grande
quantidade de analito na sua forma purificada, a possibilidade de ajustar a seletividade
das amostras, resultando em maior velocidade de analise e melhorias nos limites de
deteccdo. Além disso, essas técnicas possuem maior sensibilidade e sdo mais
eficientes e rapidas do que as técnicas convencionais de analise (Feng et al., 2021,
Skirycz et al., 2016).
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1.5 Carica papaya L. E OS METABOLITOS SECUNDARIOS RELACIONADOS A
DEFESA CONTRA OS VIiRUS

Durante muito tempo, a pesquisa sobre o patossistema C. papaya — complexo viral
PMeV focou na relagao entre plantas sadias/doentes e o virus PMeV, considerado o
unico responsavel pela doenca. A partir de 2016, foi necessario considerar ambos os
virus (PMeV e PMeV2) e reavaliar o sistema de interagcdo entre virus e planta, tanto
na pre-floragdo quanto na pos-floragdo, que resultava em tolerancia ao patégeno ou
manifestagdo dos sintomas (Antunes et al., 2016; Fernandes et al., 2018; Madrofiero
et al., 2018; Maurastoni et al., 2023; Soares et al., 2017).

Houve uma progresséo significativa na construgdo de uma rede de conhecimento
bioquimico e molecular que investiga a interacdo entre a planta C. papaya e o
complexo viral PMeV. No entanto, para uma compreensdo mais abrangente deste
patossistema, é necessario expandir as investigacdes para o metabolismo secundario.
A pesquisa atualmente disponivel sobre as respostas dos metabdlitos secundarios de
C. papaya a infeccdo pelo complexo viral PMeV em diferentes estagios de
desenvolvimento € limitada, o que representa um obstaculo para o desenvolvimento
de novas ferramentas de diagndstico e estratégias de controle da doenca da meleira.
Além disso, ha uma caréncia geral de estudos sobre o impacto das infec¢des virais
de plantas e o metabolismo secundario (Canini et al., 2007; Duarte et al., 2023;
Khadam et al., 2019; Merchan-Gaitan et al., 2024; Pang et al., 2021; Singh et al., 2020;
Zaynab et al., 2018, 2019). Apesar dessas limitagbes, o interesse nesta area esta
crescendo, e ha evidéncias sugerindo que os virus de plantas podem exercer controle
sobre o acumulo desses compostos (Duarte et al., 2023; Merchan-Gaitan et al., 2024;
Zaynab et al., 2018).

Carica papaya L. é uma planta da familia Caricaceae, nativa da costa Caribenha da
América Central e sul do México, amplamente cultivada em regides tropicais,
subtropicais e neotropicais (Accipe et al., 2023; Babalola et al., 2023; Gondim et al.,
2022; Sharma et al., 2020; Vij e Prashar, 2015; Zhou et al., 2023). A planta, é atribuida
alta relevancia econémica, em especial pelo seu fruto (FAO, 2024) e suas folhas s&o
usadas pela medicina tradicional no tratamento de diversas doengas, como asma,

cdlica, febre de dengue e malaria, cancer (Nguyen et al., 2016), além de ter
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propriedades medicinais relacionadas ao aumento do apetite, estimulo da produgéao

de leite materno e prevengao e cura da malaria (Julianti, Oufir e Hamburger, 2014).

Estudos fitoquimicos e moleculares indicam que os extratos de diversas partes da
planta Carica papaya L. demonstram atividades bioldgicas significativas tanto in vivo
quanto in vitro. Estas incluem propriedades antioxidantes, antibacterianas,
cicatrizantes, anticancerigenas, antivirais contra dengue e malaria, anti-inflamatorias
e imunomodulatorias (Gondim et al., 2022; Sharma et al., 2020; Zhou et al., 2023).
Tais atividades sao atribuidas aos compostos bioativos presentes na planta, tais como
alcaloides, flavonoides, compostos fendlicos, carotenoides, triterpenos e esteroides
(Sharma et al., 2020; Zaynab et al., 2018), que também participam do sistema de
defesa vegetal contra infecgdes por patogenos (Duarte et al., 2023; Gondim et al.,
2022; Sharma et al., 2020; Zaynab et al., 2018; Zhou et al., 2023).

As plantas desenvolveram ao longo do tempo um sistema de defesa complexo,
envolvendo interagdes entre metabdlitos secundarios e organismos patogénicos,
cujas respostas imunes resultantes tém sido investigadas (Duarte et al., 2023;
Merchan-Gaitan et al., 2024; Pang et al., 2021; Son et al., 2023; Zaynab et al., 2018,
2019). A infecgao viral em plantas, exemplificada pelo complexo viral causador da
doenga da meleira do mamoeiro, representa um desafio econémico significativo pelos
danos causados a produgéo (Maurastoni et al., 2023; Vieira et al., 2024), carecendo
de estudos que elucidem as interagdes a nivel do metabolismo secundario entre o

patogeno e a planta C. papaya.

Duarte et al., 2023 reforcam a importancia sobre compreender como os virus alteram
o metabolismo do hospedeiro e como as plantas respondem a infecgdo. Os agentes
fitopatogénicos (fungos, bactérias, virus, nematoides, artrépodes, entre outros) tém a
capacidade de modificar a expressédo genética das plantas hospedeiras para suprimir
suas defesas ou induzir a produ¢cdo de componentes que favorecam seu préprio
desenvolvimento e infec¢cdo. Portanto, uma compreensao detalhada das interacdes
entre patdégenos e hospedeiros em nivel molecular € essencial para implementar
estratégias de defesa eficazes, contribuindo para o controle eficiente de culturas de
importancia econdmica (Duarte et al., 2023; Zaynab et al., 2019). Para mitigar o
impacto do estresse causado por infecgdes virais, as plantas sintetizam uma

variedade de metabdlitos secundarios que desempenham um papel crucial na defesa
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contra estresses bibticos e abioticos, e podem também possuir propriedades antivirais
tanto para animais quanto para outras plantas. Entre esses compostos, destacam-se
alcaloides, flavonoides e Oleos volateis (Duarte et al., 2023; Zaynab et al., 2018;
Mishra et al., 2020). Os virus também exercem um impacto significativo na biossintese
de horménios nas plantas, influenciando diretamente o mecanismo de defesa
regulado pelos horménios etileno, acido jasmdnico e acido salicilico (Madrofiero et al.,
2018; Mishra et al., 2020). Portanto, a identificacdo desses metabdlitos em plantas
infectadas pode revelar insights sobre as vias envolvidas nas respostas durante
interagdes planta-patogeno (Taglienti et al., 2020). No entanto, ha poucos estudos
disponiveis sobre como as infecgdes virais influenciam esses metabdlitos (Duarte et
al., 2023; Merchan-Gaitan et al., 2024; Mishra et al., 2020).

Esses metabdlitos secundarios estao envolvidos em processos como a sintese da
parede celular e na modulagédo de espécies reativas de oxigénio, tém a capacidade
de interagir com proteinas, alterando sua estrutura tridimensional por meio de ligagdes
covalentes com grupos SH, OH- ou amino livres, 0 que pode resultar na perda de
funcdo ou na modificagdo do turnover proteico (Khalid, Bilal e Huang, 2019; Zaynab
et al., 2018). Esses fendbmenos tém sido observados em plantas de C. papaya
infectadas pelo complexo viral (Antunes et al., 2020), evidenciando a necessidade de
estudos que correlacionem e atribuam estes e outros eventos a metabdlitos

secundarios especificos.

Um estudo de protedmica realizado em folhas infectadas pelo complexo viral PMeV
revelou a expressao diferencial de genes relacionados ao metabolismo secundario,
tanto antes quanto apds a floragdo, indicando uma resposta potencial a infec¢éo viral
(Soares, 2016). Contudo, esta investigagdo nao foi direcionada ao metabolismo
secundario, o que sugere que muitas informagdes relevantes podem nao ter sido
capturadas integralmente. A progressao da doenca da meleira do mamoeiro pode
induzir alteragdes concentracido dos metabdlitos secundarios da planta. Portanto, é
importante realizar uma investigagao aprofundada dessas variagdes no metabolismo
secundario, com o objetivo de relaciona-las a atividade antiviral contra os virus

causadores da doenga da meleira. Além disso, essa abordagem visa identificar
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potenciais biomarcadores da doenca que possam ser aplicados em estudos de

desenvolvimento de diagndsticos precoce da doenga da meleira no campo.

Justificativa: A identificacdo dos metabdlitos secundarios envolvidos na defesa de C.
papaya contra os virus PMeV e PMeV2 se faz necessaria e pode fornecer informagoes
valiosas sobre a interacdo do virus com a planta, possibilitando o desenvolvimento de
um novo método de diagndstico. Os resultados da pesquisa reduziriam os custos com
diagndstico para o produtor rural e auxiliariam no controle e prevengao da doenga da

meleira, tdo devastadora para a produgao de mamaéao.
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2. HIPOTESE E OBJETIVOS

2.1 HIPOTESE

Se o metabolismo secundario esta relacionado com o sistema de defesa de plantas
contra a infecgdo por patdégenos, entdo possivelmente existem diferencas a nivel de
metabolismo secundario em plantas de C. papaya entre a pré-floracédo e a pos-
floracdo em resposta a infeccdo pelo complexo viral PMeV e a caracterizagao
qualitativa e quantitativa destes biomarcadores podem auxiliar no diagnodstico da

doenga da meleira no campo.

2.2 OBJETIVO GERAL

Determinar e caracterizar o perfil de metabdlitos secundarios dos extratos etandlicos
de folhas de C. papaya associados ao mecanismo de tolerancia ao complexo PMeV
em plantas sadias e assintomaticas, e ao desencadeamento dos sintomas de meleira

na poés-floracao.

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Coletar folhas de C. papaya no campo em pré-floragéo e pés-floragéo;
) Realizar o diagnostico viral de PMeV e PMeV2 das folhas jovens nos trés

estagios do desenvolvimento por meio de biologia molecular;

° Produzir os extratos brutos de folha de C. papaya em pré e pos-floragao;

° Testar a solubilidade dos extratos vegetais;

° Testar a estabilidade cinética dos extratos vegetais;

° Analisar o perfil molecular qualitativo e quantitativo por meio de métodos

cromatograficos dos extratos e grupos de fragdes em pré-floragao e pos-floragao

° Determinar a identidade das moléculas por espectrometria de massas;
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MATERIAIS

Os reagentes para biologia molecular foram adquiridos da Invitrogen, Carlsbad, CA,
EUA e Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA. A glicina e cloreto de sodio
(NaCl) foram obtidos da Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Os reagentes quimicos
glicina e cloreto de sédio (NaCl) sdo de grau analitico e o solvente acetonitrila utilizado
em procedimentos cromatograficos sdo grau HPLC fornecidos pela sigma Aldrich.

METODOS

3.1 ESPECIE VEGETAL ESTUDADA E LOCALIDADE DE COLETA

As amostras de folhas de C. papaya (grupo Havai e variedade Alianga) em pré-
floragcdo (3 meses apos a germinagao) e em poés-floragéo (assintomatica e sintomatica
para a doenga da meleira do mamoeiro 12 meses ap0s a germinag¢ao) foram coletadas
no municipio de Linhares — ES, em diferentes localidades. O pomar em pré-floracédo
foi acessado em Rio Norte UTM 24K — 2000 E371784 N7837132, o pomar em pos-
floragao sintomatico foi acessado em Quartel de Cima UTM 24K — E376180 N7840424
e 0 pomar pos-floragao assintomatico foi acessado em Chapadao do XV UTM 24K —
E380512 N7856976. Foram coletadas informagdes a respeito do histérico-cultural do
pomar que incluiam além da localizacdo, a idade da plantagdo, frequéncia de
“roguing”, historico de meleira e mosaico. Foram coletadas 3 folhas da copa de cada
planta totalizando aproximadamente 60 arvores por pomar, de modo a manter a
integridade do local.

3.2 DIAGNOSTICO VIRAL EM FOLHAS

Para levar em consideragao a natureza heterogénea dos extratos composta por folhas
das diferentes plantas coletadas no mesmo pomar, foi utilizado um “pool” de material
genético para a reacdo de RT-PCR. Brevemente, o RNA total foi extraido
individualmente de 150 mg de folhas jovens de mamao (n=10) utilizando o reagente
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TRIzol® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) de acordo com as instrugbes do fabricante.
A pureza do RNA (A260/A280) foi avaliada em espectrofotbmetro NanoDrop®
ND2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). Em seguida, foram
preparados trés "pools" de RNA total na concentragéo de 1 pug-uL" ("Pool" 1 - folhas
em pré-floracdo; "Pool" 2 - folhas assintomaticas para a doenca da meleira em pds-
floragdo; "Pool" 3: folhas sintomaticas para a doenga da meleira em poés-floragéo). O
tratamento com DNase | (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), sintese da fita
complementar de DNA (cDNA), reacdes de PCR utilizando Tag DNA Polymerase
recombinante (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e gel de eletroforese foram realizados
conforme descrito por Antunes et al., 2016 e Maurastoni et al., 2020, uma vez que se
trata de metodologia rotineira desenvolvida para o diagnéstico dos virus PMeV e
PMeV2 pelo laboratério onde o estudo foi conduzido (LBAA).

3.3 PREPARO DOS EXTRATOS VEGETAIS

O método usado para a produgao dos extratos vegetais seguiu o que foi proposto pela
literatura com modificagdes (Alves et al., 2020; Britto et al., 2021; Salustiano, 2019).
O material vegetal foi desidratado por quatro dias a 45 °C em estufa com circulagéo e
renovagao de ar (Tecnal TE-394/3 MP), triturado em moinho de disco vibratorio
(Retsch RS200) no LBAA e armazenado em potes de plastico sob o abrigo de luz. O
material seco pulverizado foi depositado em percolador, onde adicionou-se etanol
absoluto na proporgao de 1:5 (m.v') e assim permaneceu em maceragao por 24 h. O
processo de extracdo por percolagdo foi exaustivo. Os extratos etandlicos foram
concentrados com auxilio de evaporador rotatério (Fisatom® 802) acoplado a bomba
de vacuo (GS® VAC30) e banho-maria (Fanem® 1102) durante 21 dias.
Posteriormente, os materiais concentrados foram liofilizados (-105 °C) em liofilizador
K108 Liobras no LABIOM para eliminagdo total de solvente remanescente. O
rendimento de cada extrato bruto (R) foi calculado segundo a equac&o abaixo e
posteriormente armazenados em frascos de vidro, fechados e mantidos a -20 °C
protegidos da luz e contato com oxigénio (McCloud, 2010). Os extratos foram
designados por abreviagdes daqui em diante (Tabela 1). Esta etapa foi realizada em
parceria com a Escola Superior de Ciéncias da Santa Casa de Misericordia de Vitoria
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(EMESCAM) e Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extens&o Rural
(INCAPER).

Equacéo 1. Determinagéo do rendimento dos extratos brutos.

extrato bruto(g)
R (%) — x 100
material percolado (g)

Tabela 1. Designacéo das abreviagdes correspondentes a cada extrato bruto.

Extrato bruto Abreviagao

Extrato etandlico de folha de C. papaya em pré-floragcao ISL
Extrato etandlico de folha de C. papaya em pos-floragao
assintomatico APF

Extrato etandlico de folha de C. papaya em pos-floragao sintomatico SPF

3.4 TESTE DE SOLUBILIDADE DOS EXTRATOS

As amostras (ISL, APF e SPF) foram solubilizadas separadamente na concentragao
de 5,0 mg. mL' em agua reagente tipo | acidificada com acido acético 0,1% v.v,
acetonitrila grau HPLC acidificada com &cido acético 0,1% v.v'' e em etanol absoluto
para estabelecimento do solvente a ser usado para diluicdo dos extratos e posterior
aplicacdo no cromatégrafo liquido. A determinagdo do solvente se baseou no
parametro de forga eluotrépica, polaridade e constante dielétrica.

3.5 ANALISE DAS AMOSTRAS POR ESPECTROSCOPIA ULTRAVIOLETA-VISIVEL

A espectroscopia foi usada a fim de se determinar o comprimento de onda a ser usado
na deteccdo dos compostos na etapa Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
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(HPLC). Cada solugéo etandlica da amostra foi preparada na concentragcdo de 5,0
mg.mL" e realizada varredura espectral em uma faixa de 200 a 800 nm utilizando um
espectrofotometro Evolution® 300 da Thermo Scientific localizado no LABIOM. A
velocidade de varredura foi ajustada para 120 nm.s™', com resolugao espectral de 0,5
nm e o etanol absoluto foi utilizado como referéncia para as medicdes realizadas em
triplicata. As analises e determinacdo dos picos foram realizadas no programa

OriginPro versao 9.

3.6 TESTE DE ESTABILIDADE DOS EXTRATOS

A absorbancia das trés amostras (ISL, APF e SPF) foi monitorada durante quatro
semanas na concentragdo de 5,0 mg.mL™" utilizando propriedade espectroscopica,
como sonda no comprimento de onda de 258 nm e foi medida em um
Espectrofotdbmetro Evolution ® Thermo Scientific em ftriplicata. A analise da
estabilidade cinética foi realizada pelo programa SigmaPlot versao 8.0, usando o
pacote de analise Pharmacology/Shelf Life. O programa usa um macro que foi

validado seguindo as instru¢des da FDA, 1987.

3.7 FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS DE FOLHA DE MAMAO (C. papaya) POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA EM FASE REVERSA (FR-
HPLC)

3.7.1 Preparo de amostra e de fase movel

As fases mdveis A (agua reagente tipo | acidificada com acido acético 0,1% v.v'') e B
(acetonitrila grau HPLC acidificada com acido acético 0,1% v.v'') foram preparadas
seguida de filtracdo a vacuo com membrana PVDF 0,22 um e degaseificadas por 10
min. Os extratos brutos foram solubilizados na fase movel B, em seguida filtrados em
filtro de seringa PVDF de 0,22 uym e centrifugados para garantir que nenhuma
impureza fosse transferida para o cromatégrafo liquido.
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3.7.2 Analise do perfil molecular por cromatografia em fase reversa (FR-HPLC)

A analise por FR-HPLC com eluicdo gradiente foi realizada em um Sistema HPLC
Shimadzu Prominence no LBAA e uma coluna cromatografica Alcrom Kinetex 5 ym,
EVO C18 100A de 4,6 mm x 25 cm como fase estacionaria. O programa de eluigao
gradiente adotado foi: de 0 a 7 minutos, a concentragao de (A) permaneceu isocratica
em 100%; de 7 a 18 minutos, o gradiente mudou até atingir 100% de (B), o qual foi
mantido até 40 minutos de eluicdo cromatografica. Em seguida, a concentragéo de (B)
diminuiu gradativamente até atingir 100% de (A) aos 48 minutos, sendo mantida
isocratica até o final da corrida aos 56 minutos. Os extratos brutos foram injetados no
sistema nas concentragdes de 2,5, 5,0 e 7,5 mg.mL™" e as andlises foram monitoradas
com comprimento de onda de 258 nm, volume de injecdo da amostra de 200 yL e
fluxo ajustado para 0,5 mL.min"'. Os picos observados no cromatograma foram
coletados na saida do detector, liofilizados (-105 °C) em liofilizador K108 Liobras
(LABIOM) e armazenados a -20 °C.

3.8 CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA EM HPLC

As amostras (extratos brutos e grupos de interesse coletados anteriormente em FR-
HPLC) foram analisadas pelo Sistema HPLC Shimadzu Prominence no LBAA com
coluna Shimadzu LC Shim-Pack WC x 4 mm DI x 5 cm (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) como fases estacionarias catidnica e anidnica. A fase movel consistiu em 50
mmol. L' de glicina, 50 mmol. L-' de NaCl, ajustada para pH de 3,0. O tempo de
corrida variou entre as amostras e o tipo de fase estacionaria. As analises foram
monitoradas com comprimento de onda de 258 nm, volume de injegdo da amostra de

10 L e fluxo de 0,2 mL.min"".

3.9 AUMENTO DA RESOLUGCAO DA CROMATOGRAFIA DE TROCA CATIONICA

Os mesmos grupos estratégicos coletados previamente por FR-HPLC foram

submetidos a uma nova separagao cromatografica e todos os parametros da coluna
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menor foram recalculados para dimensdes maiores (Harris, 1999, p. 562). Os perfis
moleculares foram analisados pelo sistema HPLC Shimadzu Prominence no LBAA
utilizando a coluna TSK-GEL-CM-25W LC de 5 um, 4,6 mm DI x 25 cm como fase
estacionaria anidnica. A fase mével consistiu em 50 mmol.L-' de glicina, 50 mmol.L"’
de NaCl, ajustado para pH de 3,0. O tempo de corrida foi 40 minutos em condi¢des
isocraticas. As analises foram monitoradas 258 nm, volume de injegdo da amostra de
300 pL e fluxo ajustado para 0,3 mL.min"'. Os picos observados no cromatograma
foram coletados na saida do detector, liofilizados (-105 °C) em liofilizador K108 Liobras
(LABIOM) e armazenados a -20 °C.

3.9.1 Remocéao de sal das amostras

Com o objetivo de retirar o sal presente na amostra G3' coletada da cromatografia de
troca catidnica no item 3.9, foi realizada uma cromatografia liquida de gel filtracdo de
bancada com 69 cm de comprimento e 1 cm de diametro e resina Sephadex® G-15
(Pharmacia, Estocolmo, Suécia). Foram adicionados 5 mg da amostra G3' e a elui¢ao
foi do tipo isocratica. A fase mével foi composta por agua destilada acidificada, eluida
em um fluxo de 0,18 mL-min™' controlado por uma bomba peristaltica Masterflex®
77122-02 (Thermo Fisher Scientific, Barrington, Estados Unidos da América). As
fragbes foram coletadas a cada 11 min (2,0 mL). Para o acompanhamento e
separacao das fragdes contendo os metabdlitos secundarios e o sal, foi utilizado o
espectrofotometro NanoDrop® 2000 (Thermo Scientific, Waltham, Estados Unidos da
América) localizado no LABIOM. As amostras contendo absor¢do em 258 nm foram
reunidas, congeladas em -80 °C e liofilizadas no liofilizador K108 Liobras no LABIOM.

3.10 DETERMINAGCAO DA IDENTIDADE DAS MOLECULAS POR UHPLC-MS/MS

As analises foram realizadas pela Policia Civil do Estado do Espirito Santo em um
espectrometro de massas LTQ XL™ (Thermo Fisher Scientific, USA) com fonte de
ionizagao por eletrospray (ESI) em modo positivo e negativo acoplado a um sistema
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de UHPLC Vanquish (Thermo Scientific, USA). As separagbes por cromatografia
liquida foram conduzidas usando uma coluna Phenomenex C18 (150 x 2,1 mm;
1,6pum) e como fase movel foi usada sistema binario de acetonitrila e agua deionizada
acidificada com acido féormico (0,1% v.v"). O volume de injegdo adotado foi de 5,0 pL,
mantendo-se um fluxo da fase movel de 0,2 mL.min"". Para eluicdo da amostra, um
gradiente com fase mével composta por agua acidificada com acido formico 0,1%
(solvente A) e acetonitrila (solvente B), foi empregado. O gradiente iniciou-se com 20%
de B. Aos 3 minutos atingiu-se 45% de B, e aos 10 min atingiu-se 100% de B,
mantendo-se nessa proporgao por quatro minutos, voltando as condic¢des iniciais em
segundos no minuto 14, sendo mantido nesta proporgdo até o final da corrida
cromatografica em 16 min. Os dados do gradiente cromatografico empregado estéo
dispostos na Tabela 2. A temperatura da coluna foi mantida em 45 °C. Os dados de
EM foram adquiridos na faixa de m/z 50 - 1000, com os seguintes parametros:
temperatura capilar 320 °C, sheath gas flow 30, aux. gas flow 10 e source heater
temperature 350 °C. A notagdo dos picos cromatograficos foi realizada pela
determinacdo do envelope do isétopo do ion molecular (MS1) e comparagao dos
espectros de fragmentagdo (MS2) com espectros de referéncia contidos na literatura
encontrada para a mesma matriz (Alencar et al., 2020; Gondin et al., 2022, Zhou et
al., 2023).

Tabela 2. Gradiente da fase mével utilizada na analise por UHPLC-MS/MS.

Tempo (min) Fase movel A (%) Fase movel B (%)
0 80 20
3 55 45
10 0 100
14 0 100
14,001 80 20

16 80 20
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3.11 ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises cromatograficas foram realizadas em triplicata. A significancia
estatistica (P < 0,05) das diferencas entre as médias das amostras foi determinada
pelo teste t de Student. Os dados obtidos foram importados para os softwares
Origin(Pro) versdo 9 e GraphPad Prism versdo 7 para representacédo grafica. Os
parametros analiticos (tempo de retengao, largura da base, area do pico e numero de
pratos teoricos) foram determinados utilizando os métodos descritos por Harris, 1999.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 DIAGNOSTICO MOLECULAR DAS FOLHAS

As plantas em pré-floragdo foram indexadas por RT-PCR e confirmou-se a presenca
do PMeV no “pool” de folhas em pré-floracdo (tamanho do amplicon: 685 pb) (Figura
5A, numero 3). Sementes certificadas sao utilizadas para o cultivo de frutos, e plantas
de C. papaya em pre-floragdo normalmente hospedam o virus PMeV (Abreu, P M V
et al., 2015; Antunes et al., 2016, 2020; Maurastoni et al., 2020). Tanto o PMeV quanto
o PMeV2 (tamanho do amplicon: 815 pb) foram detectados nos “pools” em pos-
floragdo (Figura 5A e B, numeros 4 e 5). Embora uma unica planta possa conter o
complexo viral sem manifestar os sintomas, isso ndo implica que todas as 60 plantas
coletadas em pomares em pos-floragado assintomaticos sejam positivas para PMeV2.
A presenga do complexo viral ndo é a unica responsavel pelo desencadeamento dos
sintomas dessa doenca. Isso envolve uma cascata complexa de eventos que
precisam ser acionados ou reprimidos no vegetal (Abreu, P M V et al., 2015; Antunes
et al., 2016, 2020; Maurastoni et al., 2020, 2023; Madrofiero et al., 2018, Soares et al.,
2017). Relatos isolados da doenga da meleira do mamoeiro em ciclos econémicos
anteriores deste pomar corroboram a possivel ocorréncia do segundo virus. O “pool”
de folhas em pos-floragdo sintomatico (Figura 5A e B, numero 5) amplificou para
ambos os virus, como esperado para plantas sintomaticas. Os controles negativos
(Figura 5, numeros 1 e 2) ndo apresentaram amplificagdo, o que confirma a auséncia
de contaminacdo garantindo confiabilidade ao resultados sem a possibilidade de
ocorréncia de resultados falsos positivos e os controles positivos (Figura 5, numeros

6 e 7) amplificaram para ambos os virus, como esperado.
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Figura 5. Detecc¢ao viral de PMeV e PMeV2 nos materiais vegetais. M: marcador molecular Ladder 1 Kb Plus, 1 e 2: controles negativos; 3: "pool"
referente as folhas em pré-floracao, 4: "pool" referente as folhas em pés-floragdo assintomatica, 5: "pool" referente as folhas em pos-floragcao

sintomatica, 6 e 7: controles positivos.
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4.2 RENDIMENTO DOS EXTRATOS BRUTOS

Visando estabelecer um paréametro de referéncia para o rendimento de extratos
etandlicos de folhas de C. papaya por percolagédo exaustiva, este estudo investigou a
eficiéncia desse método na extracdo de metabdlitos secundarios. Os resultados,
apresentados na Tabela 3 demonstram os rendimentos obtidos para os trés extratos.
Foram coletados 10,00 kg, 7,00 kg e 8,00 kg de material vegetal fresco dos pomares
em pré-floracdo, pos-floracdo assintomatico e pos-floracdo sintomatico
respectivamente. A realizagdo desta coleta em larga escala foi necessaria devido a
auséncia de dados na literatura sobre o rendimento de extrato de C. papaya utilizando
percolagao exaustiva com etanol como solvente extrator, sendo que o rendimento
pode variar de acordo com a espécie vegetal e a metodologia empregada (Alves et
al., 2020; Dai e Mumper, 2010; Handa et al., 2008).

O rendimento, expresso como porcentagem do extrato bruto em relagdo a massa
inicial do material vegetal percolado, foi determinado segundo a literatura (Alves et al.,
2020; Salustiano, 2019). Os valores obtidos (15-17%) sao satisfatérios e estdo dentro
da faixa relatada (5-25%) para rendimentos de extrato bruto por percolagdo exaustiva
(Handa et al., 2008; Shen et al., 2014). Esta metodologia foi escolhida devido a sua
eficiéncia na extragdo de uma ampla gama de metabdlitos secundarios, resultando
em um extrato bruto enriquecido com esses compostos (Agarwal et al., 2016; Altemimi
et al., 2017; Ingle et al., 2017; Souza, Gasparoti e Paula, 2022; Tiwari et al., 2011). O
presente resultado é importante para pesquisas futuras, pois estabelece uma
referéncia para a quantidade de folhas frescas de C. papaya necessaria para se obter
a quantidade desejada de extrato bruto utilizando o método de percolagao exaustiva.

As folhas do mamoeiro foram selecionadas para analise devido a sua natureza
renovavel e a presencga visivel de sintomas da meleira (Antunes et al., 2020). Essa
escolha abre caminho para estudos que buscam identificar diferengas no perfil
molecular da planta em relagdo a presenca dos virus causadores da doencga da
meleira do mamoeiro. A utilizacdo das folhas como fonte de investigagao oferece
vantagens como a renovabilidade, a detecg¢ado viral e a auséncia de danos a planta,
caracteristicas importantes para o desenvolvimento de um método diagnostico

baseado em marcadores fitoquimicos. O etanol foi o solvente extrator escolhido
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devido a sua capacidade de solubilizar os compostos polares presentes nas folhas de
mamao e o envolvimento de metabdlitos secundarios polares com o sistema de defesa
da planta frente a infecg&o por virus, conforme relatado pela literatura (Duarte et al.,
2023; Khadan et al., 2019; Marchan-Gaitan et al., 2024; Pang et al., 2021; Sharma et
al., 2020; Zaynab et al.,, 2018). A escolha do etanol visou também o possivel
desenvolvimento de um kit diagnostico futuramente, pois este solvente n&do exige

controle da Policia Federal, simplificando o processo e tornando-o mais acessivel.

Tabela 3. Rendimento dos extratos brutos.

Tipo de _ Material Materia
extrato de Material vegetal vegetal Extrato  Rendimento
folha de C. fr:f:t(i;) pulverizado pef:ocl(;do bruto (g) (% m.m™)
papaya (9)
(9)
ISL 10,00 1548,44 400,00 63,67 15,92
APF 7,00 1220,00 500,00 82,94 16,59

SPF 8,00 1300,00 500,00 82,00 16,40
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4.3 SOLUBILIDADE DOS EXTRATOS

Os extratos brutos demonstraram solubilidade nos trés solventes testados conforme
apresentado na Tabela 4. A escolha da agua reagente tipo | acidificada com acido
acético 0,1% v.v-! e da acetonitrila grau HPLC acidificada com &cido acético 0,1% v.v-
! foi justificada pela sua capacidade de simular as condigbes das fases moveis A e B,
respectivamente, do sistema cromatografico. Essa abordagem fornece informagdes
importantes sobre a interagao dos extratos com as fases moéveis e estacionaria, sendo
essencial garantir que os extratos se dissolvam completamente para evitar
precipitagdo/agregacdo durante a analise. O uso de etanol como solvente foi
fundamentado, pois testar a solubilidade dos extratos neste solvente assegura a
eficiéncia do processo de extragdo, garantindo que os compostos de interesse
permanegam solubilizados ao longo da analise subsequente.

A deciséo pela utilizagao da solugédo de acetonitrila grau HPLC acidificada com acido
acético 0,1% v.v'! foi baseada pelos parametros de forca de eluicdo dos solventes
(Tabela 5), considerando suas polaridades e constantes dielétricas conforme discutido
por Harris, 1999 e Snyder, 1983. A separagdo das moléculas dos extratos quando
solubilizadas neste solvente é mais eficiente pela sua capacidade de promover uma
interacdo mais lenta com a fase estacionaria. O etanol, devido a sua forga de eluigédo
préxima a do metanol (¢° = 0,70), resultaria em uma interagdo rapida do extrato
solubilizado com a fase estacionaria, comprometendo a separacdo dos compostos, 0s
quais seriam eluidos rapidamente com baixa resolugcdo. Portanto, determinar o
solvente em que a amostra sera solubilizada levando em conta esses parametros
analiticos foi uma etapa importante para nosso estudo cromatograficos, previne a
precipitacdo dos componentes e promove a separagdo adequada das moléculas
(Burdick e Jackson, 1990; Harris, 1999; Snyder, 1983).
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Tabela 4. Solubilidade dos extratos etandlicos de folha de C. papaya. O sinal (+) indica

que o extrato foi soluvel.

Solvente

_ Agua reagente tipo | Acetonitrila grau HPLC

Tipo de e . e .
acidificada com acido acidificada com acido Etanol
extrato )
acético 0,1% v.v! acético 0,1% v.v"
ISL + + +
APF + + +

SPF + + +
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Tabela 5. Série eluotrépica dos solventes para a cromatografia de adsorgéo na silica.

Solvente Forca eluente (£°)
Pentano 0,00
Hexano 0,01
Heptano 0,01
Triclorotrifluoroetano 0,02
Tolueno 0,22
Cloroférmio 0,26
Diclorometano 0,30
Eter etilico 0,43
Acetato de etila 0,48
Eter metil t-butilico 0,48
Dioxano 0,51
Acetonitrila 0,52
Acetona 0,53
Tetraidrofurano 0,53
2-propanol 0,60
Metanol 0,70

Fontes: Burdick e Jackson, 1990; Snyder, 1983.
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4.4 ESPECTROSCOPIA DE VARREDURA UV-VIS

A analise por espectroscopia UV-Vis dos trés extratos de folha (ISL, APF e SPF)
identificou comprimentos de onda distintos correspondentes a picos de absorgao.
Como pode ser visto na Figura 6, todos os espectros exibiram uma banda de absorgéo
similar em torno de 258 nm e absor¢cdo secundaria em torno de 320-400 nm.
Considerando a literatura associada a esses extratos (Gondin et al., 2022; Sharma et
al., 2020; Khadam et al., 2020; Nughroro et al., 2017; Singh et al., 2020; Zhou et al.,
2023) e as bandas de absorgdo observadas, pode-se sugerir que as moléculas

possuem compostos aromaticos em sua estrutura.

Como pode ser visto na Figura 6A, existe uma largura de banda com picos em 258
nm, 320 nm e 393 nm determinados por meio da analise de multiplos picos pelo
programa Origin Pro Verséo 9 e varia de 200 nm a 550 nm. Essa ampla largura de
banda sugere a presenca de cromoéforos com transigdes eletrénicas complexas ou
com uma variedade de conformagdes de forma que a amplitude geral do espectro
implica em uma mistura complexa de compostos com diversas caracteristicas
estruturais. Por meio da analise da Figura 6B na faixa de 200-510 nm, observa-se que
a largura de banda do espectro possui picos em 258 nm, 331 e 415 nm, variando de
200 nm a 510 nm. Essa largura de banda ligeiramente mais estreita em comparagéo
com a Figura 6A pode indicar uma mistura menos complexa de compostos ou até

mesmo uma potencial estrutura molecular mais rigida.

Ja na Figura 6C, existe uma largura de banda com picos em aproximadamente 258
nm, variando de 200 nm a 550 nm semelhante as da Figura 6A, sugerindo também
uma mistura potencialmente complexa de compostos. Conforme documentado na
literatura, classes de metabolitos secundarios, como flavonoides, alcaloides,
compostos fendlicos e cumarinas absorvem luz em comprimento de onda de 258 nm
(Britto et al., 2021; Feng et al., 2021; Kumar, Krishnakumar e Jhon 2022; Nugroho et
al., 2017; Sharma et al., 2020; Son et al., 2023) e estao relacionados com atividade
antipatogenica, incluindo antiviral (Duarte et al.,2023; Merchan-Gaitan et al., 2024,
Rodrigues, S A et al., 2009; Sharma et al., 2020; Zaynab et al., 2018). Portanto,
selecionar 258 nm para detecgéo por RP-HPLC esta estrategicamente alinhado com
o perfil de absorcéo esperado desses compostos presentes nos extratos.
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Figura 6. Espectro de varredura UV-Vis de amostras de extratos de folhas de C. papaya. A velocidade foi definida como 120 nm.s™ e largura de
banda de 0,5 nm. A) Bandas de absorgao para extrato de folha do estagio inicial (ISL). B) Bandas de absorgao para extrato de folha em pds-

floragéo assintomatico (APF). C) Bandas de absorgao para extrato de folha pds-floragéo sintomatico (SPF). A cor rosa refere-se ao extrato ISL,
azul ao extrato APF e preta ao extrato SPF.
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4.5 ESTABILIDADE DOS EXTRATOS BRUTOS

Os extratos brutos foram analisados usando propriedade espectroscopica como
sonda para determinagdao da estabilidade quimica dos compostos que absorvem
energia na faixa do ultravioleta e parametro cinético. Como demonstrado na Tabela 6,
nao houve variagao significativa na absorbancia das amostras ao longo do tempo,
sugerindo que as moléculas se mantiveram estaveis durante o periodo investigado.
Este resultado foi corroborado pela Figura 7, que apresenta a analise da vida util dos
extratos (Shel life analysis), parametro cinético e fisico-quimico essencial para
determinar a estabilidade e durabilidade dos produtos ao longo do tempo. O eixo X
representa o tempo em dias e o eixo Y representa o t90%. A linha indicada por 1
corresponde a projecdo matematica de medidas experimentais e por 2, previséo
tedrica. O ponto 3 corresponde a projegao do tempo necessario para que a linha
tedrica decaia para 90% de seu valor inicial, o que indicaria que o composto teria
perdido 10% de sua estabilidade. De acordo com este resultados, os extratos levariam
aproximadamente 3x10'* dias para atingirem o t90%, o que comprova a sua

estabilidade.

Os resultados mostraram que os compostos presentes nos extratos mantiveram sua
integridade quimica ao longo do tempo analisado, o que € fundamental para garantir
a confiabilidade e consisténcia dos resultados em estudos subsequentes de atividade
quimica ou biolégica. Esta estabilidade é importante para o desenvolvimento de
extratotecas e bibliotecas de compostos naturais, permitindo o armazenamento
prolongado sem comprometer suas propriedades bioativas. A metodologia
empregada ndo apenas confirma a estabilidade dos extratos, mas também estabelece
uma base solida para futuras investigacbes sobre o potencial terapéutico ou
biotecnolégico desses compostos.

A estabilidade dos extratos brutos, quando corretamente acondicionados, € esperada
conforme evidenciado na literatura (Dai e Mumper, 2010; Shen et al., 2014; Thornburg
et al., 2018). Bibliotecas de extratos brutos s&o utilizadas para testes de atividade
biolégica (Almeida et al., 2022; Thornburg et al., 2018) e o Instituto Nacional do Cancer
dos Estados Unidos da América (INC) se destaca como um exemplo em
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bioprospecgao molecular por meio da construgdo de uma biblioteca de extratos
estaveis ao longo do tempo, o que possibilitou a descoberta de importantes farmacos
anticancerigenos (Thornburg et al.,, 2018). Esta abordagem é seguida por
universidades brasileiras e centros de pesquisa, que constroem suas préprias
bibliotecas de extratos brutos oriundos dos biomas brasileiros (Almeida et al., 2022,
2020; Harvey, Edrada-Ebel e Quinn, 2015; Lowell et al., 2015; www.biopros.ufv.br).

Tabela 6. Variagcdo da absorbancia em funcdo do tempo dos extratos brutos de C.

papaya. Os dados nao diferem entre si pela analise ANOVA (P < 0,05). A tabela traz

informagdes da média de absorbancia do extrato em cada semana e o desvio padrao.

Média da semana (AU) em 258 nm Desvio padrao
Semana
Extrato ISL
1 0,2549 +0,0013
2 0,2563 +0,0012
3 0,2549 + 0,0005
4 0,2554 + 0,0004
Extrato APF
1 0,2484 + 0,0021
2 0,2464 + 0,0009
3 0,2463 + 0,0004
4 0,2485 + 0,0019
Extrato SPF
1 0,2852 + 0,0052
2 0,2889 + 0,0036
3 0,2883 + 0,0092
4 0,2890 + 0,0061
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Figura 7. Estabilidade cinética dos extratos brutos. 1) Linha referente a projegao

matematica de medidas experimentais. 2) Linha referente ao resultado da previsao

tedrica. 3) Projegcao de tempo em que a linha de decaimento tedrica alcanga o t90%.
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4.6 PERFIL MOLECULAR DOS EXTRATOS BRUTOS

4.6.1 Analise cromatografica dos extratos etandlicos de folha de C. papaya

As amostras (ISL, APF e SPF) foram analisadas em trés concentragdes distintas (2,5,
5,0 e 7,5 mg.mL") no comprimento de onda de 258 nm e os resultados obtidos através
dos cromatogramas (Figura 8 a Figura 10) revelam que o aumento da concentragéo
da amostra injetada ndo gerou a deteccdo de novos picos cromatograficos. Em
contrapartida, observou-se um aumento na intensidade e area dos picos ja existentes
e nos mesmos tempos de retengdo (Figura 8 a Figura 10, Tabela 7). A analise
cromatografica também evidenciou que, em decorréncia da natureza apolar da fase
estacionaria utilizada, os compostos polares eluiram primeiro durante a corrida,
enquanto os compostos de polaridade intermediaria ou apolares foram eluidos
posteriormente, devido a sua maior afinidade com a fase estacionaria (Oladimeji e
Valan, 2020).

Como pode ser visto nas Figura 8 a 10 e Tabela 7, observou-se uma regido nos
tempos iniciais de eluicdo indicados na Tabela 7 em todas as concentragcdes a qual
foi denominada grupo de fracdo 1 ou G1. Este grupo G1 apresentou diferencas
quantitativas de area e intensidade entre os trés tipos de extratos analisados (Tabela
7). Os picos observados em G1 para os trés extratos em todas as concentragdes
analisadas exibiram formato simétrico, com eluigdo registrada na mesma faixa de
tempo de retencdo como pode ser visto na Tabela 7. Adicionalmente, foi observada
largura de base estreita e similar (Tabela 7) sugerindo numero reduzido de moléculas,
e auséncia de caudas demonstrando que a coluna n&o esta saturada (Harri,s 1999;
Poole, 2003; Posert e Baconguis, 2023; Snyder, Kirkland e Dolan, 2009).

A auséncia de cauda observada nos picos cromatograficos de interesse indica uma
separacao eficiente, onde os compostos presentes nas amostras se separam de
forma eficaz na coluna, minimizando interagdes indesejadas, resultando em picos
estreitos e bem definidos. Além disso, essa auséncia de cauda sugere que 0s
compostos presentes nestes grupos de fragdo G1 sado relativamente puros, livres de
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contaminantes ou interferentes e também reflete condigdes cromatograficas
otimizadas (Baeza-Baeza e Coque, 2004, Snyder, Kirkland e Dolan 2009). A forma
simétrica dos picos aponta para o fato de que as interagées com a fase estacionaria
da coluna s&o favoraveis, de maneira que a molécula se associa e dissocia da fase
estacionaria de forma eficiente e uniforme, minimizando a dispers&o e garantindo uma
eluicdo rapida e bem definida. A simetria dos picos pode estar relacionada as
propriedades fisico-quimicas dos compostos, como polaridade, tamanho e geometria
molecular, com compostos homogéneos tendendo a apresentar picos mais simétricos
(Baeza-Baeza e Coque, 2004; Harris, 1999; Snyder, Kirkland e Dolan 2009). A analise
da forma dos picos, juntamente com outros parametros cromatograficos como tempo
de retencgao e altura do pico, fornece informacgdes valiosas sobre a identidade e pureza
dos compostos presentes na amostra (Baeza-Baeza e Coque, 2004; Harris, 1999;
Snyder, Kirkland e Dolan 2009).

A analise dos resultados da cromatografia por meio de FR-HPLC indicou que o extrato
ISL exibiu maior area e intensidade referente ao pico existente em G1 correspondente
a mesma faixa de tempo de retencdo para as concentragdes de 2,5, 5,0 e 7,5 mg.mL"
. No intervalo de tempo de retencdo analisado, os extratos de APF e SPF

apresentaram areas e intensidades de pico progressivamente menores (Tabela 7).
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Tabela 7. Parametros analiticos quantitativos para o grupo G1 das diferentes
concentragdes obtidas por cromatografia de fase reversa. A porcentagem relativa esta
associada aos valores de area. O tempo entre parénteses se refere ao periodo de
eluicdo do grupo de interesse.

Concentragado 7,5 mg. mL" (4,00 a 5,40 min)

Largura da .
Tempo de ~ Intensidade Porcentagem
Grupo 1 (G1) ~ base do pico Area _
reteng&o (min) W) (mAU) relativa (%)
w
ISL 4,6 0,92 757 434,76 100
APF 4,64 0,96 476 291,26 66,99
SPF 4,58 0,91 314 187,89 43,22
Concentragédo 5,0 mg. mL™" (3,90 a 5,05 min)
Largura da .
Tempo de ~ Intensidade ] Porcentagem
Grupo 1 (G1) ~_ base do pico Area _
reteng&o (min) W) (mAU) relativa (%)
w
ISL 4,76 1 375 2422 100
APF 4,71 0,93 171 100,69 41,57
SPF 4,72 0,97 153 76,91 31,75
Concentragado 2,5 mg. mL™" (4,00 a 5,40 min)
Largura da .
Tempo de ~Intensidade ] Porcentagem
Grupo 1 (G1) ~_ base do pico Area _
reteng&o (min) W) (mAU) relativa (%)
w
ISL 4,52 0,98 410,48 197,47 100
APF 4,61 0,97 131,65 76,25 38,61

SPF 4,62 0,93 117,52 63,7 32,25
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Figura 8. Perfil molecular dos extratos na concentragéo de 2,5 mg.mL™" em RP-HPLC a 258
nm e volume de injegao de 200 uL. A) Cromatograma completo e inserto referente ao grupo
G1. B) Corte no cromatograma de 18 min a 56 min. O cromatograma representa a média de
trés repeticdes. Nao ha diferenga estatistica entre as repetigbes cromatograficas de um
mesmo tipo de extrato (repetigbes individuais) enquanto letras diferentes no inserto de G1
indicam diferenga significativa pelo Teste T (P < 0,05). A cor rosa refere-se ao extrato ISL,

azul ao extrato APF e preta ao extrato SPF.
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Figura 9. Perfil molecular dos extratos na concentragéo de 5,0 mg.mL™" em RP-HPLC a 258
nm e volume de injegao de 200 uL. A) Cromatograma completo e inserto referente ao grupo
G1. B) Corte no cromatograma de 18 min a 56 min. O cromatograma representa a média de
trés repeticdes. Nao ha diferenga estatistica entre as repetigbes cromatograficas de um
mesmo tipo de extrato (repetigbes individuais) enquanto letras diferentes no inserto de G1
indicam diferenga significativa pelo Teste T (P < 0,05). A cor rosa refere-se ao extrato ISL,

azul ao extrato APF e preta ao extrato SPF.
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Figura 10. Perfil molecular dos extratos na concentragdo de 7,5 mg.mL"' em RP-HPLC
monitorado a 258 nm e volume de injegdo de 200 uL. A) Cromatograma completo e inserto
referente ao grupo G1. B) Corte no cromatograma de 18 min a 56 min. O cromatograma
representa a média de trés repeticdes. Ndo ha diferenca estatistica entre as repeticoes
cromatograficas de um mesmo tipo de extrato (repetigbes individuais) enquanto letras
diferentes no inserto do pico cromatografico G1 indicam diferenga significativa pelo Teste T

(P < 0,05). A cor rosa refere-se ao extrato ISL, azul ao extrato APF e preta ao extrato SPF.



63

Os resultados apresentados da Tabela 7 revelaram que a area do pico G1 referente a
ISL excedeu significativamente a area dos picos de APF e SPF em 58,43% e 68,25%,
respectivamente para a concentragdo de 2,5 mg.mL', 61,39% e 67,75%,
respectivamente para a concentragdo de 5,0 mg.mL' e 33,01% e 56,78%
respectivamente para a concentragdo de 7,5 mg.mL™". A andlise estatistica presente
nas Figuras 8, 9 e 10 mostrou a auséncia de diferengas significativas entre as
repeticbes cromatograficas de um mesmo tipo de extrato (repetigdes individuais),
indicando a reprodutibilidade dos procedimentos cromatograficos. Essa consisténcia
dos resultados garante a precisdo dos resultados. No entanto, houve diferenca
significativa apenas entre os perfis cromatograficos dos trés tipos diferentes de
extratos referentes ao grupo G1 na concentragéo de 7,5 mg.mL"! e isso sugere que
este grupo possa atuar como um potencial biomarcador para a doenga da meleira
(Figura 10A).

Na regido do cromatograma da Figura 10B que abrange os tempos de retengéo
correspondentes as moléculas menos polares (20 a 56 min), uma analise qualitativa
relacionada a intensidade de picos sugere que o extrato ISL na concentragao de 7,5
mg.mL-" exibiu predominantemente maior intensidade ao longo do cromatograma em
relagcao aos extratos APF e SPF. O mesmo comportamento pode ser observado nas
concentragdes de 2,5 e 5,0 mg.mL"' conforme observado nas Figuras 8 e 9. O perfil
quimico observado esta alinhado com o que é reportado na literatura (Alencar et al.,
2020; Zhou et al., 2023), no entanto, existe diferenca em relagao as intensidades dos

picos, o que pode estar relacionado a presenga dos virus.

Considerando esses resultados e o fato de a presente investigacdo se basear na
busca por diferengas no perfil molecular em nivel de metabolismo secundario entre
plantas em pré-floragédo e pds-floragéo (com e sem sintomas da doenga da meleira do
mamoeiro), a concentragdo de 7,5 mg.mL-" exibiu as diferengas quantitativas referente
a area e intensidade mais significativas estatisticamente. Além disso, esta regido do
cromatograma correspondentes aos grupos G1 indicados no inserto da Figura 10A se
relaciona a compostos polares e a literatura reporta o potencial antiviral referente a
estes compostos polares (Gondin et al., 2022; Duarte et al., 2023; Mechan-Gaitan et
al., 2024; Rodrigues, S P et al., 2009; Sharma et al., 2020; Zaynab et al., 2018).
Portanto, foi a concentragdo selecionada para a continuidade dos estudos. Os
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extratos brutos também foram analisados nos comprimentos de onda de 320 nm, 331
nm, 393 nm e 415 nm identificados no item 4.4. Nos dois primeiros (320 e 331), o perfil
molecular foi similar a 258 nm, no entanto com menor intensidade. Nos dois ultimos
(393 e 415), ndo houve absorbéncia, de forma que estes resultados n&o foram

apresentados, mas foram realizados.

As diferengas quantitativas observadas nos extratos ISL (infectado apenas pelo virus
PMeV), APF e SPF (infectados por ambos PMeV e PMeV2) sugerem uma possivel
influéncia direta da presenga dos virus na planta, resultando em uma expressao ou
concentracédo diferenciada de moléculas no perfil molecular. Embora um potencial
marcador para a doenga tenha sido identificado no grupo G1, é necessario realizar
investigacbes mais detalhadas para compreender a diversidade dos compostos
presentes nesse grupo, considerando o formato do pico e os parametros analiticos
observados. Nossos resultados sugeriram a presenga de outros compostos dentro
desses grupos que também devem ser explorados para determinar se essa resposta
é seletiva ou geral contra a infecgdo. Apesar do resultado satisfatério da cromatografia
de fase reversa, ela separa componentes principalmente com base na
hidrofobicidade, o que ndo é adequado para resolver os compostos polares em G1.
Portanto, estratégias cromatograficas alternativas focadas na polaridade e carga
foram utilizadas, e a cromatografia de troca ibnica foi aplicavel a presente
investigacéo, facilitando o isolamento de potenciais marcadores de metabdlitos
secundarios de extratos vegetais complexos (Ngere et al., 2023, Oladimeji e Valan,
2020).

4.6.2 Relagéo entre material vegetal fresco e o extrato bruto

A fim de saber a quantidade de material fresco necessaria para obter o resultado
acima apresentado em triplicata, foi realizado um calculo reverso teorico a partir da
concentragéo de trabalho estabelecida para extrato bruto (7,5 mg.mL™"). Para tal, os
dados da Tabela 3 (valores de extrato bruto, material percolado, seco e fresco) foram
considerados como base para a estimativa da quantidade de folha fresca necessaria.
Através dos calculos realizados, foi determinado que 0,86 g de folha fresca séo
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suficientes para alcancgar o resultado tedrico em triplicata no HPLC. A utilizagdo de
pouca da quantidade de folha fresca, em teoria, para fornecer o resultado observado
na analise por HPLC para o diagnostico da doenga da meleira no campo, com foco no
desenvolvimento de um possivel kit diagnostico barato, portatil e rapido a partir do
perfil dos metabdlitos secundarios, oferece vantagens que beneficiam a pesquisa
cientifica e a pratica agricola. Entre elas, a utilizagcdo de pouca amostra vegetal reflete
em sensibilidade do método, otimizagdo dos recursos laboratoriais, facilidade de
coleta e transporte quando comparada ao cuidado necessario com o material (folha e
latex) para diagnéstico por meio do RT-PCR, a possibilidade de realizagdo do
diagndstico in loco em areas extensas e impacto positivo na pesquisa e
desenvolvimento de solugbes e novas ferramentas de diagndstico, monitoramento e
controle da doenga, além de auxiliar na busca por solu¢des inovadoras para o manejo
da doenca no campo. A presente pesquisa € um ponto de partida para a
implementagdo de novos programas de monitoramento mais eficazes da doenga da
meleira, permitindo a detec¢ao precoce da doenga no campo e a tomada de medidas
de controle mais assertivas, minimizando os impactos da doenga na produgao agricola
e na qualidade dos produtos.

4.6.3 Grupos de fragdes oriundos da cromatografia em fase reversa

Os picos cromatograficos obtidos por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia
em fase reversa, na concentragédo de 7,5 mg.mL™", foram agrupados em quatro grupos
de fragdes, considerando tempo de retengao, sensibilidade do método, limite detecgao
e quantificacdo. Neste estudo analitico, valores abaixo de 100 mAU foram
considerados como ruido (Figura 11). Assim as fragbes foram coletadas
separadamente ao longo de 60 corridas cromatograficas para cada tipo de extrato,
visando obter material suficiente para analises subsequentes. A analise do resultado
da cromatografia presente na Figura 12 mostrou que houve uma diferencga significativa
entre os extratos ISL, APF e SPF em relagdo ao grupo 1 (G1) e ao pico 1 do grupo
G4 (Figura 12A e 12D respectivamente). Nos grupos G2 e G3, apesar da diferenga
estatistica observada entre os trés extratos, apenas ISL apresentou valores superiores
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ao limite de deteccédo (Figura 12B e 12C). Quanto ao pico 2 do grupo G4, observou-
se uma diferenga estatistica significativa entre ISL e os extratos APF e SPF. No
entanto, ndo houve diferenga estatistica significativa entre os extratos em pés-floragéo
(Figura 12E). Esta analise baseou-se na intensidade dos picos cromatograficos sendo
possivel devido ao fato de que os picos analisados foram eluidos nos mesmos tempos
de retencdo e apresentaram a mesma largura na base (Tabela 7), permitindo
estabelecer uma relagdo quantitativa entre eles. Os valores de area presentes na

Tabela 7 demonstraram a mesma relagao para o grupo G1.
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Figura 11. Grupos de fragdes estabelecidos para FR-HPLC. A linha preta representa o limite de detecgao baseado nos parédmetros analiticos

obtidos.
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intensidade dos grupos de fragao selecionados de cada extrato. Teste T: P < 0,05. Os picos compartiiham a mesma largura da base e, portanto,

se pode estabelecer relacdo quantitativa entre eles.
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4.7 SEPARACAO POR CROMATOGRAFIA DE TROCA CATIONICA DE GRUPOS
ESTRATEGICOS

A cromatografia de fase reversa usada anteriormente, por se basear em
hidrofobicidade, ndo separou compostos polares do grupo G1. Para isso, foram
empregadas estratégias que se relacionam com a polaridade e a carga dos
compostos, com a intengcdo de obter uma separacdo mais eficiente. Assim, foram
usadas duas colunas de troca catidbnica com diferentes dimensdes (comprimento da
coluna) com a inteng&o de padronizar e posteriormente expandir o método para obter
melhor resolugdo dos compostos presentes nas amostras. Como pode ser visto na
Figura 13A, todos os picos existentes no cromatograma exibiram tempos de retengao
similares ao longo dos trés estagios do desenvolvimento da planta. Larguras de base
(w) estreitas e similares na regido correspondente ao inserto na Figura 13A indicaram
a presengca de poucos compostos, potencialmente isolaveis, semelhantes aos
resultados da analise por FR-HPLC (Tabela 8).

Além disso, esta analise cromatografica se mostrou satisfatéria na separagéo dos
componentes carregados dos grupos G1 isolados e previamente analisados por
cromatografia em fase reversa em dois grupos carregados (entre 2,73 e 3,95 min e
3,94 a 5,5 min). A cromatografia de troca catiénica em que foi utilizada uma coluna de
menor comprimento (Figura 13A, Tabela 8) exibiu um pico principal do extrato ISL com
area e intensidade significativamente maior em comparagao aos extratos APF e SPF
eluidos entre o intervalo de tempo de retencdo de 2,73 e 3,95 min. Os dados de
porcentagem relativa relacionados a area indicados na Tabela 8 mostram que a area
do pico de ISL excedeu APF e SPF em 55,89% e 77,36%, respectivamente. O estudo
inicial utilizando uma coluna de menor comprimento foi baseado em uma investigagao
analitica da composi¢cao de moléculas carregadas. A presencga de pelo menos quatro
picos no cromatograma da amostra advinda do grupo G1 confirmou melhor separagao
em comparacao com a analise por RP-HPLC. Apesar de um resultado quantitativo
significativo no inserto da Figura 13A, a coluna utilizada ndo apresentou resolugéo
suficiente para separar as moléculas dentro do envelope cromatografico presente
nesta regiao.
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Tabela 8. Parametros analiticos quantitativos para os grupos de interesse G1 e G3'.
A porcentagem relativa esta relacionada aos valores de area. Os valores indicados

pela letra N referem-se ao numero de pratos tedricos.

Coluna de menor dimensao (N = 295,36)

Tempo de Largura da .
Grupo 1 ~ : Intensidade i Porcentagem
(G1) reter_lgao base do pico (mV) Area relativa (%)
(min) (w)

ISL 3,23 0,75 165,88 78,14 100,00
APF 3,13 0,77 66,40 34,46 44,10
SPF 3,15 0,75 34,15 17,69 22,64

Coluna de maior dimensao (N = 595,70)
., Tempo de Largura da .
Grupo 3 ~ : Intensidade i Porcentagem
(G3)) reter_lgao base do pico (mV) Area relativa (%)
(min) (w)

ISL 12,29 2,01 151,03 225,29 100,00
APF 12,09 2,54 68,11 145,11 64,41
SPF 12,15 2,23 32,13 59,45 26,39

Portanto, outra analise por cromatografia de troca catidnica foi realizada utilizando
uma coluna de maior comprimento. Esta nova separagdo cromatografica apresentou
oito novos picos designados de G1' a G8' (Figura 13B). Este perfil esta relacionado a
aumentos progressivos de polaridade em direcdo ao pico G8', pois a metodologia
empregada utilizou fase movel cujo pH era 3,0 e coluna com carga negativa, havendo
maior densidade de carga no sentido de G8'. Observou-se larguras de base estreitas
e similares na regido correspondente ao inserto na Figura 13B (G3') (Tabela 8),
semelhantes aos resultados da analise por FR-HPLC e troca cati6nica.

O grupo G3' eluido entre o intervalo de tempo de retencéo de 10,01 a 15,50 min
(Figura 13B) para os trés estagios da planta emergiu como a fragdo de interesse,
preservando a relagcdo quantitativa de area e intensidade entre ISL, APF e SPF
observada desde a cromatografia em fase reversa. Nesse caso, os resultados
apresentados na Tabela 8 e nos insertos da Figura 13B mostram que os valores de
area e intensidade para ISL foram significativamente maiores do que os resultados de
APF e SPF, e os dados de porcentagem relativa referentes a area mostram que a area
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do pico de ISL excedeu APF e SPF em 35,59% e 73,61%, respectivamente. Os
resultados das analises estatisticas contidos nos insertos da Figura 13 revelaram que
as repeticdes cromatograficas dentro de cada tipo de extrato ndo apresentaram
diferencas significativas, comprovando a reprodutibilidade dos métodos de extragéo e
cromatografia empregados. Essa consisténcia garante a confiabilidade dos dados e a
robustez das tendéncias observadas. Por outro lado, os perfis cromatograficos entre
os trés tipos de extratos pertencentes aos grupos G1 (oriundos da fase reversa) e G3'
apresentaram diferencas significativas e sugerem que os compostos presentes
nesses extratos podem servir como biomarcadores potenciais para a doenca da

meleira.

Os resultados apresentados na Tabela 8 comprovam que a cromatografia de troca
catibnica com uma coluna de maior comprimento melhorou a resolugao do grupo da
fragdo G1 previamente identificado por RP-HPLC. A diferenga no numero de pratos
tedricos (N) serve como um indicador direto da resolugéo, de forma que um valor N
mais alto implica em melhor resolugéo (Harris 1999; Snyder, Kirkland e Dolan 2009).
Este valor N foi maior para a analise com coluna de maior comprimento em
comparagao com a analise com coluna de menor comprimento e a analise por RP-
HPLC (N = 394,82). Portanto, pode-se afirmar que o aumento da resolugéo resultou

em uma melhoria na qualidade de separagao dos picos cromatograficos.

O delineamento cromatografico empregado nesta investigagdo demonstrou o
potencial da abordagem FR-HPLC e CTC para a separagdo e caracterizagdo de
biomarcadores relacionados aos virus responsaveis pela Doenca da Meleira do
Mamoeiro. A analise por FR-HPLC foi utilizada para observar a diferenca entre os
estagios da planta e os resultados apresentados na Tabela 7 e Figura 10A foram
satisfatérios e suficientes para atingir esse objetivo. Por meio dela, foi possivel
desenvolver um método sensivel o suficiente e reprodutivel para identificar diferencas
entre os estagios da planta. A cromatografia de troca catidnica de grupos estratégicos
teve propasito distinto e relacionado a investigagado do envelope carregado do grupo
G1 advindo da cromatografia em fase reversa, sendo necessaria a posterior

identificacdo de seus compostos correspondentes (por espectrometria de massas).
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A cromatografia de troca idnica exibe seletividade de separacdo complementar a
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa, aumentando o potencial para
identificacdo de compostos. Por essas razdes, o emprego de CTC e FR-HPLC para
analise de amostras pode maximizar a elucidagao de seus constituintes (Kammerer,
2011; Karu et al., 2012; McHale, Soliven e Schuster, 2021; Oladimeji e Valan, 2020;
Ngere et al. 2023). Além disso, a capacidade da cromatografia de troca ibnica de
separar seletivamente moléculas ionizaveis permite o isolamento de potenciais
marcadores de metabdlitos secundarios de extratos vegetais (Feng et al., 2021;
Oladimeji e Valan, 2020; Ngere et al., 2023). A presente investigacdo revelou
enriquecimento de compostos potencialmente relacionados ao metabolismo
secundario em de folha em pré-floragao, sugerindo expresséo diferencial destes em
resposta ao complexo viral PMeV.
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Figura 13. Cromatogramas de troca catidnica dos grupos de fragdo 1 (G1). A) Cromatograma
de troca catibnica de G1 originarios de FR-HPLC dos trés extratos em fase estacionaria
catiénica Shimadzu LC Column Shim-Pack WC x 4,0 mm x 5 cm a 258 nm e volume de injegéo

de 10 yL e inserto referente a regiao de interesse. B) Cromatograma de troca catiénica de G1
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originarios de FR-HPLC dos trés extratos em fase estacionaria catidnica TSK-GEL-CM-25W
LC Column 25 cm X 4,6 mm DI, 5 ym a 258 nm e volume de injegdo de 300 pL. O
cromatograma representa a média de trés repeticdes. Letras diferentes no inserto do pico
cromatografico G3' indicam diferencga significativa pelo Teste T (P < 0,05). ISL (linha rosa),
APF (linha azul) e SPF (linha preta).

Outro dado importante envolveu analisar a relagdo entre o comprimento e o raio das
colunas na cromatografia de troca i6nica para determinar as concentragdes do grupo
G1 de acordo com Harris, 1999. A coluna maior tinha um raio (R1) de 2,3 mm e
comprimento de 25 cm, enquanto a coluna menor tinha um raio (R2) de 2,0 mm e
comprimento de 5 cm, resultando em uma relagao R1/R2 de 1,15. A concentracéo dos
grupos G1 aplicada na menor coluna foi de 0,93 mg.mL"!, determinada a partir da area
total sob as curvas na cromatografia de troca catidbnica para o extrato bruto e sua
concentragéo de 7,5 mg.mL-'. Para determinar a concentragdo de G1 na maior coluna,
este valor foi multiplicado pela relagéo de raio? e a concentragao foi de 1,23 mg.mL"’
(Tabela 9). Apesar da mudanga de 0,30 mm no raio da coluna, ndo houve mudanga
significativa na concentragdo, sugerindo que a quantidade de amostra aplicada
permaneceu a mesma. No entanto, a resolucdo foi afetada pelo aumento do
comprimento da coluna e pode ser comprovada pela diferenga referente ao numero
de pratos tedricos apresentados acima, os quais estao diretamente relacionados com

a resolucao.
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Tabela 9. Relagao entre a concentragédo do extrato bruto e dos grupos de fragdo G1

aplicados nas colunas de troca idnica.

Cromatografia de troca catiénica

Dimenséao ]
Amostra Concentragdo (mg.mL™") Area total

da coluna

] Extrato Bruto 7,50 44936423
Grupo G1 0,93 5590572

Grupo G1 aplicado na
2 . _ 1,23 -
coluna de maior raio

4.8 SEPARACAO POR CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA DOS EXTRATOS
BRUTOS - UMA ABORDAGEM QUALITATIVA

A cromatografia de troca i6nica apresentou diferengas no perfil molecular dos trés
extratos brutos quando submetidos tanto a trocadores catibnicos quanto anidnicos
(Figura 15). Os cromatogramas obtidos para os extratos brutos empregando a
cromatografia de troca ibnica exibiram menor complexidade em comparagdo aos
extratos brutos analisados por FR-HPLC. Na cromatografia de troca catidnica dos
extratos brutos (Figura 14A), houve sobreposicdo entre o primeiro pico dos trés
extratos e notou-se uma diferengca de intensidade entre os picos dos trés extratos
relacionada ao intervalo de tempo de retencéo entre 4 e 6 min. Neste caso, o extrato
APF foi o mais intenso (767 mV), seguido pelo extrato SPF (676 mV) e por ultimo o
ISL, que foi o menos intenso (390 mV).

Por outro lado, na cromatografia de troca anidnica, foi observada a presenga de quatro
picos com intensidade semelhante entre os trés extratos, conforme mostrado na
Figura 14B. Comparando os trés extratos, observou-se que até o tempo 10 min, o
primeiro pico do extrato ISL foi o mais intenso entre os trés extratos (177 mV) e o
ultimo pico do extrato ISL foi o menos intenso (184 mV). O terceiro pico foi mais intenso
para o extrato SPF (410 mV) e o quarto e ultimo pico até 10 minutos foi mais intenso
para o extrato APF (410 mV), seguido pelo extrato SPf (324 mV), e por ultimo, ISL
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(184 mV). Nao houve diferenca estatistica entre as repeticdes individuais dos mesmos
extratos e isso garante a reprodutibilidade da analise cromatografica. Tanto a
cromatografia de troca anidnica do grupo G1 quanto as cromatografias de troca
iGnicas dos extratos brutos foram realizadas com propdsito investigativo, no entanto o
objetivo da presente investigacao foi alcangcado em FR-HPLC e cromatografia de troca

catidbnica.
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Figura 14. Cromatografia de troca id6nica dos extratos brutos a 258 nm, volume de injegéo de
10 uL e fluxo de 0,2 mL.min"'. A) Cromatograma de troca catidnica dos trés extratos na
concentragdo de 7,5 mg.mL". B) Cromatograma de troca anidnica comparativo dos trés
extratos na concentragdo de 7,5 mg.mL". O cromatograma representa a média de trés
repeticbes. Nao ha diferenga estatistica entre as repeticbes cromatograficas de um mesmo
tipo de extrato (repeti¢cdes individuais) pelo Teste T (P < 0,05). A cor rosa refere-se ao extrato

ISL, azul ao extrato APF e preta ao extrato SPF.
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4.9 IDENTIDADE DAS MOLECULAS POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Apos a identificagdo de regibes estratégicas nas analises por cromatografia que
potencialmente poderiam estar relacionadas com a presenga dos virus PMeV e
PMeV2, a proxima etapa seria identificar os metabdlitos secundarios presentes nestes
grupos. Dessa maneira, os extratos brutos (ISL, APF e SPF), os grupos G1 coletados
de cada estagio de desenvolvimento da planta por FR-HPLC, e G3' coletados atraves
de cromatografia de troca catiénica utilizando uma coluna de maior comprimento
(Tabela 10), foram analisados por UHPLC-MS/MS pela Policia Civil do Estado do
Espirito Santo a fim identificar os metabdlitos secundarios responsaveis pelas
diferengas quantitativas observadas, permitindo assim sugerir o possivel

envolvimento desses compostos na infec¢ao viral.

A Tabela 11 fornece as possiveis identificagdes referentes aos extratos brutos e
grupos de fragdes. Os compostos denominados como "1" foram utilizados como
referéncia para comparacéo na literatura (Alencar et al., 2020; Gondin et al., 2022;
Zhou et al., 2023). Os grupos G1 (024, 025 e 026), coletados durante a etapa de FR-
HPLC, e G3' (005, 007, 010, 013 e 015), obtidos através da cromatografia de troca
catibnica, foram identificados como contendo metabdlitos secundarios pertencentes
classes de flavonoides e alcaloides. Foram observadas diferengas significativas dos
extratos em pré e pos-floragdo entre os grupos G1 e G3' durante as analises
cromatograficas e estas diferengas foram atribuidas a presenga dos virus PMeV e
PMeV2. Em vista dos resultados de UHPLC-MS/MS, conclui-se, que os flavonoides
identificados nestes grupos estdo associados a infecgdo viral, especificamente os
compostos kaempferol glucoside rhamnoside, derivados de caempeferol, Kaempferol-
3-0-(2G-a-L-rhamnosyl)-rutinoside, isobmero de Kaempferol-3-O-(2G-a-L-rhamnosyl)-
rutinoside, rutina, isébmeros de quercetin-3-O-rutinoside, quercetin-3-O-(2G-a-
Lrhamnosyl)-rutinoside os quais pertencem a classe dos flavonoides (flavonois)
(Figura 15).

Com base nos resultados da cromatografia e espectrometria de massas
apresentados, sugere-se que os grupos G1 e G3' sdo constituidos por flavonoides e
que as diferencas quantitativas observadas podem estar correlacionadas com o
mecanismo de defesa da planta C. papaya contra a infecgdo pelos virus PMeV e
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PMeV2. Durante o estagio pré-floragdo, a maior area e intensidade dos picos podem
estar associadas ao acumulo e a atividade desses metabdlitos secundarios, que
eficientemente protegem a planta, juntamente com outros eventos fisiologicos que
acontecem nesse periodo (Antunes et al., 2020; Maurastoni et al., 2023), os quais
podem conter a manifestagdo dos sintomas virais. No entanto, a presenga do PMeV?2
na pos-floracdo pode implicar em reducdo da producdo desses metabdlitos
secundarios, refletindo na alteracéo na area e intensidade dos picos correspondentes.
Assim, o complexo viral pode ter sido capaz de suprimir a defesa da planta, levando

a manifestacao dos sintomas da doenga da meleira.
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Tabela 10. Amostras enviadas para analise por UHPLC-MS/MS. ISL, APF e SPF
correspondem aos extratos brutos. Os G1s correspondem aos grupos de fragdes
coletados por FR-HPLC e G3's correspondem aos grupos G3' coletados na

cromatografia de troca catidnica de maior comprimento.

Numeragao Amostra correspondente
001 ISL
002 APF
003 SPS
004 G3'- ISL
005 G3'- ISL
006 G3'- ISL
007 G3'- ISL
008 G3'- ISL
09 G3'- APF
010 G3'- APF
011 G3'- APF
012 G3'- APF
013 G3'- APF
014 G3'- APF
015 G3'- APF
016 G3'- SPF
017 G3'- SPF
018 G3'- SPF
019 G3'- SPF
020 G3'- SPF
021 G3'- SPF
022 G3'- SPF
023 G3'- SPF
024 G1ISL
025 G1 APF

026 G1 SPF
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Tabela 11. Identidade das moléculas analisadas por UHPLC-MS/MS em modo
positivo e negativo.
Tempo Relagao
Tentativa de de m/z
identificacio  retencio  [M-HI-/ Fragmentos MS2 Amostras
(min) [M+H]+
Kaempferol
glucoside 4,8 593/- 575 (4), 327 (2), 285 (100) 1_024
Rhamnoside
547 (7), 447 (20), 430 (15),
Derivado kaempferol 5,0 - 5,9 593/- 429 (81), 327 (10), 284 1
(100), 255 (20), 227 (3)
575 (19), 547 (32), 447 (12),
, i 430 (17), 429 (76), 327 (10), 1_025,
Derivado kaempferol 4,08 593/ 285 (66), 284 (100), 255 1 026
(25)
Quercetin-3-O- 591 (3), 563 (4), 343 (8), 11 002
rutinoside 6,3 609/- 301 (100), 300 (30), 271 (4), 1’ 003 ’
(rutin) 179 (2) -
Isbmero quercetin- 591 (3), 577 (5), 563 (4),
O-rutinoside 4,6 609/- 343 (7), 301 (100), 300 (32), 1_001
(rutin) 271 (6), 179 (2)
g?rr:t?r:gs?cllj: e 5,1-5,3 609/ 091 (13), 563 (44), 343 (5), 1024,
. Y 301 (100), 271 (5), 179 (2) 1_025
(rutin)
éagf“pfero"3'o' 693 (11), 593 (16), 575
a-L-rhamnosyl) 6 739/- (100), 393 (2), 327 (12), 285 1
rutinoside (31), 284 (31), 255 (12)
Isdbmero Kaempferol- 693 (9), 593 (18), 575 (100),
3-0-(2G- i i 576 (22), 473 (7), 393 (6),
a-L-rhamnosyl) 1.8-2.1 739 327 (12), 285 (32), 284 (30), 1.001
-rutinoside 255 (7)

R 1002,
Isdbmero Kaempferol- 593 (24), 575 (100), 576 1003
3-0-(2G- (26),473 (10), 393 (8),327 — __°
a-L-rhamnosyl) 4.0-4,5 739 (15), 285 (35), 284 (38), 255 1—852
-rutinoside (14) T

1.026
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1_002,
Quercetin-3-0O-(2G- 609 (34), 591 (86), 489 (50), 1_003,
a-Lrhamnosyl) 3,5-4,5 755/- 343 (21), 300 (100), 271 1024,
-rutinoside (18), 255 (12) 1_025,
1_026
Quercetin-3-0O-(2G- 609 (34), 591 (86), 489 (50),
a-Lrhamnosyl) 5,18 755/- 343 (21), 300 (100), 271 1
-rutinoside (18), 255 (12)
Glucotropaeolin 1,52 408/- ?12530()1 2,502(7250()3;)1 12(5395) 1,1_001
255 (22), 253 (27), 241
3 -Hydroxydaidzein 919 -/271 210%02’1 5)271 ;";8()’85111821 (86?) 1
159 (6)
5,6,7,3' 4" -
] . 285, 257, 229, 187, 169
Pentahydroxyisoflav 5,43 -/303 (100), 156 1
one
Derivado de 459 (100), 385 (51), 343
carpaina 712 saill (17),317 (14), 225 (4) 1
459 (100), 403 (9), 385 (3), 1 003
Derivado de 53 477 361 (92), 343 (49), 317 (8), 1—005’
carpaina ’ 287 (16), 269 (12), 225 (4), 1—010’
150 (3) -
459 (96), 403 (10), 385 (4), 1 007
Derivado de 50 477 361 (100), 343 (54), 317 (7), 1—013’
carpaina ’ 287 (18), 269 (13), 225 (19), 1—015’

150 (3)
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Figura 15. Metabdlitos secundarios identificados por UHPLC-MS/MS e relacionados com a doenga da meleira do mamoeiro.
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Testes histoquimicos em latex de plantas que desenvolveram os sintomas da meleira
apo6s serem infectadas pelo virus detectaram acumulo de alcaloides e fenol, o que nao
foi observado para latex de plantas sadias, sugerindo uma resposta antiviral da planta
(Rodrigues, S P et al., 2009). No presente trabalho, o que foi observado foi maior
concentragéo de alcaloide no estagio de pré-floragao do extrato etandlico de folha de
C. papaya e o fato de a literatura ja reportar que alcaloides da espécie Cynanchum
komarovii possuem atividade inibitéria contra o Tobacco mosaic virus (An et al., 2001)
fortalece a hipétese de que o acumulo de alcaloides na pré-floracdo desempenha
atividade inibitoria contra o papaya meleira virus. A literatura relata que alguns
flavonoides metilados reduziram a infectividade do TMV, devido ao enfraquecimento
das interagdes entre as subunidades do capsideo, resultando em aumento da
suscetibilidade do RNA genémico as RNAses do hospedeiro (Rusak et al., 2007).

Estudos de protedémica foram conduzidos em folhas de Carica papaya infectadas pelo
complexo viral PMeV, inicialmente germinadas em casa de vegetacdo e
posteriormente transferidas para um campo experimental. A analise em diferentes
estagios de desenvolvimento da planta revelou poucos genes com expresséo
diferencial envolvidos no metabolismo secundario entre os estagios pré e pos-
floracdo. No estagio de pré-floragdo, a enzima chalcona-flavanona isomerase
mostrou-se induzida e ela catalisa a reagdo de conversao da chalcona (precursora
dos flavonoides) em flavanona, pertencente a biossintese de flavonoides (Soares,
2016) indicando aumento da producdo dos metabdlitos desta classe, o que também
suporta os resultados cromatograficos e de espectrometria de massas observados na
presente investigacdo. A abordagem utilizada neste estudo de proteémica nao foi
focada no metabolismo secundario, o que sugere a possibilidade de muitos compostos
relevantes nado terem sido identificados. Esta limitacdo pode ter impactado na
identificacdo de um numero menor de enzimas envolvidas nas vias metabdlicas
responsaveis pela producdo de metabdlitos secundarios. O presente trabalho propde
abordagens cromatograficas focadas em investigar o metabolismo secundario,
visando identificar diferengas entre os estagios de desenvolvimento da planta e a
incidéncia da doenga da meleira.

Estudos sobre a agao de infecgbes virais no conteudo de flavonoides mostram seu

aumento em diversas plantas. Foram observados aumentos nos niveis de flavonoides
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em folhas e frutos de maracujazeiros infectados pelo virus CMV, em folhas de
algodoeiros (Gossypium hirsutum L.) infectados pelo complexo de espécies de
Begomovirus causador da doenga do enrolamento da folha do algod&do e em sépalas
de botdes florais de hibisco-vinagreira (Hibiscus sabdariffa L.) infectadas pelo Hibiscus
chlorotic ringspot virus (HCRSV, Betacarmovirus) (Shafie, 2019; Lan et al., 2020;
Rehman al., 2021). Em videiras assintomaticas cultivadas em vasos, a concentragéo
de flavondis como miricetina, caempferol, derivados de quercetina e acidos
hidroxicinamicos, incluindo derivados de acido cafeico, aumentou apds a infec¢ao pelo
Grapevine leafroll-associated virus 3 (GLRaV-3) (Montero et al., 2016). Por outro lado,
o GLRaV-3 induziu um aumento de 24% nos niveis de flavonoides em folhas
sintomaticas de uva vermelha para vinho (cv. Merlot) comparado a folhas verdes n&o
infectadas, sendo a quercetina, seguida de miricetina, os compostos predominantes.
Os resultados indicaram que a via biossintética dos flavonoides foi modulada em
folhas infectadas, levando a sintese de duas novas classes de antocianinas (Gutha et
al., 2010). De maneira geral, os genes da via biossintética dos flavondides
apresentaram niveis de expressao mais altos em folhas sintomaticas infectadas pelo
virus, em comparagédo com folhas verdes livres de virus. No caso de C. papaya e o
complexo-viral PMeV, foi observado pelo presente trabalho aumento da concentragao
de flavonoides no estagio da pré-floragdo quando apenas o virus PMeV estava
presente, de forma que pode ser interpretado como um mecanismo de defesa da

planta contra a progresséao viral e desencadeamento de sintomas.

Os alcaloides sédo substancias nitrogenadas de baixo peso molecular, derivadas
principalmente de aminoacidos, com papel defensivo contra herbivoros e patdgenos,
e efeitos farmacoldgicos significativos em humanos e animais (Duarte et al., 2023;
Zaim et al., 2014; Zhao et al., 2017). Apesar de seu papel na defesa vegetal, alguns
virus conseguem superar essas barreiras e infectar plantas. Na presente investigacéo,
os niveis de alcaloide foram maiores em folhas de C. papaya em pré-floragdo quando
apenas o virus PMeV estava presente. No entanto, os niveis decairam na pos-floragao
quando ambos os virus PMeV e PMeV 2 estavam presentes. Existem relatos
semelhantes na literatura. O poppy mosaic virus (PMV-P, Potyviridae) em papoula
(Papaver somniferum L.), fonte importante de opioides e alcaloides, induz aumento no

conteudo de papaverina, mas reduz o teor de morfina (Zaim et al., 2014). Em
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trombeteira (Datura stramonium L.) infectada pelo potato virus X (PVX, Potexvirus) e
em infecgdes simples ou duplas por CMV e PVX, observou redugao nos teores de
alcaloides (El-hammady et al., 1982; Duarte et al., 2008; Duarte et al., 2023).
Similarmente, plantas de trombeta-roxa (Datura metel L.) inoculadas com PVY e
aboboras (Cucurbita moschata Duchesne) infectadas pelo Moroccan watermelon
mosaic virus (MWMV, Potyvirus) mostraram reducdo nos niveis de alcaloides totais
(El-dougdoug et al., 2007; Mofunanya e Edu, 2015). Em contraste, infecgéo por PVX
em batatas aumentou significativamente os niveis do alcaloide B-feniletilamina e da
expressdo da enzima tiramina-hidroxicinamoil transferase (THT) (Niel et al., 2006).
Plantas de vinca (Catharanthus roseus (L.) G.Don), importantes fontes de alcaloides
antineoplasicos, quando infectadas por CMV e tratadas com rizobactérias promotoras
de crescimento (PGPR), apresentaram aumento nos teores de alcaloides em pléntulas
sadias e infectadas (Al-zahrani et al., 2018). Além do impacto direto dos virus no
metabolismo dos alcaloides, a infecgao viral pode facilitar a adaptacéo de insetos
fitofagos, como observado em tomateiros infectados pelo TMV, que mostraram
aumento no teor de nitrogénio total e do alcaldide tomatina, favorecendo a adaptagéo
da larva do coleoptero Leptinotarsa decemlineata (Hare e Dodds, 1987).

Ha poucos estudos sobre os modos de agdo dos metabdlitos secundarios (Duarte et
al., 2023; Mishra et al., 2020; Zaynab et al., 2018, 2019). Embora o mecanismo de
acao dessas substancias (alcaloides e flavonoides) ainda ndo seja completamente
elucidado, € possivel que envolva rea¢des com varias moléculas da planta hospedeira
que podem incluir modificagdes covalentes de proteinas e bases do DNA, interacdes
nao covalentes com proteinas, interagbes com biomembranas e acidos nucléicos,
além de atuarem como antioxidantes e promoverem perturbagdes nesse sistema pelo
aumento da produgéo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que podem funcionar
tanto como sinalizadores quanto como agentes defensivos ativos contra patégenos
(Duarte et al., 2023).

Relacionando um possivel mecanismo de agdo desses metabdlitos secundarios com
espécies reativas de oxigénio, a literatura relata que em plantas de C. papaya com
meleira, ocorre acumulo de peroxido de hidrogénio nos laticiferos, reducdo da
atividade proteolitica e dos niveis de proteases no latex, o que aumenta a fluidez do
latex e o espalhamento do virus pela planta (Antunes et al., 2020; Rodrigues, S P et
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al., 2009). Tudo isso parece estar interligado, com o perdxido de hidrogénio
modulando negativamente a atividade de cisteino proteases, associadas ao processo
de coagulacgéo do latex. Essa pode ser uma estratégia do complexo viral para retardar
a morte celular programada nos laticiferos e minimizar a degradacéo de particulas
virais (Abreu, P M V et al., 2015; Rodrigues, S P et al., 2009, 2012). O desbalanco
osmotico nos laticiferos de plantas doentes, devido ao acumulo de agua, potassio,
fésforo, cristais de oxalato de calcio e diminuigdo nos niveis de calcio durante a
infeccdo pelo complexo viral, esta associado a fluidez e exsudagédo do latex, bem
como a ruptura celular (Antunes et al., 2020; Rodrigues, S P et al., 2009). As espécies
reativas de oxigénio podem regular a ativagdo de defesa da planta, incluindo a
sinalizagdo de horménios, como acido salicilico (AS). Em plantas infectadas pelo
complexo viral PMeV, os genes envolvidos com a sinalizagdo do AS est&do induzidos
na pré-floracdo e a aplicagdo exdgena deste horménio diminuiu a carga viral. No
entanto, genes antagonistas do AS também estao induzidos na pré-floragao, limitando
a contencdo da doenca na planta. Na pés-floragdo de plantas doentes, os genes
envolvidos com a sinalizagédo do AS estao reprimidos e moduladores negativos estéo
induzidos, o que leva a uma resposta de defesa incompleta da planta pois os sintomas
se manifestam (Antunes et al., 2020; Madroiiero et al., 2018).

Os eventos bioquimicos, fisiolégicos e moleculares ja estudados no patossistema C.
papaya-Complexo viral PMeV (Antunes et al., 2020; Maurastoni et al., 2023) se
interligam com os mecanismos de agéo dos metabdlitos secundarios, de forma que é
imprescindivel considera-los nos estudos. A literatura aponta para a importancia do
entendimento de como os virus alteram o metabolismo das plantas e suas respostas
a infeccdo. Os patdogenos podem modificar a expressado genética das plantas para
suprimir defesas ou induzir componentes favoraveis a infecgdo e compreender essas
interagcbes em nivel molecular é essencial para desenvolver estratégias de defesa
eficazes, crucial para culturas economicamente importantes (Duarte et al., 2023;
Zaynab et al., 2019). O presente trabalho representa uma compreensdo como 0s
alcaloides e flavonoides de C. papaya se relacionam com a doenga da meleira do
mamoeiro pela infeccdo do complexo viral PMeV, sendo potenciais biomarcadores

para serem utilizados em ferramentas diagnésticas da doenga da meleira no campo.
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5. CONCLUSAO

A presente pesquisa determinou o rendimento dos extratos brutos obtidos por
percolagdo exaustiva e comprovou a estabilidade cinética deles ao longo do tempo,
assegurando a integridade quimica do material. Além disso, demonstrou a diferenca
quantitativa dos extratos das folhas de Carica papaya em pré-floragdo em comparagéo
aos estagios pos-floragao, com e sem sintomas da doenga da meleira do mamoeiro.
Entre as concentragdes testadas, 7,5 mg.mL™" destacou-se por apresentar as maiores
diferengas nas areas e intensidades dos picos cromatograficos. Os grupos G1 foram
considerados estratégicos e a regido do cromatograma que eles se encontravam era
a mais polar e com poucos picos cromatograficos sendo selecionados para a
continuidade da pesquisa. Os resultados cromatograficos obtidos tanto por fase
reversa quanto por troca idnica, baseados em parametros analiticos, sugerem uma
relagdo entre a presenga dos virus PMeV e PMeV2 e as alteragdes observadas na
producao de metabdlitos secundarios da planta. Foi desenvolvido um método robusto
para diferenciar os estagios da planta, com alta sensibilidade e reprodutibilidade. As
técnicas cromatograficas empregadas neste estudo oferecem métodos valiosos para
explorar o fingerprint molecular das folhas de C. papaya, permitindo a separagéo e
identificacdo dos metabdlitos secundarios presentes nos grupos de interesse. Foram
identificados flavonoides e alcaloides nos grupos G1 e G3' e foi sugerido que estes
metabalitos secundarios estado relacionados com a resposta de defesa da planta frente
a infeccdo pelo complexo viral PMeV. A cromatografia provou ser uma ferramenta
poderosa para descobrir potenciais alteracbes metabdlicas associadas a doenca em
campo e abriu caminho para o desenvolvimento de um possivel diagndstico a ser
realizado em microescala. Este diagnostico podera utilizar reagentes baratos e
acessiveis, além de equipamentos espectrofotométricos de rotina, proporcionando

uma abordagem pratica e econdmica para a detec¢cédo de doengas em plantas.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Com base nos resultados obtidos, recomenda-se a aplicagao dos extratos brutos em
cartuchos de coluna C18, seguida por coletas sequenciais e analises cromatograficas
para verificar a reprodutibiidade dos resultados observados visando o
desenvolvimento de um potencial método diagnostico. Paralelamente, seria
interessante tentar reproduzir esses experimentos em condigdes controladas de casa
de vegetagdo. Adicionalmente, sugere-se a implementagcdo do mesmo desenho
experimental para outros virus que também infectam o mamoeiro, como o Papaya
ringspot virus (PRSV), causador da doenga do mosaico do mamoeiro. Esta
abordagem permitira determinar se a resposta observada € uma reagao geral de
defesa da planta contra infecgbes virais ou se € uma resposta especifica aos virus
PMeV e PMeV2.
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8. ANEXOS

1 - O artigo vinculado a esta tese intitulado ~~ Stage-Specific Biomarkers for Papaya
Sticky Disease Using the Molecular Profile of Carica papaya (L.) Leaf Extracts:
A Chromatographic Approach’ encontra-se em under peer review na revista Food
Analytical Methods, Qualis A1 em Biotecnologia, estando a aluna apta a defesa

segundo o regimento do Programa de Pds-graduagao em Biotecnologia.

2 — Os resultados da analise por UHPLC-MS/MS chegaram dia 29 de junho em forma
de tabela, em vias de enviar a tese para a banca, de forma que nao foi possivel
disponibilizar os cromatogramas e espectros correspondentes.



