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RESUMO

O estudo metabolémico de plantas se apresenta como uma ferramenta
importante para a busca de novas substancias ativas, visto que visa descobrir
todos os metabolitos produzidos ou modificados por um organismo e através de
andlises de dados multivariadas definir as correlagbes in silico com suas
propriedades biologicas. Sendo as espécies vegetais consumidas pela
populacdo, as PANCs (Plantas Alimenticias Ndo Convencionais), sdo muitas
vezes conhecidas como ervas daninhas ou “matos”, utilizadas para uso
alimenticio de forma endémica, pouco ou quase ndo comercializada nas feiras
livres, supermercados, mas que possui um potencial a ser explorado. Dessa
forma este trabalho teve como objetivo realizar um estudo metabol6mico de 20
espécies vegetais de PANCs consumidas em Sergipe, utilizando extracdo
assistida por ultrassom, espectrometria de massa por infusao direta em Orbitrap-
MS e avaliar a citotoxicidade e atividade antioxidante, bem como correlacionar
esta propriedade bioldgica a possiveis substancias através de estudo in silico. O
trabalho permitiu correlacionar as analises de citotoxidade dos extratos a
substancias com razdo m/z (420,15 modo positivo e 423,06 modo negativo) na
concentracdo de 100 yg/mL dos extratos vegetais, substancias com razao m/z
(184,93 modo positivo e 507,07 modo negativo) na concentragcdo 1000 ug/mL e
também correlacionou a atividade antioxidante extratos vegetais a substancias
de razdo m/z (813,51 modo positivo e 832,51 modo negativo). Portanto este
trabalho demonstra um importante resultado, visto sugere possiveis substancias
responsaveis pelas propriedades biologica dos extratos, além de contribuir para
identificacdo de extratos vegetais que podem ser sugestivamente toxicos a

alimentagdo humana.

Palavras-chave: PANCSs, in silico; citotoxicidade, antioxidante



ABSTRACT

The metabolomic study of plants is an important tool for the search for new active
substances, as it aims to discover all metabolites obtained or modified by an
organism and, through multivariate data analysis, define correlations in silic with
its biological properties. As vegetable species consumed by the population, such
as PANCs (Non-Conventional Food Plants), they are often similar as weeds or
"bushes", used for food use in an endemic way, little or almost not sold in open
markets, supermarkets, but that it has a potential to be explored. Thus, this work
aimed to carry out a metabolomic study of 20 plant species of PANCs consumed
in Sergipe, using ultrasound-assisted extraction, direct infusion mass
spectrometry in Orbitrap-MS and to evaluate cytotoxicity and antioxidant activity,
as well as to correlate this property to possible substances through an in silico
study. The common work correlates the cytotoxicity analyzes of extracts to
substances with m / z ratio (420.15 positive mode and 423.06 negative mode) at
the concentration of 100 ug / mL of plant extracts, substances with m / z ratio
(184, 93 positive mode and 507.07 negative mode) at 1000 ug / mL concentration
and also correlated the antioxidant activity of plant extracts to substances of m /
z ratio (813.51 positive mode and 832.51 negative mode). Therefore, this work
demonstrates an important result, as it can be associated with the biological
properties of the extracts, in addition to contributing to the identification of plant

extracts that can be suggestively toxic to human food.

Keywords: PANCSs, in silico; cytotoxicity, antioxidant
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“Na natureza, nada se cria, nada se perde, tudo se transforma”
(Antoine-Laurent de Lavoisier)
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1. INTRODUCAO

A flora € uma importante fonte de recursos naturais que pode ser aproveitada
para a longevidade da humanidade. Dessa forma, as plantas por sua vez
apresentam um potencial a ser explorado, isso devido produzirem metabdlitos
secundarios que sdo substancias responsaveis por protege-las da acdo de
herbivoros, patdgenos e variacdo de temperatura, além de conferirem odores,
gostos e cores especificas as espécies. Os metabdlitos secundérios das plantas
apresentam varias classes de substancias, como cumarinas, flavonoides, terpenos,
taninos, alcaloides, etc [5-10]. Um uso comum e popular das plantas € o medicinal,
apresentando varias abordagens, dentre as quais séo dignas de citacdo a obtencéo
de Oleos essenciais, a obtencéo de extratos vegetais, o isolamento e identificacdo
de novas substancias bioativas com efeito antibacteriano, citotdxico, antioxidante,
etc. [11-12].

As plantas no Brasil ganham destaque na agricultura, especificamente as
espécies de uso alimenticio, sendo uma rica fonte de nutrientes como vitaminas,
sais minerais, aminoacidos, dentre outros. Dessa forma, alimentos como feijao,
arroz e milho, por exemplo, sdo importantes fontes nutricionais entre os alimentos
convencionais [13-15]. Segundo Kinupp e Barros, [17] as plantas alimenticias sé@o
espécies que possuem uma ou mais partes que podem ser inseridas na dieta
alimentar do ser humano, podendo assim fornecer raizes, tubérculos, folhas, brotos,
talos, flores, frutos, sementes, rizomas, dentre outras formas comestiveis.
Concomitantemente aos alimentos convencionais, estdo as PANCs (Plantas
Alimenticias N&o Convencionais) que sao plantas pouco consumidas, ou
consumidas por uma pequena parcela de pessoas, ou por um peqgueno grupo, que
nao sao produzidas em larga escala [15]. Sao plantas que em muitos casos estao
disponiveis para o homem e muitas vezes chamadas de “mato” ou planta do mato,

sao acessiveis, porém pouco consumida na salada, refogada e/ou cozida [16-17].

Dessa forma o estudo de espécies vegetais € muito relevante para o ser

humano, ndo s6 do ponto de vista medicinal, mas também comestivel, por isso



diversas abordagens vem sendo desenvolvidas pela comunidade cientifica, dentre
elas estdo os estudos metabolomicos. Os estudos metaboldémicos consistem nos
estudos dos metabdlitos que foram produzidos ou modificados por um organismo
[18]. Uma das diversas abordagens dos estudos metabolémicos € o uso técnicas
analiticas hifenadas em conjuncdo com andlises de dados multivariadas com

objetivo de correlacionar os metabdlitos a alguma propriedade biologica [18-19].

O presente trabalho busca avaliar o potencial metabolémico de muitas PANCs
do estado de Sergipe, com base em um levantamento de espécies vegetais
realizado por nosso grupo de pesquisa (Laboratério de Andlises de Alimentos e
Bebidas do Departamento de Farmacia da UFS), além de corroborar para
investigacdo de pesquisas futuras relacionadas a uma alimentacdo baseada no

consumo de plantas ndo convencionais.

1.1 Plantas Alimenticias Nao Convencionais

As Plantas Alimenticias Nao Convencionais (PANCs) sdo as vezes inexplorada
comercial e economicamente, em muitos casos tratadas como invasoras das
lavouras, 0 seu consumo por sua vez pouco utilizada por parte da populacéo [17;
20]. Existem casos em que as plantas sdo convencionais, entretanto algumas partes
delas n&o as s&o, por exemplo, a batata doce possui folhas comestiveis na Asia, o
mamao verde e seu talo também, além das flores e os brotos da abdbora [16].

Na natureza existem diversas PANCSs, dentre elas estéo, por exemplo, Talinum
paniculatum (conhecida como major gomes, maria-gorda ou lingua-de-vaca),
Basella alba (conhecida como bertalha), Chenopodium ambrosioides (mastruz),
Acanthospermum hispidum (carrapicho-de-carneiro) e Cajanus cajan (Feijao
Guando) [21-23]. De igual modo a espécie Pachira aquatica Aublet , conhecida
como monguba é uma PANC, onde o0s seus frutos possuem sementes comestiveis

gue sdo muito consumidas na regido amazonica no Brasil. Os frutos de Monguba



podem ser consumidos torrados, crus, assados, cozidos e transformados em
farinhas [24].

Ainda sobre as PANCSs, existe uma espécie, Moringa oleifera, que se destaca
por seus diversos usos populares, farmacolégicos e gerais [25-28]. No Brasil por
exemplo, existe um congresso nacional especifico para esta espécie (Encontro
Nacional de Moringa - ENAM), que engloba varias linhas teméticas como producao
agricola, producéo de 0leo e biodiesel, farmacologia, tratamento de agua e outros
mais [29]. A parte da espécie Moringa oleifera mais usada para nutricdo humana e
animal séo as folhas e estas podem ser consumidas cruas ou secas [30].

As PANCs, sao espécies que estdo inerentemente associadas a dieta
nutricional de regibes ou comunidades com limitagbes de obter alimentos
industriais, logo sdo muito importantes para subsidiar a alimentacéo,
especificamente de populacbes em desenvolvimento. A literatura aponta que as
plantas ‘silvestres comestiveis” sdo fontes ricas de metabdlitos secundarios o que
as tornam potenciais notaveis a satde humana [31]. Estudos metabolémicos, por
exemplo, realizados com a espécie Portulaca oleraceae (Beldroega) que possui
como partes comestiveis ramos, folhas e flores [32], indicaram um total de 85
metabdlitos identificados, incluindo 6 aminoacidos, 22 compostos fendlicos , 16

alcaloides e 11 acidos graxos [33]

1.2 Estudos Metabolémicos

Ha muito tempo se estuda os metabolitos em organismos, Nicholson [34],
descreve pela primeira vez o termo Metaboloma relacionando-o, a identificacéo e
quantificacdo integrativa de metabolitos presentes em um sistema biolégico em
processo fisiopatolégico. Segundo Fiehn, [35], qualquer tendéncia que exclua uma
classe de substancias deve ser rejeitada em metabolémica, visto que esse novo
termo deve de forma abrangente e ampla determinar a maior quantidade compostos

possiveis.


https://www-sciencedirect.ez20.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/phenolic-compound
https://www-sciencedirect.ez20.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/alkaloid

O metaboloma consiste no conjunto de todos os metabolitos de baixo peso
molecular (menor que 1000 Da), produzidos ou sintetizados por um organismo. O
metaboloma engloba a maior variedade de substéancias, por exemplo, espécies
ibnicas, carboidratos hidrofilicos, alcoois, cetonas, aminoacidos, acidos organicos,
lipideos hidrofébicos e produtos naturais complexos. Tendo em vista a grande
complexidade de se analisar todos os possiveis metabolitos de um organismo, e de
gue exista uma técnica analitica suficiente para tal investidura, a metabolémica € a
nova area da ciéncia que permite a identificacdo de todos os metabolitos
sintetizados ou produzidos por plantas, microrganismos ou animais de forma
qualitativa e quantitativamente. Diante da complexidade da matriz celular de uma
planta, por exemplo, dos diferentes metabolitos que esta possui e das técnicas

analiticas que existem, isso € relativamente aplicavel [36].

A metaboldbmica é uma area de pesquisa que vem crescendo muito neste
século, o numero de trabalhos cientificos ja publicados e disponiveis na literatura
sdo dados que atestam essa veracidade [37]. As pesquisas em metabolémica
envolvem os mais diversos enfoques como identificacdo de biomarcadores em
doencas, autenticidade de amostras conforme origem geogréfica, discriminacao de
impressdes digitais entre queijos, ldentificacdo de substancias quimicas em plantas

gue apresentem efeito farmacolégico, dentre outros. [38-41].

Diante do crescimento de pesquisas em metabolémica, o Grupo de Trabalho
de Analise Quimica (do inglés, Chemical Analysis Working Group - CAWG), retne
pesquisadores em metabolémica com objetivo de elaborarem protocolos e/ou
procedimentos operacionais padrbes que permitam aprimorar e desenvolver um
consenso nessa area de estudo para melhores praticas de analise quimica. Este
grupo traz uma abordagem das diversas etapas que inclui os estudos em
metabolémica, discutindo os padrdes quanto a preparacdo de amostras, analise
experimental, desempenho instrumental, validagdo de métodos, identificacdo de
metabalitos e pré-processamento de dados [42].



1.2.1 Preparo de Amostra

Deve-se ter muito cuidado quanto a preparacao de amostras em metabolémica,
tendo como critério inicial a interrupcdo instantanea do metabolismo (do inglés
gueching metabolic). Essa interrupcdo pode ocorrer de varias formas, por exemplo,
tratar a amostra com metanol frio (-40 °C), realizando variac6es de pH e/ou baixando
bruscamente a temperatura com nitrogénio liquido. Depois de preparadas e
devidamente armazenadas, as amostras passam pelo processo de extracdo e
concentrag&o que precisam ser bem cuidadosos para evitar perdas de metabolitos
e extrair a maior quantidade de substancias intra e extracelulares possiveis [21, 43].
Além da interrupcdo do metabolismo, vale destacar outros pontos interessantes
como o processamento dos tecidos, a coleta do material e a forma como todo o
material é armazenado, por exemplo, liofilizacdo, uso de luvas e em ultrafreezers

respectivamente [42].

Seguindo essa linha de preparo das amostras Creydt, M, [44] coletou caules de
Asparagus officinalis, congelou em nitrogénio liquido e armazenou a -80 °C. Da
mesma forma Cadahia, E, et al [45] coletou 30 folhas de 10 mudas de Fagus
sylvatica L., imergiu-as em nitrogénio, armazenou a -80 °C, liofilizou e como
processo final armazenou em atmosfera seca e escura até a extracdo. O nitrogénio
liguido e o metanol frio € uma das técnicas mais utilizadas no preparo de amostras

para estudos metabolomicos [36; 46].

1.2.2 Métodos de extracao

Apés coletadas, secas e armazenadas as amostras passam por algum
processo de moagem que diminui o tamanho de particula do vegetal e torna o
mesmo mais acessivel para o processo de extracdo. Diversas técnicas podem ser
utilizadas em metaboldmica, entre as técnicas mais apropriadas estdo a extracado
assistida “por micro-ondas, extracdo em fluido supercritico, extragdo assistida por

ultrassom, extracdo em fase soélida e soxhlet (menos apropriada) [46].



Outrossim, diferentemente da fitoquimica tradicional que muitas vezes requer
uma pré-selecdo ou pré-concepcao das amostras investigadas antes de realizar
qualquer extracdo, os estudos em metabolémica permitem de maneira eficiente
extrair e mensurar os metabdlitos primarios e secundarios de plantas, além de
predizer possiveis caracteristicas bioldgicas sem se quer realizar demorados
trabalhos de bancada e gasto com solventes. Apesar disso tudo, hoje ndo existe
uma técnica extrativa que possa evitar perdas ou conversoes totais de metabdlitos
durante o processo, logo é necessario desenvolver protocolos, procedimentos e
abordagens que evitem a menor quantidade perdas possiveis e consequentemente
uma melhor capacidade extrativa [47-48].

Assim sendo, Chagas-Paula [49] equipara a extracdo assistida por ultrassom
com a extracdo por maceracdo em agitador, das espécies Tithonia diversifolia e
Vigueira gardneri, chegando a conclusédo que a extracao por maceracao em agitador
foi a melhor para o estudo metabolémico, visto que conseguiu obter a maior

guantidade de metabdlitos que a extracao assistida por ultrassom.

Sobre as técnicas de extracao, particularmente a extracao em fase sélida (SPE)
das folhas de Vitis vinifera L., Maia [50], desenvolveu uma metodologia para
metabolémica ndo direcionada, chegando a conclusdo que esse método foi
adequado, visto que permitiu encontrar um maior nimero de compostos polares e

nao polares, cobrindo todas as principais classes de metabdlitos secundarios.

1.2.3 Métodos de andlise de dados

Estudos metabolémicos envolve duas abordagens de andlise de dados, sendo
as abordagens direcionadas e ndo direcionadas (do inglés, target e untarget,
respectivamente). O estudo direcionado ou metabolémica alvo, envolve um grupo
pré-definido de substancias bioquimicamente estudados e caracterizados, que
estdo presentes em bancos de dados. Paralelamente, o estudo metaboldémico néo
direcionado, ndo se restringe a um grupo de compostos alvos, ndo requer um

conhecimento inicial da amostra, permite a analise de todos os metabdlitos



mensuraveis sem necessariamente estarem caracterizados. No entanto, conforme
a metaboldbmica avanca, com desenvolvimento de técnicas analiticas mais

sofisticadas, pode ocorrer a juncdo dessas duas abordagens [46].

As técnicas de analises mais empregadas em metabolémica sédo a ressonancia
magnética nuclear (NMR) e a espectrometria de massa (MS). Com relacdo a
espectrometria de massas, geralmente estdo acopladas a técnicas de separacao
como cromatografia gasosa (GC) ou cromatografia liquida (LC). A metabolémica
alvo, utiliza comumente uma instrumentacdo mais especifica como a espectrometria
de massas de baixa resolugdo em tamdem (LRMS/MS), entretanto, a
espectrometria de massas de alta resolucdo (HRMS) também tem encontrado
aplicacdo. Com relacdo a metaboldémica ndo alvo, sdo mais aplicados a

espectrometria de massas de alta resolugcao (HRMS) [35 - 36; 43, 46, 51].

Apesar da MS oferecer dados mais confiaveis quando combinado com, por
exemplo separacfes cromatograficas, o0 uso da espectrometria de massa sem a
necessidade de acoplamento a outras técnicas € uma abordagem util para estudos
metaboldémicos. A infusédo direta (DIMS) em espectrometria de massas, tem como
vantagens a andlise dos metabdlitos presentes nos extratos em um curto periodo
de tempo e um aumento significativo no rendimento em relacdo a um acoplamento
como LC-MS. A analise por infusdo direta, geralmente vem sendo usada para
obtencdo de impressfes digitais (fingerprints) e ndo para desreplicacdo e
identificacdo abrangente de metabdlitos. As fontes de ionizacdo comumente
utilizada em DIMS sao ionizacdo por Eletrospray (ESI) e ionizacdo quimica a
pressdo atmosférica (do inglés, Atmospheric Pressure Chemical lonization, APCI).
Com relacdo a aplicacdo destas duas fontes, a ESI € preferivel para compostos
bastante polares ou ibnicos, termolabeis ou com massa molar elevada (1000>Da),
enguanto que a APCI geralmente apresentara melhores resultados para compostos
pouco polares e de polaridades intermediarias. Além da fonte de ionizacéo,
analisadores de massas também compde a instrumentacdo DIMS, sendo estes

responsaveis por separar os ions de acordo com suas relacdes m/z. Dentre os



analisadores estdo tempo de voo (TOF), orbitrap e ressonancia ciclotronica de ions

com transformacéo de Fourier - FTICR [52-53].

No que se refere ao emprego da espectrometria de massas por infusdo direta,
a instrumentacdo DIMS/MS foi capaz de classificar espécies do género Panax e
identificar quatro marcadores quimicos presentes em quatro espécies em estudo
[54]. De igual modo, utilizando-se DIMS e equiparando com DIMS/MS foi possivel
discriminar amostras de arroz branco da Coréia e China, além de contribuir para o

controle de qualidade de arroz branco [55].

1.2.4 Métodos de tratamentos de dados

Apoés a analise das amostras, ha a necessidade de transformar os dados em
informacdes interpretaveis, isso € feito através de modelos estatisticos. Esses
modelos podem buscar identificar a maior quantidade de metabolitos, agrupar e
classificar semelhancas ou diferencas quimicas, correlacionar a composicdo
guimica com alguma propriedade bioldgica, dentre outras aplicacdes. Dessa forma
empregando-se andlise de dados multivariados, por exemplo, PCA (Principal
Component Analysis), SIMCA (Soft Independent Modelling of Class Analogies), PLS
(Partial Least Squares), OPLS (orthogonal projection to latent structures), HCA
(Hierarquical cluster analysis) e arvore de decisdo (decision tree), € possivel
identificar as diferencas no perfil quimico das amostras, bem como inferir

correlagcdes bioldgicas [44; 56- 57]

O PCA é um método de andlise multivariada ndo supervisionado que busca
discriminar as caracteristicas das amostras, muito utilizado em andlises de
fingerprinting metabolomic [58 - 60], sendo uma excelente ferramenta quilométrica
[61]. A arvore de decisdo (do inglés, decision tree) € outro método que pode ser
usado com objetivo classificatério entre amostras, baseando-se no algoritmo J48
[62]. O OPLS-DA também é um método muito eficiente quanto a andlise de
discriminantes preditivos para estudos metabolémicos. Este por sua é uma

extensdo do PLS, sendo o que OPLS-DA tem como vantagem ser mais facilmente



explicavel no que tange as correlagdes preditivas entre componentes e alvos [63-
64].

1.3 Atividade citotoxica
A citotoxicidade é realizada através de testes que buscam avaliar o

crescimento, a reproducao e a morfologia celular. Os testes citotdxicos nada mais
sdo do que testes prévios, simples, rapidos e sensiveis que conseguem identificar
a toxicidade e salvar os animais da mesma [65]. Entre os testes citotoxicos mais
comumente utilizados para detectar a taxa de crescimento celular, estd o método
MTT, que é um método barato e reprodutivel, além de conseguir testar um ampla

variedade de microrganismos sem necessita de um leitor de microplacas [66].

O método MTT se mostrou eficiente quando usado no trabalho de [66], visto
que, foi possivel detectar as interacdes entre compostos (carvacrol, eugenol,
cinamaldeido, timol, eucaliptol) e bactérias (Escherichia coli e Listeria innocua) de
forma simples e pratica. Em outro trabalho [67] avaliou o teste MTT em células de
fibroblastos pulmonares e concluiu que as substancias 8-hidroxiquinolina,
timoquinona e eugenol apresentaram as menores taxas de citotoxidade, o que foi

possivel constatar que o ensaio € rapido e pratico.

1.4 Atividade antioxidante

Espécies reativas de oxigénio (ROS), espécies reativas de nitrogénio (RNS) e
outros radicais livres ocorrem nas células podendo ocasionar reagbes em cadeia e
danificar moléculas vitais para o ser humano [68]. Dessa forma os radicais livres
causam um estresse oxidativo, o qual gera um desequilibrio entre as moléculas e
podem estar relacionados a doencas como Parkinson, Esclerose Lateral,

Huntington, Alzheimer, gastrointestinais, etc [69-71].

Os radicais livres, como ja visto, quando em altas concentra¢des impactam

prejudicialmente sobre humanos. Em virtude disso, busca-se constantemente
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compreender o mecanismo dos radicais livres e desvendar substancias
(antioxidantes) capazes de protegerem o organismo do estresse oxidativo [72]. Os
antioxidantes podem ser sintéticos ou naturais. Os antioxidantes sintéticos se
destacam como muito importantes economicamente para a industria de petroleo,
alguns séo usados no processamento de alimentos, como é o caso do TBHQ (terc-
butil-hidroquinona) usado para floragdo, sabor, importancia nutricional e cor do
produto alimentar [73]. Apesar de sua relevancia comercial, muitos antioxidantes
sintéticos sao considerados danosos ao ser humano, por exemplo, o BHA (2,3-terc-
butil-4-hidroxianisol) e o BHT (2,6-diterc-butil-p-creso) que sdo substancias muito
utilizadas nos alimentos, porém avaliados como possivelmente cancerigenos pela
agéncia internacional para pesquisa do cancer, uma agéncia parceira da OMS
(organizacdo mundial de Saude) [72-74]. Por outro lado, os antioxidantes naturais
surgem como uma alternativa aos sintéticos [75]. Os antioxidantes naturais sao
substancias obtidas em sua maioria das plantas, consistindo em extratos de
misturas complexas compreendendo uma diversidade de compostos como fenais,
polifendis, vitamina C, vitamina E, beta-caroteno, flavondides, aminoacidos e
aminas [76]. Antioxidantes naturais, também apresentam uma grande foco para
indUstria alimenticia, pesquisas enfatizam a importancia da aroeira (Schinus
terebinthifolius Raddi) como aditivo alimentar e contribuinte para habitos saudaveis
[75-76]. De igual modo o kiwi e o bambu séo plantas com um relevante potencial
antioxidante, podendo ser utilizadas como aditivos alimentares de carnes e peixes,

respectivamente [76-77].

Véarios métodos antioxidantes in vitro foram desenvolvidos com objetivo de
descobrir novos farmacos, avaliar o potencial antioxidante, determinar a presenca
de antioxidantes em frutas, legumes e bebidas, desvendar os diferentes
mecanismos dos radicais livres que apresentam diversas formas de atuagéo,
contudo nao existe um método universal, mais sim um conjunto de métodos que
apresentam sua especificidade [78]. Dentre os métodos mencionados na literatura

pode-se citar o método da co-oxidacao do B-caroteno/acido linoleico, método ABTS
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(2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin) 6-4cido sulfénico), ensaio do poder redutor férrico
(FRAP), o sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), e outros [79-81].

2. OBJETIVOS
2.1 Geral

» Desenvolver um estudo metabolémico ndo direcionado por espectrometria
de massa de espécies de Plantas Alimenticias Ndo Convencionais (PANCs),
avaliar a citotoxicidade e atividade antioxidante dos extratos vegetais, bem
como correlacionar estas propriedades biolégicas a possiveis substancias

através de métodos in silico.

2.2 Especifico

» Coletar e obter extratos hidroalcodlicos de PANCs com base em um
levantamento de espécies realizado pelo grupo Laboratério de Analises de
Alimentos e Bebidas do Departamento de Farmécia da Universidade Federal
de Sergipe.

» Analisar a composicdo quimica dos extratos hidroalcodlicos de plantas por
Orbitrap-MS.

» Avaliar o efeito citotoxico e antioxidante de varias (PANCS).

» ldentificar os picos com base no banco de dados DNP

3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais e equipamentos

» Balanca analitica - modelo APX-200 da marca Denver Instrument Company.

» Liofilizador da marca Liotop - modelo L101.

» Evaporador rotatério da marca BUCHI (modelo R-3), acoplado a uma bomba
de vacuo da mesma marca (modelo V-700); com um sistema de refrigeracao
da marca Microquimica Equipamentos Ltda (modelo MQBTC99-20).

> Centrifuga Excelsa® Il - modelo 206 BL
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Ultrafreezer da marca Thermo Scientific- modelo 700 series
Ultrafreezer da marca Sanyo — modelo MDF-U53VC

Banho de ultrassom da marca Unique - modelo Ultracleaner1600A
Microplacas 96 pocos Kasvi

Orbitrap-MS-ESI Exactive HCD Plus (Thermo Scientific, Bremen, Germany).

YV V.V V V V

Leitor de microplacas, Synergy H1, BioteK

3.2 Coleta do material botanico

O material botanico in natura (folhas, flores, caule, raiz ou frutos) foi coletado
em quatro regides do estado de Sergipe como Ilha Men de Sa (Itaporanga d'Ajuda),
Campus Rural (Séao Cristovao), Sitio Coitezeira (Nossa Senhora das Dores) e no
Campus da Universidade Federal de Sergipe (Sao Cristévao), entre os meses de
agosto a novembro de 2018. A exsicata de 01 espécie foi depositada pelo autor no
Herbario da Universidade Federal de Sergipe (ASE), sob niumero de registro 40841
(Bidens pilosa L.). Demais, 19 espécies neste trabalho estudadas foram coletadas
e depositadas no mesmo herbario por membros do Laboratério de Alimentos e
Bebidas do departamento de farméacia da UFS. Apds coleta, as partes botanicas de
cada espécie foram armazenadas em sacos com fecho hermético e reservadas em
dois ultrafreezer (marca Thermo Scientific, 700 series; marca Sanyo, MDF-U53VC,

a temperatura de -80 °C).

Com todas as amostras coletadas foi realizada a maceracao in natura com Grau
e Pistilo Inox (material inerte), vertendo nitrogénio liquido armazenado em garrafa
térmica sobre o grau e triturando o material botanico até formar um po, logo apos
foram transferidos para microtubos de 10 mL (Kasvi) e armazenados em
ultrafreezers (Thermo Scientific, 700 series; marca Sanyo, MDF-U53VC, a
temperatura de -80 °C). Em seguida, as amostras foram liofilizadas em liofilizador

(Liotop modelo L101) a temperatura de -60 °C e pressao de 7 umHg e novamente
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armazenadas em ultrafreezer (marca Sanyo, MDF-U53VC, a temperatura de -80
°C).

3.3 Extragé&o ultrassom

Cerca de 20 mg do p6 de cada planta foi dissolvido em 2 mL de solucéo
etanol/agua (7/3). A sonicacdo foi realizada em tubos Falcon®de 15 mL, por 15 min
em banho de limpeza ultra-sénica (Unique, modelo Ultracleanerl1600A), utilizando
gelo a temperatura foi controlada a 20 °C (+ 1 °C). Os extratos foram centrifugados
em 3600 rpm por 20 min (Centrifuga Excelsa® Il modelo 206 BL). O sobrenadante
foi recolhido com pipeta automatica e transferido para microtubos (Kasvi) de 5 mL.
De posse do extrato hidroalcodlico, o solvente organico foi removido em
aparelhagem com conexdo e tubos de ensaios especificos, conectados ao
evaporador rotatério operando em pressao reduzida (marca BUCHI, modelo R-3).
Por ultimo, os extratos aquosos foram armazenados em ultrafreezer (marca Sanyo,
MDF-U53VC, a temperatura de -80 °C), e posteriormente liofilizadas por 96 horas
em equipamento (Liotop modelo L101) e determinou-se os rendimentos. Os extratos
foram obtidos em sextuplicatas e depois de secos foram ressuspendidos em
solucdo etanol/agua 7/3 e feito um pool dos extratos para posteriores analise por

espectrometria de massas,ensaios citotoxicos e antioxidantes.

3.4 Anélise de massas por Orbitrap-MS

As amostras foram analisadas em um sistema Exactive HCD Plus (Thermo
Scientific, Bremen, Germany), por infusdo direta utilizando uma seringa de 500 uL
(Thermo Scientific, NJ, EUA) na faixa de massa de 100 a 1200 Da para os modos
positivo e negativo, a um fluxo de 35 pL min. A fonte de ionizacéo utilizada foi o
Electrospray Aquecido (HESI). As amostras foram dissolvidas em etanol/agua (7/3)

produzindo um solugéo de 50 pug mL, As condicdes de analise para o0 modo ESI(+)
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e ESI (-) foram: voltagem do spray de +3,2 kV (modo positivo) e -3,6kV (modo
negativo), aquecimento da regido de vaporizagédo a 100 °C, temperatura capilar de
300 °C, sheath gas 30 u.a. (ambos os modos), gas auxiliar em 10 u.a (ambos os
modos) e S-Lens a 55 (ambos 0os modos). A analises foram realizadas seguindo o

método da astebiochem.org com algumas modificagdes.

3.5 Ensaio de radicais DPPH

Para a avaliacdo da atividade antioxidante frente ao radical DPPH-, foi utilizada
a metodologia descrita por Brand-Williams [82] e Couto et al [83], com algumas
modificacdes. Aliquotas de 50 yL cada, contendo o extrato etanol/agua 7/3 na
concentragédo de 1 mg / mL foram adicionadas em microplaca (96 pogos - Kasvi),
em seguida foram adicionados 150 pL de solugdo metandlica do radical DPPH (0,6
mM ), diluida previamente em metanol até atingir absorbancia entre 0,6 a 0,7 nm.
As amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 30 min com posterior
leitura (leitor de microplacas, Synergy H1, BioteK) de absorbancia a 515 nm. Para
este procedimento experimental foi utilizado como controle negativo a solu¢cédo de
etanol/agua 7/3, e como contole positivo o Trolox (100 upg/mL). A avaliacao
antioxidante foi realizada em triplicata e os resultados foram expressos em
percentual de varredura do radical DPPH, onde o decréscimo nos valores de
absorbancia das amostras foi correlacionado com a absorbancia do controle, e o
percentual de varredura do radical DPPH foi expresso utilizando a seguinte

equacao:

(1) % devarredura do radical DPPH =

[(Abs controle - Abs amostra)
Abs controle

]X 100

Onde Abs controle é a absorbancia do branco, e a Abs amostra & a absorbancia

dos extratos. Os ensaios foram realizados em triplicatas.
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3.6 Ensaio Citotoxico

A citotoxicidade dos extratos foi avaliada pela medida de viabilidade
determinada por ensaio de MTT como descrito em ISO 10993-5 (2009), com
modificacdes. Fibroblastos L929 (2 x 104 céls/poc¢o) foram adicionados em placas
de 96 pocos e mantidos em atmosfera de 5% CO2 a 37°C por 24 h. ApGs esse
periodo, a cultura foi tratada com os extratos nas concentracdes finais de 31,25 a
500 pug/mL e novamente incubados nas condi¢cbes anteriores por mais 24 h. Em
seguida, as placas foram lavadas com PBS, adicionando a cada pog¢o 200 pL de
uma solugcédo de MTT (0,5 mg/mL, Sigma-Aldrich) e incubadas por um periodo de 3
h. Finalizando o tempo de incubagéo, o MTT foi aspirado e os cristais de formazan
solubilizados com 200 pL DMSO (Sigma-Aldrich). A densidade Optica foi mensurada
em leitor de microplacas no comprimento de onda de 570 nm. Os ensaios foram
realizados em duplicata de dois experimentos independentes e os resultados
expressos em percentual de viabilidade conforme seguinte equacao: %Viabilidade

= (OD570 pocos experimentais/OD570 pocos controle néo tratado) x 100.

3.7 Anélises in silico

Com os dados metabolémicos obtidos por espectrometria de massas e com 0
uso do software MZmine 2.41.2 (MZmine development team) foi possivel realizar os
testes in silico. Os graficos de ions totais dos diferentes extratos tiveram seus
isétopos eliminados, picos idénticos para cada extrato foram alinhados e espacos
vazios preenchidos. Por fim realizou-se uma subtracdo dos ions totais com o
branco, eliminando assim possiveis interferéncias ou ruidos que n&o eram
propriamente dos extratos. Depois de obtidos os dados prosseguiu-se a
desreplicacdo com o préprio software MZmine, utilizando-se banco de dados

abrangentes do DNP.

Apoés o pré-tratamento de dados no MZmine (exportou-se os dados em .csv) e
realizou-se outros tratamentos agora no software R como escalar/centralizar na

meédia e um filtro com o pacote caret para eliminacédo dos atributos - variaveis X-
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com minima ou nula variagdo entre as amostras. De posse das atividades bioldgicas
e dados metaboldmicos previamente tratados foi possivel conduzir as analises
multivariadas como arvore de decisdo (do inglés, decision tree) e as analise
discriminante ortogonal por minimos quadrados parciais (do inglés, Orthogonal
Partial Least Squares Discriminant Analysis - OPLS-DA), utilizando os softwares

Weka 3.8.3 (Universidade de Waikato) e Simca 16 (Unmetrics) respectivamente.

A busca de substancias quimicas que tivessem correlacées com as propriedades
biolégicas utilizando o Weka, ocorreu usando uma normalizacdo supervisionada e
o algoritmo classificatorio J48. J& para as analises estatisticas OPLS-DA seguiu-se
o padrao do proéprio software utilizando normalizacao UVar (unit variance) e Pareto.
Foi considerado o modelo que apresentasse um melhor R?X e Q?, sendo que para
estudos metabolémicos o mais confiavel R?X > 0,7 e Q%> 0,5. Os parametros R 2X
descreve o ajuste do modelo, ja o Q? descreve a predicdo correlacionada com vy.
Vale aqui lembrar que todas as andlises estatisticas foram realizadas para o modo
positivo e negativo separadamente e gue 0os mesmos grupos e fonte de dados foram

usados, tanto no Weka, quanto no Simca 16.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Espécies e locais de coleta

E possivel observar (tabela 1), a grande complexidade dos extratos em estudo,
tendo em vista que sdo 20 espécies distribuidas em 19 géneros e 13 familias de
plantas. Todas essas espécies sdo PANCs e fazem parte da culinaria local de

comunidades do estado de Sergipe.

O cuidado com as amostras para obtencdo dos extratos vegetais foi criterioso,
desde o armazenamento, maceracao em nitrogénio liquido até a extracao assistida
por ultrassom a baixa temperatura, sendo esses critérios relevantes para estudos
metabolémicos [84-87]. Todavia, nesse trabalho foi possivel observar que, as

espécies Tithonia rotundifolia (55,62%) e Mirabilis jalapa L. (49,76%) sdo as que



17

mais apresentaram um rendimento representativo em relagdo a extracédo assistida

por ultrassom de outras espécies investigadas, Tabela (1).

Tabela 1 - Espécies de PANCs coletadas no estado de Sergipe

Familia Botanica Espécie Localizacdo das Rendimento
Coletas Médio%
Asteraceae Bidens pilosa L. S 10°55'25.6" 32,74\folhas,
W 037°12'00.3"1m* 23,05\raizes,
31,41\flores
Tithonia -11° 6’ 12,05"S 55,62
~ rotundifolia -37° 12 9,80"W B
Amaranthaceae Amaranthus -11°3’,39,67”S 36,10
deflexus L. -37°7'29,68"W B
Cactaceae Opuntia ficus- -11° 6’ 12,05”’S 33,83
indica (L.) Mill -37° 12" 49,80"W B
Convolvulaceae Ipomoea -11°3’39,67"S 27,06 roxa;
batatas (L.) -37°7'29,68"W B 22,21 branca
Crassulaceae Kalanchoe -11° 6’ 12,05”’S 38,09
pinnata 37° 12 49,80"W B
Cucurbitaceae Cucurbita -11° 6’12,56”S 24,57
moschata -37°12'57,07"W B
Duchesne
Fabaceae Tamarindus -11°6'11,98”S 27,90
indica L. -37° 12'50,23"W B
Prosopis juliflora -11°6'12,09”S 28,58
(Sw.) DC. -37°12'56,41"W B
Mirabilis jalapa -11° 6’ 12,05”’S 49,76
L. -37° 12’ 49,80"W B
Pharseoulus 10° 31’ 03,0”S 35,23
lunatus L. 37°11' 05.5"W ¢
Moringaceae Moringa oleifera -11° 6’ 12,05”S 33,20
Lam -37° 12" 49,80"W B
Myrtaceae Psidium guajava -11°6'11,98"S 31,64
L. -37°12'50,23"W B
Portulacaceae Portulaca -11°6°7,22"S 31,56
oleraceae L. -37°12'53,13"W B
Portulaca -11°6°7,22"S 30,36\branca
grandiflora Hook -37°12'53,13"W B 29,40\rosa
Solanaceae Lycopersicon -11° 6’ 12,05"S 36,76
esculentum Mill -37° 12" 49,80"W B
Abelmoschus -11° 6’ 12,05"S 27,26

esculentus (L.)

-37° 12’ 49,80"W B
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Pachira -11°6°7,22"S 23,37
aquatica Aubl -37°12'53,13"WB

Basellaceae Basella rubra L. -11°6’11,98”S 24,18
-37° 2’50,23"W B

Arecaceae Syagrus 11° 6’ 7, 22’S 33,26

coronata (Mart.) -37° 12'53,13"W B

A Espécie coletada no Campus Rural, B espécies coletadas na llha Mem de Sa e ©
espécie coletada no sitio Coitezeira. Espécies coletadas na llha Mem de Sa foram
depositadas no Herbario da UFS-ASE por Iraé O. Moura. Espécies coletadas no
Sitio Coitezeira, foram depositadas no Herbario da UFS-ASE por Ayres R. Santos.
Espécies coletadas no Campus Rural foram depositadas pelo préprio autor no ASE.

4.2 Ensaio antioxidante pelo método DPPH

O método antioxidante realizado revelou diferentes capacidades de eliminacéo
do radical DPPH dos 24 extratos das 20 PANCs em estudo. Dentre as espécies que
mais apresentaram um potencial antioxidante, destacam-se Kalanchoe pinnata (9),
Mirabilis jalapa (13), Psidium guajava L.(16) e Basella rubra L. (23) demonstrando
uma inibicdo do radical DPPD superior a 70%. Entretanto algumas espécies
apresentaram uma menor eficacia quanto a atividade antioxidante, é o caso da

Bidens pilosa L. (raiz) (2), Amaranthus deflexus L (5), e Prosopis juliflora (12).

Tabela 2 - Atividade antioxidante de 20 PANCs do estado de Sergipe de acordo
com o método de eliminacao de radical DPPH.

Experimentos em

Espécie duplicatas Inibicdo DPPH (%)
Bidens Pilosa (folhas) 46,11 48,95 47,53 + 2,01
Bidens Pilosa (raizes) 11,98 5,44 8,71 + 4,63
Bidens Pilosa (flores) 15,57 14,03 14,80 + 1,09
Tithonia rotundifolia 34,46 38,28 36,37 + 2,71
Amaranthus deflexus 10,33 9,21 9,77 + 0,80
Opuntia ficus-indica 12,97 12,87 12,92 + 0,07
Ipomoea batatas (Roxa) 69,66 60,88 65,27 + 6,21
Ipomoea batatas (Branca) 55,65 52,69 54,17 + 2,09
Kalanchoe pinnata 82,38 83,26 82,82 + 0,62

Cucurbita moschata 65,07 63,18 64,12 + 1,34



Tamarindus indica
Prosopis juliflora
Mirabilis jalapa
Pharseoulus lunatus
Moringa oleifera
Psidium guajava
Portulaca oleraceae
Portulaca grandiflora (Branca)
Portulaca grandiflora (Rosa)
Lycopersicon esculentum
Abelmoschus esculentus
Pachira aquatica
Basella rubra
Syagrus coronata

62,87
11,57
75,75
59,68
52,30
78,74
28,94
28,74
54,79
62,67
21,90
30,14
76,45
16,94

60,08
1,48
77,53
53,97
56,20
79,50
2591
24,09
54,29
59,83
21,10
29,50
71,76
15,43

61,48 + 1,98
6,52+ 7,14
76,64 + 1,26
56,83 + 4,03
54,25 + 2,76
79,12 + 0,53
27,42 £2,15
26,42 £3,29
54,54 + 0,35
61,25+ 2,01
21,50 + 0,57
29,82 + 0,45
74,10 + 3,31
16,19 + 1,07
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4.3 Ensaio de Viabilidade Celular pelo Método MTT

O ensaio realizado pelo método MTT frente a linhagem de células L929

(fibroblastos de camundongo) teve como objetivo avaliar a possivel citotoxidade dos

extratos etanol/agua das 20 espécies de plantas investigadas, Tabela 1, nas

concentracfes de 100 pg/mL e 1000 pg/mL. Os resultados foram expressos em

porcentagem de viabilidade os quais estao descritos na Tabela 3.

Segundo a ISO 10993-5 os extratos que reduzem a viabilidade abaixo de 70% sao
considerados potencialmente citotoxicos, logo os extratos que apresentarem uma

viabilidade superior a 70%, podem ser consideradas nao toxicos.

Tabela 3 - Viabilidade celular de 20 espécies de PANCs do estado de Sergipe de

acordo com o ensaio de viabilidade celular pelo método MTT.

Viabilidade Celular

Espécie 100ug/MI 1000ug/mL
Bidens Pilosa (Folhas) 131,97 % 126,46 %
Bidens Pilosa (Raizes) 103,88 % 106,87 %



Bidens Pilosa (Flores) 114,66 % 115,33 %
Tithonia rotundifolia 44,54 % 19,54 %
Amaranthus deflexus 105,54 % 132,91 %
Opuntia ficus-indica 80,58 % 93,00%
Ipomoea batatas (Roxa) 108,71 % 110,29 %
Ipomoea batatas (Branca) 114,12 % 79,04 %
Kalanchoe pinnata 127,14 % 182,22 %
Cucurbita moschata 146,92 % 126,17 %
Tamarindus indica 129,59 % 105,05 %
Prosopis juliflora 144,78 % 135,05 %
Mirabilis jalapa 88,32 % 61,52 %
Pharseoulus lunatus 103,63 % 42,43 %
Moringa oleifera 114,44 % 20,50 %
Psidium guajava 151,08 % 40,88 %
Portulaca oleraceae 111,37 % 96,35 %
Portulaca grandiflora (Branca) 69,18 % 109,45 %
Portulaca grandiflora (Rosa) 154,06 % 164,29 %
Lycopersicon esculentum 71,69 % 19,60 %
Abelmoschus esculentus 133,90 % 118,66 %
Pachira aquatica 113,68 % 66,11 %
Basella rubra 139,28 % 67,36 %
Syagrus coronata 119,87 % 62,68 %
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Como apresentado na tabela 3, praticamente todos os extratos nao revelaram
citotoxidade na concentracdo de 100ug/mL, com excecdo da espécie Portulaca
grandiflora Hook (codigo 18, 69,18%) que apresentou uma viabilidade celular menor
que 70%.

Na concentracdo de 1000 pg/mL 9 extratos etanol/agua (4, 13, 14, 15, 16, 20,
22,23, 24) percentual de viabilidade celular superior a 70% logo sao potencialmente

toxicas nessa concentragao.
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4.4 Andlises in silico e desreplicacao

De posse das impressdes digitais metabodlicas obtidas apds analise por
espectrometria de massa com infusao direta em analisador de massas Orbitrap-MS,
os dados foram tratados com o software MZmine (Figura 1). O tratamentos de dados
foram eliminacgéo dos is6topos, alinhamento e preenchimento dos espacos vazios.
ApoOs os devidos tratamentos foram detectados 5645 picos de todos os extratos
obtidos no modo positivo e 7454 no modo negativo, onde utilizando-se o branco foi
possivel eliminar contaminantes, ruidos e interferentes que pudessem estar
presentes tanto nas amostras e de igual forma no branco, restando assim 2780 e

3212, respectivamente.

Figura 1 - Tratamentos de dados de todos os extratos obtidos por espectrometria
de massas no software MZmine. Esse tratamento inclui-se elimina¢éo de isétopos,

alinhamento, preenchimento dos espacos vazios e subtracdo com o branco.
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Os dados foram importados do software MZmine e posteriormente tratados com
o software R pacote “caret”. O prévio tratamento usando o R, permitiu filtrar os
dados, onde foi possivel a partir de um total 2780 e 3213 obter 2746 e 3200
substancias no modo de deteccao positivo e negativo, respectivamente. Também

com o R os valores foram escalados e centralizados na média.
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De posse desses dados foram realizadas as analise PLS-DA e OPLS-DA no
software SIMCA 16. A analises de dados PLS-DA n&o apresentou um modelo
satisfatério para esse estudo, visto que apresentou um R? e Q? muito abaixo do
ideal, logo considerou-se utilizar o modelo OPLS-DA. Com relagdo ao OPLS-DA
também n&o possivel obter um bom modelo para atividade citotoxica na
concentragéo de 100 pg/mL e para atividade antioxidante, entretanto, construiu-se
graficos de scores para atividade citotoxica na contracdo de 1000 pg/mL. Esse tipo
de analise permitiu discriminar as duas classes relacionada a atividade citotoxica

(G1) e (G2) e identificar as substancias discriminantes, Figuras 2, 3, 4 e 5.

Figura 2 — Gréfico de scores da andlise estatistica supervisionada OPLS-DA dos
extratos de 24 amostras de plantas referente ao modo positivo, na contracédo de
1000 pg/mL. Destacando-se em verde espécies pertencentes ao grupo Nao toxicos
(G1) e em azul espécies pertencente ao grupo toxicos (G2). R2X: 0,263; R?Y: 1,0;
Q?: 0,301.
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scaled proportionally to R2X; R2X[1] = 0,0526; R2Xo[1] = 0,0566;

Ellipse: Hotelling's T2 (95%)

Sobre a analise OPLS-DA para 0 modo positivo, vale destacar que esse modelo
apresentou um R?X: 263 e Q2%:0,301, ndo sendo o ideal para estudos metabolémicos
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que seria R?X > 0,7 e Q2> 0,5 [62, 88]. No entanto o modelo OPLS-DA conseguiu
classificar corretamente os extratos em estudo, dividindo-os em dois grupos G1 (15
amostras) para extratos nao ativos ou nao toxicos e G2 (9 amostras) para extratos

ativos ou téxicos frente a linhagem de células fibroblastos L929.

Certos de que o0 modelo OPLS-DA consiste em melhorar a separagéo, distinguir
as classes e determinar os potenciais biomarcadores, foi realizado uma anélise no
S-plot com o software Simca, a qual revelou substancias importantes para o modelo.
O VIP é uma analise inicial, necessaria para selecdo das substancias que estédo
correlacionadas a citotoxidade, vale lembrar que o VIP ndo necessariamente esta
correlacionado a propriedade bioldgica, mas define as variaveis mais importante
para o modelo [49]. Para um modelo significativo um valor VIP>1 é considerados
uma funcdo importante para selecdo dos marcadores quimicos. No gréfico s-plot
sao classificados dois grupos e as substancias mais distantes da origem, ou seja,
gue estdo nas extremidades sdo as maiores contribuintes para o separacéo entre

0s grupos G1 e G2.

Como pode ser visto no gréfico S-plot, figura 3, foi possivel obter uma melhor
separacao para os ions que se localizam longe das origens, nas extremidades.
Estes por sua vez séo os ions biomarcadores que mais contribuem para discriminar
as separacoes. Adicionalmente aos resultados com uso da base de dados DNP, os

ions ativos ou potencialmente toxicos foram tentativamente identificados, tabela 12.

Figura 3 — Grafico S-plot modo negativo obtidos por OPLS-DA. Em vermelho as
substancias ndo téxicas e em substancias que apresentam uma maior

correlacdo com atividade citotoxica.
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Tabela 4 - Tabela com as substancias putativamente identificadas no banco de
dados do DNP.

ID m/z Férmula Nome
976 361,0088 - NI
1032 104,9925 - NI
1075 339,0274 C15H11ClO7 Perclorato de 4’di-hidroxiflavilio
881 289,0891 - NI

Da mesma forma, a analise OPLS-DA para o modo negativo, apresentou um
R2X: 0,334 e Q20,258 abaixo do valor ideal para estudos metabolémicos,
entretanto, conseguiu discriminar e classificar as amostras em relacdo a sua
propriedade biologica, figura 3. Também buscou-se identificar os ions ativos e mais

representativos para o modelo, figura 5,.

Figura 4 — Grafico de scores da analise estatistica supervisionada OPLS-DA dos
extratos de 24 amostras de plantas referente ao modo negativo, na contracao de

1000 pg/mL. Destacando-se em verde espécies pertencentes ao grupo Nao téxicos
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(G1) e em azul espécies pertencente ao grupo toxicos (G2). R2X: 0,334; R?Y: 1,0;
Q2 0,258.
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Scaled proportionally to R2X; R2X[1] = 0,0482; R2Xo[1] = 0,106;
Ellipse: Hotelling's T2 (95%)

Figura 5 — Grafico S-plot modo negativo obtidos por OPLS-DA. Em vermelho as
substancias ndo téxicas e em substancias que apresentam uma maior

correlacao citotoxica.
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Tabela 5 - Tabela com as substancias putativamente identificadas com o banco de
dados do DNP.

ID m/z Férmula Nome
1210 440,0804 C22H19No7S Xestoquinol
2037 254,9266 - NI
2065 112,0156 CsH3N30, Nitroimidazol
2132 284,0992 C10H23No4 Amindeoxiglicose, DTE, ditioacetal
1919 507,0732  Ci8H24N201:S; N-dimetox glicosinolato de indolilmetil

Ainda sobre as analises in silico também foi realizado uma arvore de decisao
baseada no algoritmo J48 no software Weka. Nesse experimento os dados foram
divididos duas classes como ndo toxicos (G1) para amostras com viabilidade celular
superior a 70% e téxicos (G2) para amostras com viabilidade celular inferior a 70%.
Vale ressalte que a arvore de decisdo foi realizada em dois experimentos

independentes para concentracdo de 100ug/mL e 1000 ug/mL.

As arvores de decisé@o foram construidas com base nas areas sobre as curvas,
onde foi observado as m/z que podem explicar possiveis correlacfes de atividade
das amostras. A arvore de decisdo para o modo positivo na concentracdo de
1000pg/mL demonstra que o picos de m/z 423,063678405761 e 519,109914143880
est&o correlacionados a citoxidade dos extratos em estudo, Figura 2. E bem verdade
gue se o pico 423,063678405761 apresentar apenas uma area > 0,017772, este

conferira toxidade na referida concentracao.

Figura 6 - Arvore de decis&o J48 no modo positivo, obtida no software Weka na

contracao de 1000ug/mL.
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De igual modo a, arvore de decisdo J48 obtida no modo positivo na

concentracdo de 100pg/mL demonstra que se o0 pico de razdo m/z
420,150011698404 apresentar uma area superior a 0,0, este estara correlacionado
a toxicidade do extrato, porém se este for menor que 0,0 ndo apresentara potencial

toxico ao extrato nessa concentracao, figura 3.

Figura 7 - Arvore de decis&o J48 no modo positivo, obtida no software Weka na

contracdo de 100ug/mL.
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Seguindo essa mesma linha de raciocinio foram realizadas arvores de deciséao

para o0 modo negativo, apresentando como marcadores quimicos
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507,073170659449 e 632,280288696289 na concentracdo de 1000ug/mL, e
184,926729838053 na concentracédo de 100ug/mL, figuras 4 e 5.

Figura 8 - Arvore de decisdo J48 no modo negativo, obtida no software Weka na

contracao de 1000ug/mL.
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Figura 9 - Arvore de decisdo J48 no modo negativo, obtida no software Weka na

contracdo de 100ug/mL.
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Sobre a composi¢do quimica e analise in silico, atencédo desse ser dada ao

biomarcador 1919 que foi indicado tanto pelo modelo OPLS-DA, quanto pela arvore

de decisdo j48, logo este demonstrou ser bastante importante para avaliar a

viabilidade celular dos extratos das 20 espécies estudadas, tabela 10.
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Tabela 6 - Substancias determinadas pela arvore de deciséo j48 como variaveis
importante para explicar a citotoxicidade dos extratos, tanto para o modo negativo,

guanto para o modo positivo, nas concentragdes de 100 e 1000 pg/mL.

ID m/z Férmula Nome

Modo Negativo

721 423,0637 NI
3732 519,1099 NI
3182 20,1500 NI
Modo Positivo
1919 507,0732 C18H24N2011S2 N-dimetox glicosinolato de indolilmetil
632,2803 NI
4210 184,9267 NI

Sobre as atividades biologicas, também foram construidas arvores de decisao
para o ensaios DPPH, tanto para o modo positivo, quanto para o negativo, figura 6
e 7. Arvore de decisdo J48 para essa analise estatistica foi desenvolvida com trés
categorias (G1 = extrato muito antioxidante com percentual de inibicdo entre 60-
82%; G2 = extrato antioxidante com percentual de inibicdo entre 25-60%); G3 =
extrato pouco antioxidante com percentual de inibicdo entrel-25%), tabela 2.
Referente a atividade antioxidante DPPH a arvore de decisdo correlaciona sua
propriedade biolégica a area dos picos m/z 583,413625, 356,066243 e 399,162043
para o modo positivo, porém 458,081614, 812,498952 e 542,143300 para 0 modo

negativo.
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Figura 10 - Arvore de decisdo J48 no modo positivo, obtida no software Weka e

correlacionada ao ensaio DPPH.
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Figura 11 - Arvore de decisdo J48 no modo negativo, obtida no software Weka e

correlacionada ao ensaio DPPH.
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As analises com a arvore J48, indicam 6 substancias como biomarcadores da

atividade antioxidante DPPH, sendo apenas 1 delas identificada na base de dados

DNP, tabela 12.
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Tabela 7 - Possiveis substancias potencialmente antioxidantes correlacionadas

com arvore de deciséo j48 para o ensaio DPPH.

ID m/z Férmula Nome

Modo Positivo

1907 583,4136 NI
3739 356,0662 C11H17NO10S 2, acido dihidroximetilenobutandico
5543 399,1624 NI
Modo Negativo
4695 458,0816 NI
2687 812,4990 NI
2128 542,1433 NI

5. CONCLUSAO

O trabalho em questao possibilitou a partir de estudos metaboldmicos, ensaios
de atividades antioxidantes e citotoxicas, bem como de andlises in silico determinar
possiveis marcadores quimicos de 20 espécies vegetais de PANCs do estado de
Sergipe. O trabalho ndo conseguiu atingir seu objetivo maximo, entretanto,
perspectivas futuras, jA em andamento, como analises UPLC-QTOF-MS e analises
in silico com outros tratamento de dados podem melhorar e completar esse estudo,

muito importante para investigacdées PANCs do estado de Sergipe.
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