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RESUMO

A Vellozia pyrantha A. A. Conceicdo, conhecida como Candomba, é uma planta
endémica dos campos rupestres do Parque Nacional da Chapada Diamantina
conhecida por suas propriedades inflamaveis e a sua grande capacidade de
florescimento apos queimadas sendo influenciadora do ciclo de nutrientes do bioma.
Apesar do uso tradicional e da importancia da espécie, ndo ha relatos sobre a sua
composi¢cdo quimica ou atividades bioldgicas. O objetivo deste trabalho é obter,
através de uma abordagem metabolémica, o perfil metabdlico e avaliar as atividades
antioxidante, antimicrobiana e citotoxica da resina e fracbes de V. pyrantha. O
fracionamento da resina foi feito por cromatografia em coluna com gradiente de
polaridade (Hexano-Acetato de etila-Metanol) resultando na obtencéo de oito fragdes.
A atividade antioxidante foi determinada pelo método do sequestro do radical livre 2,2-
difenil-1- picril-hidrazil (DPPH) e os fendis totais foram quantificados pelo método
Folin-Ciocalteu. Os valores de ICso para a atividade antioxidante variou de 205,48 ug
mL-! (fragdo 5) até 842,79 ug mL* (fracédo 7). Os valores de fendlicos totais variaram
de 14,09 mg EAG g* (fracdo 8) até 154,26 mg EAG g (resina brutta). A atividade
antimicrobiana foi avaliada frente a bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e
fungos através do método de microdiluicdo em caldo. Todas as amostras
apresentaram atividade contra pelo menos um dos micro-organismos com valores de
CIM e CMM entre 3,125 pg mL* e 500 pg mL1. A citotoxicidade das amostras foi
avaliada pelo método do alamar blue contra diferentes linhagens de células tumorais.
Nos testes in vitro todas as amostras apresentaram resultados promissores (ICs0>30
hMg mL1), variando entre 6,96 ug mL*? (fracdo 3 frente a B16F10) e 41,80 ug mL™*
(fracd@o 1 frente & HepG2). O perfil metabdlico foi obtido por cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLAE-EM) e avaliado por
andlise estatistica univariada e multivariada, permitindo a identificacdo de 28
metabalitos. Diterpenos e norditerpenos de esqueleto isopimarano e cleistantano séo
0S compostos majoritarios identificados em todas as fragdes, sendo os principais

candidatos responsaveis pelas atividades biol6gicas obtidas.

Palavras-chave: Metabolémica. Bioprospeccédo. Produtos Naturais. Vellozia
pyrantha.



ABSTRACT

Vellozia pyrantha A. A. Conceigdo, known as Candomba, is an endemic plant of
rupestrian fields of the Chapada Diamantina National Park, known for its flammable
properties and its great flowering capacity after burning events, influencing the biome's
nutrient cycle. Despite the traditional use and the importance of the species, there are
no reports about its chemical composition or biological activities. The objective of this
work is to assess, through a metabolomic approach, the metabolic profile and the
antioxidant, antimicrobial and cytotoxic activities of the resin and fractions of V.
pyrantha. The resin fractionation was done by column chromatography with a polarity
gradient (Hexane-Ethyl acetate-Methanol) resulting in eight fractions. The antioxidant
activity was determined by the free radical scavenging 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazil
(DPPH) method and the total phenols were quantified by the Folin-Ciocalteu method.
ICso values for antioxidant activity ranged from 205.48 pug mL™* (fraction 5) to 842.79
ug mL* (fraction 7). The total phenolic values ranged from 14.09 mg EAG g (fraction
8) to 154.26 mg EAG g (resin). Antimicrobial activity was evaluated against Gram-
positive, Gram-negative bacteria and fungi using the broth microdilution method. All
samples showed activity against at least one of the microorganisms with MIC and CMM
values between 3.125 pug mL* and 500 pug mL. The cytotoxicity of the samples was
evaluated by the alamar blue method against different tumor cell lines. In the in vitro
tests, all samples showed promising results (ICs0>30 ug mL™?), ranging between 6.96
ug mLt (fraction 3 against B16F10) and 41.80 ug mL-! (fraction 1 against HepG2). The
metabolic profile was obtained by high performance liquid chromatography coupled to
mass spectrometry (HPLC-MS) and evaluated by univariate and multivariate statistical
analysis, allowing the identification of 28 metabolites. Diterpenes and norditerpenes of
the isopimarane and cleistanthane skeleton are the major compounds identified in all

fractions, being the main candidates responsible for the biological activities obtained.

Keywords: Metabolomics. Bioprospection. Natural Products. Vellozia pyrantha.
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1 INTRODUCAO

A biologia de sistemas é uma denominac¢éo dada para os estudos que utilizam
conhecimentos multidisciplinares de maneira integrada para compreender sistemas
biolégicos complexos dentro de uma abordagem holistica, que busca compreender o
sistema como um todo (composi¢ao quimica, metabolismo e funcdes), avaliando suas
inter-relacbes e visando, de uma maneira mais geral, a compreensdo do
funcionamento dos organismos (FUNARI;, CASTRO-GAMBOA; CAVALHEIRO;
BOLZANI, 2013).

A integracdo dos diferentes componentes de um sistema biologico foi
determinante no surgimento de uma nova area da ciéncia, chamada de ciéncias
“Gmicas”, que passaram a ser conhecidas a partir do ano de 1990, com um projeto
liderado pelo pesquisador Leroy Hood que visava 0 sequenciamento e a sintese do
DNA humano. Relativamente recente, o termo se refere ao campo de estudo de
diferentes ciéncias biol6gicas que terminam com a palavra 6mica, como a genémica
(do projeto citado anteriormente), a transcriptbmica, a protedmica e a metaboldémica
(VAILATI-RIBONI; PALOMBO; LOOR, 2017).

O objetivo principal de cada uma das 6micas é a detec¢do geral de conjuntos
de moléculas biolégicas como genes (gendmica), proteinas (protebmica), RNA
(transcriptbmica) e metabolitos (metabolémica) em amostras biolégicas especificas
incluindo a sua identificacdo, caracterizacdo e quantificagcdo. Por meio de uma
aproximacdo de seus resultados, as ciéncias 6micas possuem a capacidade de
analisar diferentes variacdes genéticas ou metabdlicas e permitir o entendimento de
sistemas biol6gicos complexos de maneira muito mais simples (FUNARI; CASTRO-
GAMBOA; CAVALHEIRO; BOLZANI, 2013; VAILATI-RIBONI; PALOMBO; LOOR,
2017).

Dentre as dmicas citadas, pode-se destacar a metabol6mica, definida por Fiehn
(2001) como a analise abrangente e quantitativa do metaboloma (conjunto de todos
0s metabdlitos de baixa massa molecular [até 1500 Da] presentes ou alterados) de
um sistema biolégico. As analises metabolédmicas podem ser realizadas através de
duas abordagens diferentes: a metabolémica alvo, que é a analise quantitativa de um

ou mais metabdlitos pré-selecionados e a metabolémica global, que é a analise



16

qualitativa do maior nimero de metabdlitos possivel. Além disso, existem as analises
footprint, que direciona o estudo ao metaboloma extracelular e fingerprint, que
direciona o estudo ao metaboloma intracelular (CANUTO; COSTA,; CRUZ; SOUZA et
al., 2018).

Desde o seu surgimento, os estudos metabolémicos vém sendo utilizados nas
mais diversas &reas e tipos de estudo, como por exemplo na investigacdo de
alteracdes metabdlicas de um micro-organismo ou planta em resposta ao estresse
induzido por agentes fisicos, quimicos ou biolégicos na area ambiental ou de produtos
naturais e na compreensao em nivel molecular de diversas patologias diferentes na

area de analises clinicas, nutricdo ou toxicologia forense.

De um modo geral, todo estudo em metabolémica segue um fluxo de trabalho
compreendendo sete etapas: 1) definicdo do problema bioldgico; 2) planejamento
experimental; 3) preparo da amostra; 4) andlise das amostras; 5) processamento dos
dados obtidos; 6) identificacdo dos metabolitos e 7) interpretacdo biol6gica dos
resultados. Na etapa do planejamento, a abordagem e tipo de analise irdo definir todo
o direcionamento do trabalho a ser realizado, como por exemplo a implicacdo de um
protocolo especifico de extracdo e preparo de amostras em analises metabolémicas

alvo, uma vez que os metabdlitos de interesse séo pré-definidos.

A partir do protocolo, o estudo ir4 se basear em analises comparativas sobre
perfis metabdlicos de amostras individuais, podendo ser um conjunto de sinais
cromatograficos ou espectroscopicos. Para a obtencdo desses dados ha a
possibilidade do uso de diversas técnicas diferentes devido as diferentes propriedades
fisico-quimicas apresentadas pelos metabodlitos em sua matriz biolégica (ZHANG;
SUN; WANG; HAN et al., 2012).

Sabendo que nessas matrizes h4 a presenca de um grande numero de
metabdlitos diferentes, o uso de instrumentos e técnicas analiticas de alto
desempenho faz-se necessario e por conta disso, a metabolémica € considerada uma
das mais avancadas abordagens para 0 mapeamento quimico de um organismo Vivo.
De acordo com Canuto et al. (2016), as primeiras aplicacdes em metabolémica datam
da década de 80 e utilizam a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM) e a ressonancia magneética nuclear (RMN). Dentre as disponiveis, 0
uso da espectrometria de massas (EM) acoplada com técnicas de separagao
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(cromatografia liquida [CL], gasosa [CG] ou eletroforese capilar [EC]) é o modo de
deteccdo mais rapido para a metabolémica, visto que essas técnicas proporcionam
andlises rpidas, sensiveis e seletivas. Além disso, a cromatografia liquida torna-se
bastante utilizada por se adaptar com a maior quantidade de substancias diferentes e
por ser um instrumento de facil manuseio e automatizacao, tendo boa resolucéo,
reprodutibilidade e seletividade (KUEHNBAUM; BRITZ-MCKIBBIN, 2013; ZHANG;
SUN; WANG; HAN et al., 2012).

Com resultados cada vez mais promissores, surgiram nos ualtimos anos
diversos estudos metabolémicos correlacionando aspectos metabdlicos com as
atividades biolégicas, como o de Guan et al. (2018), que avaliou o efeito preventivo
em ratos do uso de um medicamento a base de plantas da medicina tradicional
chinesa para problemas gastrointestinais utilizando RMN de hidrogénio. Em outro
estudo, o efeito mio-relaxante nas vias aéreas e o efeito cardioprotetor de diferentes
metabdlitos identificados em plantas da familia Menispermaceae foram estudados
utiizando RMN de hidrogénio em conjunto com analise multivariada investigando a
variacdo na composicao quimica e nas atividades biologicas dessas plantas (ALVES;
SCOTTI; SCOTTI; DOS SANTOS et al., 2017).

Os estudos desse tipo mostram que a metabolémica torna interessante a
bioprospeccéao de plantas medicinais por meio da RMN ou da EM (HEYMAN; MEYER,
2012; JORGE; MATA; ANTONIO, 2016) associadas com técnicas cromatograficas
para o isolamento de suas substancias bioativas. Dentro desse contexto, o objetivo
desse trabalho é a realizacdo do estudo metabolémico da resina de Vellozia pyrantha,
uma planta tipica do cerrado brasileiro, bem como as correlagdes entre o seu perfil

metabdlico e as suas atividades bioldgicas.

Vale ressaltar que o estudo dessa espécie é um trabalho inédito, ndo existindo
na literatura nenhum estudo fitoquimico, antimicrobiano, antioxidante, antitumoral ou

metabolémico acerca da espécie em questao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), planta medicinal é
“todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgaos, substancias que podem
ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos
semissintéticos” (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1998). Estudos indicam que no
decorrer da histéria da humanidade, as plantas medicinais foram bastante utilizadas
na medicina tradicional por meio de chas, extratos ou tinturas como tratamento
terapéutico de muitas comunidades, principalmente as menos favorecidas, uma vez
que o tratamento € dificultado por obstaculos como o préprio acesso aos centros
hospitalares ou a obtencdo dos exames e medicamentos. Dessa forma, a facil
obtencdo e a tradicionalidade do uso de plantas medicinais acaba tornando o
conhecimento acerca dos produtos naturais muitas vezes o Unico recurso medicinal
no tratamento de enfermidades (MACIEL; PINTO; VEIGA JUNIOR; GRYNBERG et
al., 2002; VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

No inicio da década de 90, estimava-se que cerca de 65-80% da populacéo
dos paises em desenvolvimento dependiam dessas plantas como Unica forma de
acesso aos cuidados bésicos de saude (AKERELE, 1993). Para prevenir, curar ou
minimizar os sintomas de doencas, surge o estimulo ao uso dos fitoterapicos, que tem
como principais fornecedores de matéria-prima as plantas medicinais, sendo definidos
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) como “todo medicamento
tecnicamente obtido e elaborado, empregando-se, exclusivamente, matérias-primas
vegetais com finalidade profilatica, curativa ou para fins de diagnéstico, com beneficio
para o usuario” (BRASIL, 1995).

Ainda hoje, as plantas medicinais tem seu acesso simplificado por serem
encontradas facilmente em feiras livres, quintais residenciais e mercados populares,
seja no interior ou em grandes cidades. Por conta disso, 0os medicamentos
fitoterapicos acabam possuindo um custo mais acessivel para a populacao e para os

servigos publicos de saude quando comparados aos obtidos na industria farmacéutica
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por meio da sintese quimica, que envolvem tecnologia e patentes tecnoldgicas em
sua producao (MACIEL; PINTO; VEIGA JUNIOR; GRYNBERG et al., 2002; TOLEDO;
HIRATA; BUFFON; MIGUEL et al., 2003).

Para Maciel et al. (2002), o conhecimento acerca das plantas medicinais é
divulgado pelo conhecimento popular e se torna uma fonte importante da busca de
substancias com atividade biolégica, uma vez que seus extratos representam uma rica
fonte de antioxidantes (CHIRAG J; TYAGI; HALLIGUDI; YADAV et al.,, 2013),
antifangicos e antibacterianos (RIOS; RECIO, 2005), despertando o interesse de
pesquisadores em estudos envolvendo areas multidisciplinares, dando carater

cientifico e enriquecendo os conhecimentos acerca da flora mundial.

Por conta da diversidade, complexidade e especificidade de suas moléculas,
as substancias de origem natural despertam a atencdo dos quimicos de produtos
naturais e da industria farmacéutica, sendo utilizados na geragcdo de farmacos,
alimentos, fragrancias, cosméticos, agroquimicos e diversos outros produtos
(CRAGG; NEWMAN, 2013; MISHRA; TIWARI, 2011). De acordo com Harvey (2008),
mais de 80% das drogas € um produto natural, como a morfina (A), cocaina (B) e
nicotina (C) ou um composto sintético baseado num produto natural, como a

bupivacaina (D), apresentados na figura 1.

FIGURA 1 - Produtos naturais ou sintéticos utilizados como droga

Fonte: Produzidas pelo autor.
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Esses dados corroboram com um estudo recente feito por Newman e Cragg
(2020), que identificou que entre os anos de 1981 e 2019 houve a aprovacao de 1881
drogas no total, com uma parcela significativa de produtos naturais inalterados,
derivados de produtos naturais, “drogas boténicas” (produtos naturais em mistura
definida) ou drogas sintéticas baseadas em produtos naturais conforme os dados
apresentados na figura 2. Entre os anos de 2005 e 2010, um total de 19 drogas
baseadas em produtos naturais de origens diversas tiveram aprovagéo para comeércio
em todo o mundo. Dessas, 5 apresentavam a¢do contra o cancer e 6 possuiam
atividade antimicrobiana (MISHRA; TIWARI, 2011). Em 2008, mais de 100 novos
compostos derivados de produtos naturais se encontravam em fase de testes clinicos,
principalmente na area do tratamento do cancer e de doencas infecciosas (HARVEY,
2008).

FIGURA 2 - Todas as drogas aprovadas entre 1981 e 2019

S*/NM, 207,11V, 142,75 -5 B 184

N, 71, 3.8

‘NB. 14, 0.8
/__ﬁi_/’—i/—;/—;

S*, 65, 3.2

S/NM, 217, 11.5

ND, 356, 18.9

S, 463, 24.6

B — Macromolécula biolégica; N — Produto natural inalterado; NB — Droga botanica;
ND — Derivado de produto natural; S — Droga sintética; NM — Imitagdo de um
produto natural; S* — Droga sintética (farmacoforo); V — Vacina.

Fonte: Adaptado de Newman e Cragg (2020).
Dentro desse contexto, os estudos na area de quimica de produtos naturais
ajudam na bioprospeccao de plantas medicinais, que tem o objetivo de extrair valor
econdbmico da biodiversidade através da busca de possiveis substancias que

possuam potencial econémico e de desenvolvimento de produtos.
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A primeira e mais importante etapa na bioprospeccéo é a escolha da espécie
vegetal, que pode ser feita por diversas maneiras das quais trés se destacam: 1)
abordagem randdmica, na qual a espécie é escolhida de maneira aleatéria, sem
nenhum critério e considerando apenas a disponibilidade; 2) abordagem
guimiotaxondmica, onde a espécie é escolhida mediante a presenca de alguma classe
especifica de substancias e 3) abordagem etnobotanica e etnofarmacoldgica, onde a
espécie € selecionada de acordo com o uso terapéutico evidenciado por determinados
grupos étnicos (MACIEL; PINTO; VEIGA JUNIOR; GRYNBERG et al., 2002). Apesar
disso, estima-se que de mais de 300 mil espécies vegetais, apenas 6% tém sido
estudadas farmacologicamente e 15% fitoquimicamente (CRAGG; NEWMAN, 2013).

Dentre as abordagens citadas, a etnofarmacolégica tém apresentado
resultados mais promissores na descoberta de novas substancias bioativas
principalmente pelo fato de partir de espécies com atividades biolégicas ja
evidenciadas pela medicina tradicional (ARAUJO; ALENCAR; AMORIM;
ALBUQUERQUE, 2008; RIBEIRO; OLIVEIRA; MACEDO; MENEZES et al., 2014).

No Brasil, a etnofarmacologia e a etnobotanica sofreram grande influéncia de
trés grandes grupos étnicos: as tribos indigenas, as tribos africanas e os europeus
(representados pelos portugueses). Ambas deixaram marcas nas diferentes areas da
cultura brasileira, tanto no carater material quanto no carater espiritual, constituindo
as bases de toda a medicina tradicional brasileira. As tribos indigenas utilizavam as
plantas dentro de uma visdo mistica, onde a utilizacdo de plantas com efeito
psicotrépico era feita pelos pajés e as visdes revelavam a erva certa para a cura dos
enfermos. A influéncia africana advém do periodo da escravidao, quando os africanos
trouxeram o conhecimento da medicina tradicional africana ao Brasil junto com
diversas plantas diferentes por meio dos navios negreiros. Para eles, era papel do
curandeiro livrar as pessoas do “espirito mau” (a forma que eles enxergavam as
doencas). Por fim, a influéncia europeia se deu com a chegada dos padres jesuitas,
gue utilizavam as plantas medicinais na formulagcéo de receitas para venda em suas
“boticas”, localizadas nos colégios jesuitas e que hoje evoluiram para as farmacias
(RAVAGNANI, 1981; SANTOS, 2009).

De um modo geral, grande parte dos estudos fitoquimicos de plantas
medicinais engloba a realizacdo de pelo menos um ensaio biolégico, dos quais trés

possuem maior destaque: atividade antimicrobiana (para tratamento de infeccbes
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causadas por micro-organismos), atividade antioxidante (para retardar reacdes de
oxidacdo no organismo e prevenir o estresse oxidativo) e atividade citotdxica (para

investigacéo da toxicidade dos compostos em culturas celulares).

2.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A busca de substancias quimicas com atividade antimicrobiana passou a se
destacar na segunda metade do século XIX, quando as infecgcbes microbianas
assumiram um papel marcante por conta da descoberta de micro-organismos
responsaveis por doencas como a tuberculose, colera e febre tifoide (PATRICK,
2013a). A partir dessa época, varios estudos surgem no intuito da descoberta de
antibiéticos, definidos por Walsh (2003a) como “compostos, de origem natural ou
sintética, capazes de inibir o crescimento ou causar a morte de bactérias e/ou fungos”.
Esses compostos podem ser classificados em antibacterianos, quando voltados ao
tratamento de bactérias ou antifiingicos, quando voltados ao tratamento de fungos.
Da mesma forma, o antibidtico pode ser classificado como microbiostatico
(bacteriostéatico ou fungistatico) quando causa inibicdo do crescimento ou microbicida

(bactericida ou fungicida) quando causa a morte.

Um dos maiores marcos na histéria da busca de antibioticos foi a descoberta
da penicilina G (A, figura 3), ou benzilpenicilina, por Fleming em 1928, uma vez que o
composto possuia atividade superior a de todos 0os compostos existentes na época.
Fleming, porém, ndo conseguia purificar o composto, que foi isolado em agua, mas se
destruia toda vez que tentava-se purificar. Foi em 1940, ap6s o surgimento de novas
técnicas experimentais como a cromatografia, que a penicilina foi purificada e passou
a servir de antibiotico. Apesar disso, a descoberta da penicilina foi a maior motivacéo
para maiores investimentos na bioprospeccdo de produtos naturais (micro-
organismos e plantas), causando a descoberta de diversos antibiéticos e fazendo com
que doencas como a pneumonia, sifilis e tuberculose deixassem de ser fatais
(GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010; PATRICK, 2013a; c). Hoje, além da
benzilpenicilina, existem diversos antibioticos, como o cloranfenicol (B), garamicina

(C) e o loprox (D), apresentados na figura 3.
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FIGURA 3 - Antibidticos utilizados em infec¢cdes microbianas

Fonte: Produzidas pelo autor.

A busca por novos antibioticos em plantas medicinais teve um grande destaque
no campo da etnofarmacologia durante as Ultimas décadas, tendo o numero de
publicacdes acerca da atividade antimicrobiana de plantas medicinais crescido de 115
para 307 nos periodos de 1966-1994 e 1995-2004 (RIOS; RECIO, 2005). Uma das
justificativas para isso, além da descoberta da penicilina, é a evidéncia de que as
intervencdes humanas, associado com o potencial de mudancas estruturais em sua
genética contribuiu na geracdo de micro-organismos mais patdégenos e/ou com
resisténcia aos antibiéticos utilizados. Essas intervencfes ocorrem através do uso
indevido dos antibidticos na criacdo de animais ou na agricultura, além do uso
indiscriminado de antibidticos ou de prescricdes médicas dos mesmos, que acabam
contribuindo na sele¢éo natural dos mais resistentes (BYARUGABA, 2004; TAYLOR,
STAPLETON; LUZIO, 2002; WALSH, 2003b).

7

A resisténcia dos micro-organismos € uma consequéncia natural de suas
habilidades em se adaptar ao meio em que vive, ocorrendo de diferentes maneiras
mas sempre envolvendo uma mudanca genética, podendo ser resultado de uma
mutacdo ou da simples transferéncia de informagfes genéticas de uma célula para
outra (PATRICK, 2013a). Isso, somado com o fato de que as grandes cidades hoje
em dia possuem milhdes de pessoas que, muitas vezes, ndo vivem com a higiene e
as condi¢Oes sanitarias adequadas, gera um problema nao so de saude, mas também
de economia publica ja que de acordo com Taylor et al. (2002), no ano da publicacéo,

0 Reino Unido (por exemplo) gastou aproximadamente 1 bilhdo de euros e sofria com
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5000 mortes anualmente em decorréncia de doencas infecciosas. Em 2004, o custo
para se trazer um novo antibiético ao mercado era estimado em pelo menos 300
milhdes de ddlares (BYARUGABA, 2004).

Nesse ponto, a descoberta de novos antibidticos passa a ser de extrema
importancia seja em busca da diminuicdo dos gastos, do aumento da eficacia dos
antibioticos ou da diminuicdo da mortalidade. Para auxiliar a descoberta de novas
substancias bem como auxiliar na selecdo do tratamento vide 0 nimero crescente de
antibioticos disponiveis, aumentou-se o0 interesse nos métodos laboratoriais
padronizados pelo Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI (Instituto de
Padrdes Clinicos e Laboratoriais). Esses testes sao indicados quando se acredita que
0 micro-organismo causativo pertence a uma espécie capaz de apresentar resisténcia
aos agentes geralmente utilizados, podendo ser utilizados também na avaliacdo do

potencial antibiético de novas substancias (CLSI, 2018a; b).

De uma maneira geral, existem trés tipos de métodos diferentes para a
avaliacdo in vitro da atividade antimicrobiana: os métodos de difusdo, de
cromatografia/bioautografia e de diluicdo. Destes, os métodos de diluicdo (em agar,
macrodiluicdo e microdiluicdo) sdo os mais apropriados para obtencao dos valores de
concentracédo inibitéria minima (CIM), classificada como a concentracdo minima da
substancia necessaria para inibir ou matar o micro-organismo testado. De um modo
geral, esses ensaios envolvem o preenchimento de tubos de ensaio (macrodiluicéo)
ou microplacas de 96 poc¢os (microdiluicdo) com meios de cultura seguido da adi¢cao
do agente microbiano em diferentes concentracfes e da inoculagdo com a bactéria ou
fungo a ser testado. Além do valor da CIM, os testes de diluicdo conseguem fornecer
informacBes acerca do tipo de atividade (microbicida ou microbiostatica) com a
concentracdo bactericida minima (CBM) e concentragcdo fungicida minima (CFM),
obtidas a partir da incubacdo de uma nova cultura feita com a transferéncia de um
pequeno volume das amostras de CIM para placas nao inoculadas (BALOUIRI;
SADIKI; IBNSOUDA, 2016).

Com relacdo aos fungos e bactérias utilizados nos testes de susceptibilidade,
existem alguns que apresentam grande importancia clinica devido a sua

patogenicidade e, consequentemente, tornam-se 0s mais utilizados.
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Cerca de 40% da populacdo mundial é afetada por doencas de pele
provenientes de fungos. Em 70-90% dos casos, essas doencas sdo causadas por
fungos do género Candida. Desses, 40-60% dos casos de mortalidade sdo causados
pela C. albicans e pela C. glabrata através da candidiase, que causa infec¢fes
vaginais superficiais e atinge a pele e as mucosas orais. Em pacientes com sistema
imunologico comprometido, 0 micro-organismo responsavel pode chegar a invadir a
corrente sanguinea e atingir outros tipos de tecido (DADAR; TIWARI; KARTHIK;
CHAKRABORTY et al., 2018; GUPTA; MEENA; KUMAR, 2020).

As infeccdes bacterianas também séo fontes de estudo e causam preocupacao.
Bactérias Gram-positivas do género Staphylococcus sao consideradas responsaveis
por infec¢cdes nos 0ssos e articulagdes (S. aureus) e por infecgcdes em pacientes que
recebem implantes (S. aureus e S. epidermidis), além de infec¢bes mais comuns,
como a conjuntivite, que pode ser causada por diversas espécies, mas é causada
também por S. aureus e S. epidermidis (ALDER; LEE; MUNGER; KWON et al., 2020;
MOHAMED; ELMOHAMADY; ABDELRAHMAN; AMER et al.,, 2020; OLIVEIRA;
SILVA,; SILVA; SILVA et al., 2018). Outro género de bactérias Gram-positivas bastante
utilizado nos estudos antimicrobianos € o Bacillus, conhecido por espécies envolvidas
na deterioracdo de alimentos, podendo causar intoxicacao alimentar (B. cereus e B.
subtilis) e doencas diarreicas de origem alimentar causadas pelo B. cereus
(FERNANDEZ-NO; BOHME; DIAZ-BAO; CEPEDA et al., 2013).

Algumas bactérias sdo classificadas como Gram-negativas por conta de sua
composicao celular. Elas possuem uma membrana exterior formada por um material
complexo que age como uma endotoxina e garante ao micro-organismo uma maior
viruléncia e menor vulnerabilidade a parte dos antibidticos disponiveis. As bactérias
do género Salmonella estdo envolvidas com a febre tifoide e sdo responsaveis por
infeccbes alimentares e doencas diarreicas, aléem da infeccdo generalizada em
animais, causada pela S. choleraesuis (BESSER, 2018; PATRICK, 2013a). As
infeccOes hospitalares sdo causadas na maior parte dos casos por micro-organismos
oportunistas, que se aproveitam do sistema imunoldgico debilitado dos pacientes. A
Escherichia coli € um exemplo desses casos, pois esta presente na microbiota
intestinal, mas consegue agir em situacdes poés-cirargicas, por exemplo, e pode
causar, além de diarreia, infecgdes intestinais, urinarias e em feridas (ABDELHALIM,;
UZEL; UNAL, 2020; PATRICK, 2013a). Outra bactéria oportunista é a Pseudomonas



26

aeruginosa, que sobrevive sob controle do sistema imunolégico humano, mas é
causadora da pneumonia hospitalar e de outras infeccBes respiratorias, sendo
conhecida por apresentar multiplas resisténcias e elevados indices de mortalidade
além da possibilidade de provocar complicacbes em pacientes que passam por
transplantes de oOrgdos (AMARAL; CORTES; PIRES, 2009; PATRICK, 2013a;
WOJARSKI; OCHMAN; MEDRALA; KULACZKOWSKA et al., 2018).

2.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os radicais livres sdo espécies quimicas que possuem um numero impar de
elétrons em sua Ultima camada, ou seja, sdo moléculas que possuem um ou mais
elétrons desemparelhados por conta de reacdes de 6xido-reducdo. O metabolismo
celular possui uma série de reacdes dependentes do oxigénio, como a oxidacao de
compostos organicos ou as reacfes de producdo de energia e uma pequena parcela
desse oxigénio consumido passa por reacdes de reducao que produzem as especies
reativas do oxigénio (ERO), uma grande variedade de radicais livres patogénicos
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997; SILVA; GONCALVES, 2010).

Por conta dos elétrons desemparelhados, as ERO séo espécies instaveis e
altamente reativas, possuindo a capacidade de capturar elétrons em outras moléculas
e gerar reacfes em cadeia, criando radicais livres mais toxicos e/ou reativos. De
acordo com Manna e Jain (2015), as ERO sdo compostos altamente letais que
causam extensos danos as proteinas, ao DNA e aos lipidios e, por conta disso, afetam
o funcionamento normal das células. Mandel e Youdim (2004) afirmam que o dano
causado pelas ERO, em conjunto com outros radicais livres esta ligado diretamente
ao cancer e a um grande numero de doencas cronicas, como doencas
cardiovasculares e neurodegenerativas. Aléem disso, os radicais livres e as ERO estao
envolvidos também em processos inflamatoérios, envelhecimento e patologias como
diabetes, hipertenséao e Mal de Alzheimer (OLIVEIRA; VALENTIM; GOULART; SILVA
et al., 2009).

Entretanto, as ERA sdo constantemente inativadas por meio de diferentes
mecanismos antioxidantes e para que iSso ocorra, 0 corpo humano esta sempre

tentando buscar o equilibrio entre radicais livres e os compostos antioxidantes.
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Quando ha a maior concentracdo de radicais livres em comparacdo ao dos
antioxidantes, ocorre o0 estresse oxidativo (MANNA; JAIN, 2015; SILVA;
GONGCALVES, 2010). Com o intuito de diminuir os danos gerados pelo estresse
oxidativo e inibir a propagacéo dos efeitos das ERO surgem as pesquisas envolvendo
a busca de compostos que consigam estabilizar o metabolismo, chamados de
antioxidantes e muito encontrados em espécies vegetais (CHIRAG J; TYAGI;
HALLIGUDI; YADAV et al., 2013).

A avaliacdo da atividade antioxidante de uma planta pode ser feita por
diferentes métodos, destacando-se a metodologia do sequestro do radical 2,2-difenil-
1-picril-hidrazil (DPPH). O DPPH é um radical livre obtido diretamente da dissolucéo
do reagente em meio organico, sendo barato, estavel e colorido, caracteristicas que
permitem o seu uso em ensaios de atividade antioxidante por métodos colorimétricos.
O ensaio consiste na adicdo do agente antioxidante numa solucéo do radical DPPH
seguido da leitura dos resultados por meio de um espectrofotometro. O radical, que
possui coloragdo violeta, ao reagir com potenciais agentes antioxidantes, € reduzido
para 2,2-difenil-1-picril-hidrazina (DPPH-H) conforme reacéo apresentada na figura 4.
O DPPH-H é de cor amarela, o que acaba resultando numa alteracdo da absorcéo
observada por meio da espectrofotometria e permite a determinacédo da quantidade
de radical remanescente no sistema apés a reacdo (CHEN; LIANG; HAN, 2020;
MENG; ZHANG; ZHANG; WANG et al., 2017).

FIGURA 4 - Reacdao de reducdo do DPPH com um agente antioxidante (A-H)
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Fonte: Produzida pelo autor.
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A acdo antioxidante de um composto pode ocorrer de varias maneiras
diferentes como através da estabilizacdo dos radicais livres por ressonancia, a
eliminacdo de radicais livres pela doacdo de hidrogénio a partir de compostos
fendlicos, a quelacdo de um composto contendo um ion metalico ou a inibicdo de uma
enzima (NIMSE; PAL, 2015). A atividade dos compostos fendlicos advém de suas
propriedades redutoras, uma vez que se tratam de substancias que contem um anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxila (OH). De acordo com Oliveira et al.
(2009), os flavonoides, acidos fenolicos e taninos estdo entre os compostos fendlicos

antioxidantes mais comuns na natureza.

Para a quantificacdo desses compostos fendlicos, pode-se utilizar o método de
Folin-Ciocalteau que se baseia também na espectrofotometria. O reagente em
guestao consiste numa mistura de acidos de molibdénio e tungsténio em estado de
oxidacdo +6. Na presenca de agentes redutores (os compostos fendlicos, por
exemplo), os metais sofrem alteragéo em seu estado de oxidag&do, mudando de cor e
permitindo que se consiga medir a variagdo da coloracdo e assim quantificar os
agentes redutores totais daquelas amostras. O ensaio € semelhante ao de atividade
antioxidante, onde se adicionam volumes do agente redutor em contato com o
reagente, seguido da leitura em espectrofotdbmetro. Vale ressaltar que o método
quantifica as substancias redutoras totais, ndo necessariamente apenas fendlicas.
Dessa forma, substancias como os terpenos também podem alterar os valores de
concentracdo (BOX, 1983; KAMBOJ; RANA; KAUR; JAIN, 2015).

2.4 ATIVIDADE CITOTOXICA

O crescimento descontrolado, excessivo e persistente das células é chamado
de neoplasia, podendo ser benigna ou maligna, dependendo das condicdes. A
neoplasia benigna possui um crescimento de forma organizada e expansivo enquanto
a neoplasia maligna possuem mais autonomia, sendo capazes de invadir tecidos
vizinhos e provocas as metastases (migragédo das células do tumor para outros locais
por meio da corrente sanguinea), podendo resistir aos tratamentos e causar a morte
do hospedeiro, sendo chamada de cancer (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER,
2011). De um modo geral, 0 processo de formacdo de um tumor € lento, podendo
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levar varios anos para que a proliferacdo inicial da célula se torne um tumor de
tamanho consideravel e perceptivel. O processo € composto de trés estagios:
iniciacdo, promogao e progressao (BRASIL, 2013). O primeiro estagio € caracterizado
pela ocorréncia da agcdo cancerigena nos genes, o segundo marca a atuacdo dos
agentes nas ceélulas alteradas e o dultimo pela multiplicacdo descontrolada e

irreversivel da célula, formando os tumores.

Ainda hoje, o cancer continua sendo uma das maiores doengas causadoras de
morte em todo o mundo, ocupando o segundo lugar. De 1990 até 2005, a incidéncia
mundial de cancer aumentou em 19%, estimando-se em mais de 7 milhdes o numero
de pessoas vitimadas anualmente (NEWBY; HOWARD, 2005). Sé no ano de 2018, a
OMS registrou 559.371 casos e 243.588 mortes por cancer no Brasil, sendo o cancer
de mama (15.3%) e de prostata (15.2%) os dois tipos mais comuns em incidéncia e o
cancer de pulméo (13.1%) e o colorretal (10.1%) como os dois que mais causam a
morte (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020). Em 2019, segundo a International
Agency for Research on Cancer — IARC (Agéncia Internacional para Pesquisa em
Cancer), a estimativa era de que o cancer acumulava 18 milhdes de novos casos e
10 milhdes de mortes todos os anos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019).

Cerca de um terco das mortes por cancer sédo causadas por cinco
comportamentos principais: alto indice de massa corporal, baixo consumo de frutas e
vegetais, falta de atividade fisica, uso de tabaco e o uso de alcool (GBD 2015 Risk
Factors Collaborators, 2016). Desses, 30% dos casos estao relacionados com o fumo
e outros 30% estdo relacionados a dieta, sendo os dois motivos mais mortais nos
casos de cancer (PATRICK, 2013b).

A dificuldade em encontrar a cura do cancer advém da heterogeneidade e
especificidade e cada tumor nas diferentes partes do corpo, além da resisténcia
adquirida aos medicamentos apds o uso prolongado (HOUSMAN; BYLER;
HEERBOTH; LAPINSKA et al.,, 2014). Por conta desses fatores, os impactos
econdmicos do cancer também acabam se tornando significativos. O custo total dos
tratamentos no ano de 2010, por exemplo, foi de aproximadamente 1.16 trilhdes de
dolares (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014).

Ao longo dos anos, surgiram os tratamentos terapéuticos da quimioterapia,

radioterapia e 0os procedimentos cirdrgicos para a retirada de tumores com o intuito de
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reduzir os impactos da doenca. Nos ultimos anos, a quimioterapia conseguiu diversos
éxitos na cura de algumas formas de cancer, como a leucemia aguda infantil, mas a
melhora no tratamento de outros tumores mais frequentes em adultos, como pulméo,
mama, coOlon e pancreas, ndo obteve grandes avangcos (COSTA-LOTUFO;
MONTENEGRO; ALVES; MADEIRA et al., 2010).

Além disso, o fato dos farmacos mais utilizados na quimioterapia apresentarem
grandes efeitos colaterais, como anemia e enfraquecimento do sistema imunoldgico,
associado também com o alto indice de casos e de mortalidade, faz com que a
necessidade de identificar, avaliar e desenvolver novos farmacos mais baratos e mais
eficientes seja bem evidente (KLEIN-JUNIOR; CORREA; HEYDEN; FILHO, 2019).

Dentro desse contexto, de acordo com Costa-Lotufo et al (2010), “existe um
potencial extraordinario para a descoberta de novos farmacos anticancer de
ocorréncia natural em funcdo da existéncia de um grande numero de espécies
disponiveis para investigacdo”. O mesmo autor estima que apenas 2% das plantas
superiores foram analisadas para deteccdo de constituintes com atividade

antineoplasica.

Até determinado momento, o desenvolvimento de um produto natural era
impedido pela disponibilidade limitada (alguns eram isolados em quantidades muito
baixas) e complexidade estrutural de suas moléculas. Porém o0s avancos em
engenharia molecular em conjunto com as descobertas acerca dos caminhos
biossintéticos das substancias ao longo dos anos permitiram a producdo em larga
escala de produtos naturais (CRAGG; GROTHAUS; NEWMAN, 2009).

A pesquisa de produtos naturais na area do cancer cresceu entao,
significativamente, no século XX, dando origem a cerca de 60% dos farmacos
introduzidos no mercado, como a vimblastina (A) e a vincristina (B), isoladas da
Catharanthus roseus, a pancratistatina (C), isolada da Pancratium littoralis e o
paclitaxel, isolado primeiramente da Taxus brevifolia, apresentados na figura 5 e tendo
0 seu isolamento feito através de plantas (COSTA-LOTUFO; MONTENEGRO;
ALVES; MADEIRA et al., 2010).
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FIGURA 5 - Produtos naturais isolados de planta e utilizados como anticancer
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Fonte: Produzidas pelo autor.

O paclitaxel (C, figura 6), de nome comercial Taxol, é isolado do teixo (Taxus
spp.) € é um dos agentes anticAncer mais importantes da histéria. O composto foi
isolado e identificado em 1971, sendo aprovado para o tratamento clinico do cancer
de mama e de ovario em 1992. No entanto, a quantidade necessaria de paclitaxel para
tratar apenas um paciente equivalia a casca completa de dois espécimes de teixo, 0
que tornava a producdo do farmaco inviavel (KUSARI; SINGH; JAYABASKARAN,
2014).

Em 1994, a sintese completa do paclitaxel foi feita em laboratério, mas se
tornava impraticavel em longa escala devido ao baixo rendimento e o envolvimento
de 30 etapas na reacdo. Eventualmente, descobriu-se a existéncia do “10-
deacetylbaccatin IlI” (A, figura 6), um composto produzido pela mesma espécie e que
serviria de base para a producéo do paclitaxel por reacdes de semissintese utilizando
apenas quatro etapas. Essa reacdo ajudou na descoberta do docetaxel (B, figura 6),
um composto intermediario bioativo aprovado em 1996 para o0 uso clinico contra o
cancer de mama, além da criagdo do termo “taxdides”, usado para classificar o
paclitaxel e todos os seus derivados (KUSARI; SINGH; JAYABASKARAN, 2014;
PATRICK, 2013b).
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FIGURA 6 - Reacédo de semissintese do paclitaxel (Taxol)
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Fonte: Produzida pelo autor, adaptado de (PATRICK, 2013b).

Apesar do constante crescimento na producao de drogas a partir de produtos
naturais, é importante pensar sobre a sua toxicidade para o organismo humano, uma
vez que o consumo dessas substancias pode levar a alteragbes no crescimento e
morfologia celular ou até mesmo a morte das células. Por conta disso, é necessario
gue haja toxicidade minima ou nenhuma (MCGAW; ELGORASHI; ELOFF, 2014).

Para que isso seja possivel, é preciso que se facam testes de viabilidade celular
e citotoxicidade, avaliando as caracteristicas do produto para que, caso seja
necessario, se estabelecam condicGes seguras antes que o mesmo chegue na etapa
de comercializacdo e consumo. Dentro desse contexto, 0s ensaios in vitro s&o
amplamente utilizados na inddstria para que sejam testados os novos farmacos
através de técnicas automatizadas que permitem a analise de um grande numero de
compostos de forma rapida, de baixo custo e sem a necessidade do uso de animais
(ASLANTURK, 2018; COSTA-LOTUFO; MONTENEGRO; ALVES; MADEIRA et al.,
2010).

Em contrapartida, o ataque de substancias naturais a alguns tipos de célula, a
exemplo das células cancerigenas, pode ser favoravel ao organismo, uma vez que se
livrar dessas células é uma atitude benéfica. Dessa forma, existem duas metodologias
bastante utilizadas nas pesquisas, 0s testes in vitro e os testes in vivo. Os ensaios in
vitro adquirem um papel importante em pesquisas oncolégicas durante o

desenvolvimento de qualquer tipo de droga, para avaliar a toxicidade do composto e
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a sua porcentagem de inibicdo no crescimento de células tumorais ao mesmo tempo,
pesquisando moléculas com potencial de matar células neoplasicas em cultura
mantendo uma correlagdo entre a concentracdo da substancia e a resposta seletiva
para algum tipo de célula tumoral (ASLANTURK, 2018; CHABNER; ROBERTS JR,
2005).

De acordo com Aslanttirk (2018), os métodos utilizados para a avaliagdo da
citotoxicidade de um composto podem ser classificados em colorimétricos,
fluorométricos, luminométricos ou de exclusdo de cor de acordo com a resposta obtida

do ensaio (mudanca de cor, fluorescéncia ou luminescéncia).

Os métodos colorimétricos, como o método do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-
2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio), sdo muito utilizados nos estudos de citotoxicidade.
Apesar disso, os métodos fluorométricos possuem varias vantagens em comparacao
com os demais, como a maior sensibilidade que o método do MTT e os métodos

colorimétricos no geral.

O alamar blue, identificado como resazurina, € um indicador fluorescente e
colorimétrico com propriedades oxirredutoras, permitindo a deteccdo da viabilidade
celular por duas formas diferentes (espectrofotometria e fluorometria). Assim como o
MTT, a resazurina (A, figura 7) é reduzida para resorufina (B, figura 7) ao entrar em
contato com a cultura celular. Sua forma oxidada apresenta coloracdo azul sem
fluorescéncia e a sua forma reduzida (resorufina) possui coloracdo rosa e €
fluorescente, refletindo assim a proliferacdo celular, uma vez que a resazurina €
reduzida pela mitocdndria celular e a mudanca de cor vai indicar a existéncia ou nao
de células viaveis (AHMED; GOGAL; WALSH, 1994; ASLANTURK, 2018; O'BRIEN;
WILSON; ORTON; POGNAN, 2000).

FIGURA 7 - Reacao de reducdo da resazurina em contato com a célula
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Fonte: Produzida pelo autor.
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O sucesso dos ensaios citotoxicos e antitumorais acontece em grande parte
pelo avanco e desenvolvimento das técnicas de cultura celular, que permitiram o
desenvolvimento dos métodos in vitro com diversas linhagens celulares advindas de
tumores humanos para utilizacdo como modelo experimental. Essas células,
chamadas de linhagem celular continua, sdo muito utilizadas nas pesquisas por terem
alta proliferacéo, a capacidade de serem mantidas em cultura por um grande periodo
de tempo e, principalmente, por ainda possuirem grande parte das caracteristicas do
tecido original. A partir do surgimento das Comissdes de Etica de Uso de Animais em
Pesquisa (CEUA), o uso da cultura de células passou a ser o principal modelo para a
substituicdo dos animais em experimentos (0s ensaios in vivo), tendo como principais
vantagens o controle do ambiente, homogeneidade da amostra e a economia, além
de oferecer resultados com mais rapidez e eficiéncia. (ALVES; GUIMARAES, 2010).

Os tipos de cancer séo classificados de acordo com o tecido do qual o tumor é
derivado. O carcinoma é o tipo de cancer mais comum que se desenvolve a partir de
células epiteliais, que cobrem toda a pele humana e a superficie da maioria dos
orgaos. Apesar de mesma origem, cada carcinoma possui diferentes especificidades
por conta da sua localizacédo e da composicao e funcdo das células originais. O cancer
de mama é o tipo de carcinoma mais incidente entre a populagdo feminina,
considerada como uma doenca geneticamente complexa caracterizada por varios
fatores, como o acumulo de diversas alteracdes genéticas e epigenéticas, expressao
de marcadores tumorais e alteracdes em reguladores chaves do ciclo celular
(ZANETTI; OLIVEIRA; RIBEIRO-SILVA, 2011). Utilizando células da linhagem MCF7
de carcinoma de mama, Adebayo et al (2020), comprovou que extratos da semente
de Moringa oleifera induzem apoptose nas células tumorais. No Brasil, o cancer de
mama, junto com o cancer do colo do Utero apresentam altas taxas de incidéncia e
mortalidade, tendo motivado a criacdo de uma cartilha de implantacdo de estratégias
efetivas de controle dessas patologias (BRASIL, 2013; WORLD HEALTH

ORGANIZATION, 2020).

Outro tipo de céncer € o melanoma, cancer de pele que se origina nos
melandcitos e € caracterizado por sua agressividade e natureza altamente
metastética, apresentando um prognostico com um tempo de vida média de 5 a 10
meses dependendo do estagio da doenga. Em busca do entendimento mais avangado

da patologia, surgiram estudos de cultura celular utilizando células de camundongos
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(SALEH, 2018). As células de melanoma murino da linhagem B16F10, por exemplo,
foram utilizados por Chaikul et al (2020) para avaliar os efeitos antitumorais de

Camellia sinensis.

2.5 O BIOMA CERRADO

O Brasil € um pais com diversas zonas climaticas distribuidas ao longo de uma
area total de 8,5 milhdes de km?. As diferengas climaticas contribuem para a existéncia
de seis zonas biogeograficas distintas chamadas de biomas (figura 8). Dentro desses
biomas, estima-se a existéncia de um total de 60 mil espécies vegetais, tornando o
Brasil um dos paises com maior biodiversidade no mundo, sendo conhecido por sua
vasta diversidade de flora e fauna e tendo cerca de 20% do namero total de espécies
do planeta. Apesar disso, a composicdo total da biodiversidade ndo é conhecida e
devido a sua complexidade, talvez nunca seja totalmente desvendada
(ELISABETSKY; COSTA-CAMPOQOS, 1996; KATO, 2001).

FIGURA 8 - Distribuicdo dos biomas no Brasil
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Fonte: Adaptada de Educa+ Brasil (www.educamaisbrasil.com.br).
O Cerrado é o segundo maior bioma do Brasil e da América do Sul, ocupando
cerca de 24% do territério brasileiro e contribuindo com 14% da producéo hidrica
superficial brasileira, que € essencial para a regido nordeste por ser frequentemente

atingida por periodos de seca. Devido a sua localizagdo geogréfica e caracteristicas
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ecologicas, o Cerrado desempenha um papel fundamental para a sociedade
brasileira, para a biodiversidade (concentrando 30% de todas as espécies do pais,
com 32% delas endémicas) e para a manutencdo dos recursos naturais
(especialmente os hidricos), além de ser importante para a producao agricola. Em
1998, existiam 6429 espécies catalogadas no Cerrado. Em 2019, estimava-se mais
de 12 mil espécies, contendo 4400 endémicas, ou seja, espécies que pertencem a
esse espaco por se adaptar as condi¢cdes do local e ndo serem encontradas em
nenhum outro lugar do mundo (BRASIL, 2005; WWF-BRASIL, 2019).

De acordo com Silva e Bates (2002), o endemismo do Cerrado vai além da
flora, com valores estimados de 30% para anfibios, 20% para répteis, 12% para
mamiferos e 1,4% para aves. Apesar disso, 0S mesmos autores consideram que a
sua biogeografia permanece sem ser muito conhecida. De acordo com estimativas
recentes do Ministério do Meio Ambiente (MMA), o Cerrado também € o reflgio de
13% das borboletas, 35% das abelhas e 23% dos cupins de toda a regiao dos tropicos
(BRASIL, 2020).

Além dos aspectos ambientais, o Cerrado possui grande importancia social.
Muitas populagfes sobrevivem de seus recursos naturais, como as etnias indigenas,
quilombolas e ribeirinhos, que fazem parte do patriménio historico e cultural brasileiro
e detém um grande conhecimento tradicional da biodiversidade. Mais de 220 espécies
do Cerrado tem uso medicinal e mais de 416 podem ser usadas de outras formas,
como na recuperacéo de solos degradados ou na protecao contra a erosao (BRASIL,
2005; 2020). De acordo com o Instituto Sociedade, Populagao e Natureza (ISPN), “a
rica biodiversidade do Cerrado oferece raizes, cascas, resinas, 0leos, folhas, argilas,
agua e outros diversos recursos naturais que sdo primorosamente manejados por

suas populacdes para a pratica da medicina popular”.

O bioma possui 11 tipos principais de vegetacéo, mas basicamente as espécies
podem ser divididas em lenhosas, caracterizadas por arvores com até 20 metros de
altura, troncos grossos e tortuosos e raizes que podem chegar a 15 metros de
profundidade, e herbaceas, que compreende as ervas de pequeno porte com raizes
de até 30 centimetros. As raizes longas das espécies lenhosas servem para garantir
gue a planta encontre 4gua e se mantenha nos periodos de seca. Ja para as espécies
herbaceas, a falta de profundidade faz com que seus ramos sequem durante 0s

periodos de seca e por conta disso as queimadas sejam facilitadas pelo acamulo de
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biomassa seca, temperaturas elevadas, tempo seco e baixa umidade relativa do ar
(BRASIL, 2005; FRANCISCO, 2020; SOUSA, 2020).

No entanto, as queimadas podem acabar sendo benéficas no bioma em alguns
casos por contribuir na floracao e frutificacdo de algumas espécies bem como com a
germinacdo das sementes, que necessitam de um choque térmico para que a
dorméncia vegetativa seja quebrada por meio da criacao de fissuras em suas cascas
que permitem a entrada de agua e iniciam o processo de germinacdo. Nesses casos,
diz-se que as queimadas sao influenciadoras do ciclo natural de nutrientes do solo
para algumas espécies (MUNHOZ; FELFILI, 2007; NEVES; CONCEICAO, 2010;
ZAIDAN; CARREIRA, 2008).

Além das queimadas, ha a exploracdo totalmente predatéria do material
lenhoso para fabricacéo de carvao e o constante desmatamento por conta da pecuaria
extensiva e a expansdo da agricultura mecanizada, que fez com que nos ultimos anos
cada vez mais parte da paisagem natural do bioma fosse transformada em culturas
de soja, milho e algodado além de pastagens para gado. De acordo com os dados
divulgados pelo Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE), a perda da
vegetacdo acontece num ritmo alarmante com média de 1 milhdo de hectares
perdidos por ano desde 2009. Dessa forma, os danos causados pelas queimadas e
pelo desmatamento atingem ndo so6 a fauna e flora do bioma como também trazer
danos consideraveis para o ecossistema (como no ciclo de nutrientes e no fluxo das
aguas) e comprometer a vida e sustentabilidade da populacdo moradora da regido
(BRASIL, 2005; 2020; FRANCISCO, 2020; WWF-BRASIL, 2019).

2.5.1 Campos rupestres

O Cerrado esta presente em 11 estados brasileiros (Bahia, Goias, Tocantins,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Maranh&o, Piaui, Rondb6nia, Parana
e Sao Paulo) e se estende pela regido central do pais, conectando-se a outros biomas
importantes (ao norte com a Amazonia, ao nordeste com a Caatinga, ao sudeste com
a Mata Atlantica e ao sudoeste com o Pantanal). Essas zonas de transi¢cdo entre os
biomas sao particularmente importantes ao Cerrado por ser o Unico bioma a ter tantos

contatos diferentes, tendo grandes variacdes de clima e altitude e, consequentemente,
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de vegetacdo. Dos ambientes gerados nas zonas de transicdo, destacam-se 0s
contrastantes entre o Cerrado e a Caatinga (3, figura 9), que possui uma vegetacao
mais rica que a da Caatinga e clima mais seco que o do Cerrado, com solo ressecado
e maiores periodos sem chuva (BRASIL, 2005; RIBEIRO; WALTER, 2008).

Parte dessa transicdo é a vegetacdo dos campos rupestres (4, figura 9), que
inclui a regido de transicao entre o Cerrado, a Caatinga e a Mata Atlantica e € bastante
comum na Chapada Diamantina, sendo detentora de grande parte do endemismo e
das plantas raras do Cerrado por conta de suas particularidades ambientais (como o
clima e o solo). A flora tipica dos campos rupestres esta relacionada com as
caracteristicas peculiares dessa regido, com a grande quantidade de rochas expostas,
longos periodos sem agua e baixa capacidade de armazenamento de 4gua no solo
(CONCEICAO, 2006).

FIGURA 9 - Mapa de algumas zonas de transicdo e dos campos rupestres

Transi¢ido Amazonia-Caatinga (1) Transi¢ao Cerrado-Caatinga (3)

Transigio Amazénia-Cerrado (2) [l Campos Rupestres (4)

Fonte: Adaptado de WWF-Brasil (www.wwf.org.br) e Embrapa (www.embrapa.br).

O campo rupestre € um ecossistema predominantemente herbaceo-arbustivo
(ervas, arbustos e gramineas), com a presenca de poucas arvores pouco
desenvolvidas de até 2 metros de altura. A vegetacdo € encontrada em afloramentos
rochosos no topo de serras e chapadas com altitudes superiores a 900 metros, em
areas de ventos constantes, dias quentes e noites frias. O solo desse tipo de

vegetacao é caracterizado pela acidez, pobreza de nutrientes e a baixa capacidade
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de armazenamento de agua, porém algumas espécies podem crescer diretamente
sobre as rochas, sem que haja solo (NEVES; CONCEICAO, 2010; RIBEIRO;
WALTER, 2008; SCHAEFER; CANDIDO; CORREA; NUNES et al., 2016).

Apesar das condicdes severas de clima e solo, a vegetacdo do campo rupestre
€ rica em espécies ameacadas e endémicas. Em 2015, um estudo feito por Zappi et
al (2015) reconheceu a presenca de um total de 4928 espécies de angiospermas nos
campos rupestres, 40,5% (1994) dessas espécies sdo restritas a esse tipo de

vegetacao enquanto 39,6% (1951) sdo endémicas dos campos rupestres.

De acordo com Vasconcelos (2011), a vegetacao varia em funcao do relevo,
microclima, profundidade do solo e natureza do substrato, 0 que d& um carater de
mosaico aos campos rupestres. Por conta disso, existe uma “grande variagdo de
fisionomias, desde areas cobertas por gramineas e outras ervas, a habitats com
adensamento de arbustos e pequenas arvores, com ou sem afloramentos rochosos”,
separados por poucos metros ou, em alguns casos, poucos centimetros
(CONCEICAO; GIULIETTI, 2002; CONCEICAO; PIRANI, 2005).

Apesar disso, também sdo comuns o0s agrupamentos de individuos de uma
mesma espécie condicionados, entre outros fatores, pela umidade disponivel no ar ou
solo. Esses agrupamentos ocorrem com espécies frequentes de familias e géneros
dominantes, como Bromeliaceae (Dyckia, Tillandsia), Leguminosae (Calliandra,
Chamaecrista, Galactia, Mimosa), Myrtaceae (Myrcia), Velloziaceae (Vellozia) e
outras (RIBEIRO; WALTER, 2008).

De acordo com Harley (1995), pode-se considerar o género Vellozia como um
bom indicador da ocorréncia dos campos rupestres pois, apesar de algumas espécies
desse género estarem presentes em outras formac¢des campestres, grande parte é

endémica do campo rupestre.

2.5.2 Parque Nacional da Chapada Diamantina

A Chapada Diamantina é uma regido de serras de 50.610 km? localizada no
centro do estado da Bahia e registrando altitudes entre 200 a 1800 metros, com alguns

picos isolados, como o Pico do Barbado (2033 m). Nas regides acima de 1000 m de
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altitude, predominam os campos rupestres e os afloramentos de rocha (MMA, 2005).
De acordo com o Ministério do Meio Ambiente — MMA (2002), “a Chapada Diamantina

€ uma regiao extremamente desconhecida e prioritaria para investigagao cientifica”.

O Parque Nacional da Chapada Diamantina (PNCD) foi criado em 17 de
setembro de 1985 através do decreto federal n° 91.655 com o0 objetivo principal de
preservar o ecossistema natural de grande importancia ecolégica. Além disso, o
PNCD possibilita a realizacdo de pesquisas cientificas e promove a educacgéo
ambiental, lazer ao ar livre e ecoturismo (MMA; ICMBIO, 2012). Atualmente é
administrado pelo Instituto Chico Mendes de Conservacéao da Biodiversidade (ICMBIo)
e possui uma area de 152 mil hectares, localizado entre as coordenadas 41°25’-
41°35'0 e 12°25’-13°20’S e protegendo uma parcela da Serra do Sincora, que € parte
da Serra do Espinhaco, cadeia montanhosa que se estende de Minas Gerais a Bahia
(ICMBIO, 2020a; b). No Parque, é encontrada uma alta taxa de endemismos, dentre
as maiores taxas da flora brasileira e distribuidos em diversos grupos de plantas,
especialmente em familias de monocotiledéneas como a Velloziaceae, com mais da

metade de suas espécies restritas aos campos rupestres (MMA, 2005).

2.6 FAMILIA VELLOZIACEAE

A familia Velloziaceae é uma familia de angiospermas monocotiledéneas
pertencente a ordem das Pandanales que possui 5 géneros e 306 espécies
(CHRISTENHUSZ; BYNG, 2016). Até algum tempo atras, a familia possuia de 240 a
270 espécies reconhecidas, divididas em duas subfamilias Vellozioideae e
Barbacenioideae e seis géneros. A subfamilia Vellozioideae compreendia os géneros
Vellozia e Nanuza enquanto a subfamilia Barbacenioideae compreendia os géneros
Talbotia, Xerophyta, Barbaceniopsis e Barbacenia (LOUSADA; BORBA; RIBEIRO;
RIBEIRO et al., 2011; SMITH; AYENSU, 1974; 1976). Atualmente, a familia € dividida
por Mello-Silva et al (2011) e Mello-Silva & Montserrat (2015) nos géneros
Acanthochlamys (género monoespecifico que pertencia anteriormente a familia
Amaryllidaceae), Xerophyta (englobando o género Talbotia), Barbacenia (englobando
0s géneros Aylthonia, Burlemarxia e Pleurostima), Barbaceniopsis e Vellozia (que

engloba o género Nanuza).
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As plantas da familia Velloziaceae sdo predominantemente neotropicais, sendo
nativas, em sua maior parte, da América do Sul. Os géneros Vellozia e Barbacenia
sdo os maiores da familia, incluindo cerca de 100 espécies cada e sendo encontrados
exclusivamente na América do Sul, com excec¢éo da espécie Vellozia tubiflora, que se
estende até a América Central, encontrada no Panama. O género Xerophyta
compreende cerca de 30 espécies encontradas na Africa e em Madagascar,
Barbaceniopsis € um género andino de quatro espécies e o género Acanthochlamys
tem a sua Unica espécie encontrada apenas na China (MELLO-SILVA;
MONTSERRAT, 2015; MELLO-SILVA; SANTOS; SALATINO; MOTTA et al., 2011).
De acordo com o Projeto Flora do Brasil 2020, criado e administrado pelo Jardim
Botanico do Rio de Janeiro, o Brasil apresenta apenas 0s géneros Vellozia e
Barbacenia, possuindo 224 espécies no total (102 espécies do Barbacenia e 122 do
Vellozia), sendo 221 (101 do Barbacenia e 120 do Vellozia) delas endémicas do pais.
As espécies estdo distribuidas nas regides Norte (Amazonas, Par4, Roraima e
Tocantins), Nordeste (Bahia, Ceara, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio
Grande do Norte e Sergipe), Centro-Oeste (Distrito Federal, Goids, Mato Grosso do
Sul e Mato Grosso), Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Séo
Paulo) e Sul (Parand). Por conta dessa ampla distribuicdo, as espécies estdo em

guase todos os tipos de vegetacdo do Brasil (Flora do Brasil 2020, 2020).

A distribuicdo geografica, o numero de espécies e 0s géneros encontrados em
cada um dos estados brasileiros estdo apresentados na figura 10, evidenciando a
concentracdo de uma maior diversidade de espécies nos estados de Minas Gerais e
Bahia, distribuidas em sua maioria na regido da Serra do Cipé (MG) e da Chapada
Diamantina (BA).



42

FIGURA 10 - Distribuicdo geografica da familia Velloziaceae no Brasil
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Fonte: Adaptado de Projeto Flora do Brasil 2020 (www.floradobrasil.jbrj.gov.br).

De modo geral, as espécies da familia Velloziaceae sédo plantas arbustivas,
robustas, de caule fibroso com tamanho variavel, podendo atingir entre poucos
centimetros (como a Acanthochlamys bracteata e a Vellozia minima) e seis metros de
altura (Vellozia gigantea). No entanto, a maior parte das espécies se concentra na
faixa de 0,3 a 2 metros. Essas plantas sdo conhecidas por possuir diversas
caracteristicas adaptativas como a resisténcia ao fogo, a quiescéncia (baixa atividade
metabdlica caracterizada pelo baixo teor de agua nos tecidos), folhas que regulam a
transpiracdo para diminuir a taxa de agua perdida, caule coberto por bainhas que
possuem alta capacidade de armazenamento de agua e raizes com a capacidade de
rapida absorcdo de agua. Outra caracteristica de suas espécies € a esclerofilia
(adaptacédo a longos periodos de seca e de calor), uma vez que foram adaptadas a
grandes variagdes climaticas, sendo submetidas a intensa radiacéo solar ou violentas
tempestades durante o dia e baixas temperaturas e a cobertura de nuvens densas
pela noite. Além disso, sdo ervas e arbustos perenes, ou seja, suas folhas ndo caem
e 0 seu ciclo de vida é bastante longo (AYENSU, 1973; MELLO-SILVA;
MONTSERRAT, 2015; MENEZES; MELLO-SILVA; MAYO, 1993; QUINTAO;
TAVARES; VIEIRA-FILHO; SOUZA et al., 2013; SMITH; AYENSU, 1974; 1976).
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Como grande parte das espécies sdo encontradas nos campos rupestres ou
vegetacOes semelhantes, acabam passando por longos periodos de seca além de
grandes periodos de queimadas, 0 que exige a criacado de reservas de carboidratos
em seus 0rgdos de armazenamento para que seja possivel a regeneracao e a rebrota
dessas plantas (OLIVEIRA; ABRAHAO; PEREIRA; TEODORO et al., 2016;
SILVEIRA; NEGREIROS; BARBOSA,; BUISSON et al., 2016). Um estudo realizado
por Joaquim et al (2018) com diferentes espécies da familia Velloziaceae resultou na
identificacdo e quantificacdo de agucares soluveis, frutose e acucares redutores.

Apesar da presenca desses acucares, a classe de substancias mais
representativa € a dos diterpenos. Até 2010, das 32 espécies estudadas, foram
identificados diterpenos de esqueleto clerodano, ent-kaurano, totarano, isopimarano
e cleistantano, destacando-se os dois ultimos (PINTO; EPIFANIO; CAMARGO, 1993;
PINTO; PATITUCCI; ZOCHER; KELECOM, 1985; SILVA; CASTRO-GAMBOA;
BOLZANI, 2010). A maior presenca e a ocorréncia conjunta de derivados diterpenos
de esqueleto isopimarano e cleistantano faz sentido biossintético, uma vez que
estudos indicam que o isopimarano seja 0 esqueleto precursor dos cleistantanos
(PINTO; PATITUCCI; SILVA; QUEIROZ et al., 1983).

Algumas classes séo utilizadas como marcadores taxonémicos na familia
Velloziaceae. O padrdo e as diferencas nos alcanos presentes da superficie das
folhas, por exemplo, foram estudados por Salatino et al (1991; 2000; 1989) e
demonstrou-se que a subfamilia Vellozoideae apresenta a predominéncia de alcanos
C27, C29 ou C31 enquanto na subfamilia Barbacenioideae destacam-se os alcanos
C33 ou C35.

Outro marcador utilizado na diferenciacao dos géneros sao os flavonoides (em
sua maioria flavonas e flavonols glicosilados), que, de acordo com Williams e
colaboradores (1994; 1991), apresentam-se de forma diferente nos diferentes géneros
ou subfamilias. A combinacédo da luteolina com flavona C-glicosiladas, por exemplo, é
caracteristica da subfamilia Vellozoideae, enquanto flavonoides espécificos, como a
isorhamnetina sao indicativos de espécies do género Barbacenia, Vellozia e

Xerophyta (apenas algumas espécies de Madagascar).

Na literatura, existem poucos estudos acerca do uso tradicional das plantas da

familia Velloziaceae. Ayensu (1973), por exemplo, reporta que a resina de algumas
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espécies do género Vellozia é utilizada na cobertura de feridas na pele para auxiliar
no tratamento e cicatrizacdo e a suspeita da presenca de uma substancia bioativa
numa espécie africana (género Xerophyta) com potencial atividade anticancer. Outros
exemplos sdo o consumo, feito por algumas tribos africanas, de raizes secas de
determinadas espécies atraves do fumo para o tratamento do asma (WATT; BREYER,
1962).

2.6.1 Género Vellozia

O género Vellozia é o maior da familia Velloziaceae, compreendendo cerca de
127 espécies diferentes de acordo com a World Flora Online (WFO), enciclopédia
online de todas as espécies de plantas do mundo, criada e administrada pelo Jardim
Botanico de Missouri e pelo Jardim Botanico Real de Kew sendo um projeto da

Convencao sobre Diversidade Bioldgica das Nacdes Unidas (WFO, 2020).

No Brasil h4 a presenca de 122 de suas espécies, sendo 120 endémicas,
distribuidas pelos estados de Roraima (1 espécie), Para (4 espécies), Tocantins (6
espécies), Amazonas (1 espécie), Bahia (23 espécies), Ceara (1 espécie), Maranhao
(1 espécie), Paraiba (1 espécie), Pernambuco (2 espécies), Piaui (4 espécies), Rio
Grande do Norte (1 espécie), Sergipe (1 espécie), Distrito Federal (5 espécies), Goias
(14 espécies), Mato Grosso do Sul (1 espécie), Mato Grosso (5 espécies), Espirito
Santo (5 espécies), Minas Gerais (95 espécies), Rio de Janeiro (4 espécies) e Sao
Paulo (5 espécies) estando presentes em quase todas as regifes do Brasil, com
excec¢ao do Sul (Flora do Brasil 2020, 2020).

De acordo com Martins e Paiva (2016), por mais de trezentos anos, as plantas
do género Vellozia sdo conhecidas apenas por “pegarem fogo” por conta dos
primeiros exploradores que o Brasil teve, que utilizavam o caule dessas plantas como
tochas por conta de sua resina, que é inflamavel. Essas resinas sdo compostas pela
mistura de metabdlitos secundérios volateis e ndo volateis das classes dos
terpendides e/ou compostos fendlicos, sendo secretadas por glandulas
especializadas e tendo a principal funcdo de mediar as interagdes da planta com o
ambiente, podendo ter valor comercial ou ndo (FAHN, 2002; LANGENHEIM, 2003).
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A atividade biologica de algumas espécies é retratada em algumas publicagdes.
Os extratos metanolicos das raizes, caule e bainhas das folhas de V. pusilla foram
estudados por Dantas et al (2005) e apresentaram atividade antitumoral. Extratos
hidroalcéolicos de V. flavicans apresentam atividade antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa e antivenenosa contra veneno de
Bothrops jararacussu (TRIBUIANI; DA SILVA; FERRAZ; SILVA et al., 2014). Em outro
trabalho, Morales et al (2014) identificou tocotrienols com atividade antioxidante das
folhas de V. gigantea.

O uso tradicional também é apresentado na literatura. De acordo com Brandao
et al (2012), a V. squamata, de nome popular “canela de ema” é utilizada na produg¢ao
de travesseiros, colchdes, cestos e colheres. Além disso, a infusdo das folhas da
canela de ema é também utilizada como anti-inflamatério e seus extratos
hidroalcoolicos do caule e folha tiveram a atividade antioxidante comprovada por
Quintéo et al (2013), com intuito de avaliar a aplicacdo farmacéutica e cosmética da
espécie. Com o mesmo nome popular, Fagg et al (2015) e Chaves et al (2015) falam

sobre 0 uso do caule resinoso da espécie Vellozia spp. como combustivel.

Vale ressaltar que maior parte desses trabalhos apenas avalia a atividade
biol6gica dos extratos sem o isolamento, identificagdo ou relagdo com as possiveis
substancias bioativas. Para a parte fitoquimica, alguns desses trabalhos fazem testes
de screening, que servem para auxiliar na identificacdo das classes de substancias

presentes nas amostras testadas.

Apesar disso, na literatura, existem alguns estudos fitoquimicos de diversas
espécies desse género, que resultaram no isolamento e identificacdo de diferentes
classes de metabdlitos secundéarios, como alcanos (SALATINO; SALATINO; MELLO-
SILVA; DUERHOLT-OLIVEIRA, 1991; SALATINO; SALATINO; MENEZES; MELLO-
SILVA, 1989), terpenos (PINTO; GONZAGA; FIORANI, 1984; PINTO; PINCHIN;
PRADO, 1983; PINTO; SCOFIELD; BRAZ-FILHO, 1983), tocotrienols (MORALES;
GARCIA; SIQUEIRA-SILVA; SILVA et al., 2014) e flavonoides (HARBORNE;
GREENHAM; WILLIAMS; EAGLES et al., 1993; WILLIAMS; GREENHAM,;
HARBORNE; EAGLES et al., 1992; WILLIAMS; HARBORNE; GREENHAM; EAGLES
et al., 1993)
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2.6.2 Metabdlitos isolados do género Vellozia

As substancias que ndo estdo envolvidos nas fungbes vitais de uma planta
como crescimento ou reproducdo sao chamadas de metabdlitos secundarios, que se
envolvem diretamente no metabolismo secundario e tem a fungéo principal de adaptar
as plantas aos seus ambientes, sendo responsaveis pela interacdo da planta com
diferentes ecossistemas e essenciais em seu desenvolvimento, regulacéo, equilibrio
e defesa (HARBORNE, 1988; HICKS, 1966). Essas substancias sao classificadas de
acordo com a sua origem biossintética, mas podem ser divididos de uma forma mais
simples em trés grandes grupos: compostos fendlicos, terpendides e compostos
nitrogenados (AGOSTINI-COSTA,; VIEIRA; BIZZO; SILVEIRA et al., 2012).

Os compostos fendlicos sdo encontrados, em grande parte das vezes, através
da classe dos flavonoides, que apresentam diversas fungbes. Atuam na protecao
vegetal contra a incidéncia de radiacdo ultravioleta além da protecéo contra insetos,
fungos. virus e bactérias. Além disso, possuem potencial atividade antioxidante,
antimicrobiana, antidiarreica e sdo bons inibidores enzimaticos (BARRON; IBRAHIM,
1996; HARBORNE; MABRY, 1987; TIWARI; KUMAR; KAUR; KAUR et al., 2011). O
grupo dos terpendides engloba uma grande quantidade de substancias volateis,
utilizadas pelas plantas para atrair ou afastar animais e por conta disso podem possuir
efeito repelente, além de atividade analgésica, antioxidante, antimicrobiana e
antidiarreica. Os alcaloides sé&o as substancias mais representativas dos compostos
nitrogenados, apresentando atividade antitumoral, antimicrobiana, antidiarreica e
propriedades alucindgenas, gerando desvios de consciéncia e tornando-se drogas de
abuso (SEIGLER, 1998; TIWARI; KUMAR; KAUR; KAUR et al., 2011).

No levantamento realizado das substancias isoladas do género Vellozia, foram
encontradas 193 substancias, divididas principalmente entre terpendides (diterpenos,
triterpenos e esterdides) e flavonoides (simples, C- e O-metilados, C- e O- prenilados
e glicosilados), mas com a presenca também de um &cido fenolico, um alcool, dois

estilbenos e alguns alcanos e acidos graxos.

Os diterpenos isopimaranos e cleistantanos sao bastante predominantes no
género, tornando-se as substancias mais identificadas e possuindo algumas

caracteristicas interessantes. A primeira delas € o alto nivel de oxidag&o de algumas
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substancias, que ocorre por conta do forte metabolismo oxidativo das espécies da
familia Velloziaceae (PINTO; ANTUNES; REZENDE; CORREIA, 1995; 1997). Além
disso, os esqueletos cleistantanos sédo bastante incomuns na natureza e todos o0s
isolados da familia Velloziaceae sao diferentes dos demais por possuir configuracéo
(5S,10S), ao contrario da configuracdo (5R,10R), que é mais comum nas demais
familias (PINTO; MACAIRA, 1988; PINTO; PATITUCCI; SILVA; QUEIROZ et al.,
1983).

Outra caracteristica incomum de algumas substancias encontradas no género
Vellozia sédo os diterpenos com hidroxila em C-14, geralmente ndo encontrados na
natureza (PINTO; FIGUEIREDO; EPIFANIO, 1992). Em 1997, foram isolados da
Vellozia magdalenae dois terpenos muito raros. O primeiro, acido magdalénico
(substancia 98, tabela 1), € um diterpeno de esqueleto eunicelano, que é caracteristico
de animais vertebrados marinhos e o segundo, acido bismagdalénico (substancia 99,
tabela 1) é um bis-diterpeno formado da condensacéo de um diterpeno labdano com
um diterpeno eunicelano (PINTO; PIZZOLATTI; EPIFANIO; FRANKMOLLE et al.,
1997).

2.6.2.1 Terpenoides

Os terpenodides constituem uma vasta familia de produtos naturais com
estruturas formadas por varias unidades de isopreno (2-metilbutadiaeno). Apesar
disso, as unidades de isopreno ndo estdo envolvidas diretamente na biossintese
desses compostos, que comeca a partir de duas unidades de isbmeros Cs, 0 3-
isopentenil pirofosfato (IPP) e o 3,3’-dimetilalil pirofosfato (DMAP) por meio de duas
vias metabdlicas independentes: a via do mevalonato (MVA) e a via do 2-C-metil-D-
eritrol-4-fosfato (MEP), dependendo do compartimento celular utilizado, uma vez que
as vias acontecem em locais diferentes das plantas, tendo a MVA no citosol e a MEP
nos plastidios (ABREU; HEGGIE, 2007; DEWICK, 2002; HILLMAN; READNOUR,;
SOLOMON, 2017).

Ambas as vias partem da glicolise e tem a conversdo de IPP em DMAP
mediante a a¢ao da enzima isopentenil difosfato isomerase (IDI). Essa isomerase age

pela remocéo de um proton em C-2.
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Na via do mevalonato, trés moléculas de acetil-CoA sdo condensadas por
reacoes de Claisen, aldol e hidrdlise, seguidas de uma reducdo enzimatica para a
formacéao do MVA. A transformagé&o dele em IPP envolve a fosforilagdo sucessiva dos
grupos hidroxila, seguidas da descarboxilacdo e eliminacdo do grupo pirofosfato
(ABREU; HEGGIE, 2007).

Na via do 2-C-metil-D-eritrol-4-fosfato, ocorre uma reacdo entre uma molécula
de D-gliceraldeido com uma molécula de acido piravico, levando a formacgédo do
intermediario 1-dexi-D-xilulose-5-fosfato, que pela acdo da enzima 1-desoxi-D-xilulose
5-fosfato redutoisomerase (DXR) forma o MEP. Nas etapas seguintes, o MEP é

convertido a IPP mediante a agao de diferentes enzimas.



A formacao de IPP e DMAP por ambas as vias € representada na figura 11:

FIGURA 11 - Formagéo simplificada de IPP e DMAP em plantas
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Enzimas: MVK - mevalonato quinase; PMK - fofomevalonato quinase; DMD -
mevalonato-5 fosfato descarboxilase; DXR - 1-desoxi-D-xilulose 5-fosfato
redutoisomerase; MCT - 2C-metil-D-eritritol 4-fosfato citidil transferase; CMK - 4-
difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol  cinase; MDS - 2C-metil-D-eritritol  2,4-
ciclodifosfato sintase; HDS - 1-hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil-4-difosfato-sintase;
HDR - 1-hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil-4-difosfato-redutase; IDI — isopentenil
difosfato isomerase.

Fonte: Produzida pelo autor, adaptado de (ABREU; HEGGIE, 2007).
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A formacédo dos diferentes terpenos € feita pela condensacéo “cabega-cauda
das unidades de DMAP e IPP, catalisada por enzimas prenil-transferase. A
condensacao simples de uma unidade de DMAP com uma unidade de IPP forma a
cadeia de geranil pirofosfato, precursora dos monoterpenos. A partir de novas
condensacgdes a partir dessa cadeia de Cio sdo formadas as novas classes de
terpenos, como 0s sesquiterpenos (precursor farnesil pirofosfato, Cis), diterpenos
(precursor geranilgeranil pirofosfato, Cz2o) e triterpenos (Cso). As condensagoes estao
exemplificadas na figura 12.

FIGURA 12 - Condensacédo do DMAP e IPP para formacéo dos terpenos
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Fonte: Produzida pelo autor, adaptado de (ABREU; HEGGIE, 2007).
No levantamento bibliografico foram identificados 123 terpendides, divididos
em: 4 tetranorditerpenos, 3 bisnorditerpenos, 11 norditerpenos, 80 diterpenos, 1
bisditerpeno, 21 triterpenos e 3 esteroides. Em relacdo aos esqueletos, os diterpenos
se dividem em 3 friedolabdanos, 3 clerodanos, 39 isopimaranos, 33 cleistantanos, 1
9,11 seco-rosano, 1 6,7 seco-rosano, 2 seco-ent-kauranos, 3 rosanos, 5 ent-kauranos,

3 labdanos, 1 halimano, 1 abietano, 1 estrobano, 1 totarano e 1 eunicelano. O
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bisditerpeno é eunicelano-labdano. Os triterpenos estdo em 7 oleananos, 6 lupanos,
2 glutinanos, 2 taraxeranos, 1 ursano, 1 friedelano, 1 cicloartano e 1 damarano e os

esterdides se dividem em 1 ergostano e 2 estigmastanos.

Todo o levantamento feito esta apresentado na tabela 1, com a classe,
estrutura, formula molecular, parte da planta, solvente, espécie e referéncia

utilizada.
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TABELA 1 - Terpenoides isolados de espécies de Vellozia

NUumero Classe Composto Estrutura Férmula Parte, solvente e espécie Referéncia

Tetranorditerpeno
(friedolabdano)

13,14,15,16- o C16H2404

tetranor-friedolabd-
1(10)-en-12,19-

Planta completa, metanol, V.

stipitata

(PINTO; ANTUNES; PIZZOLATTI;
RUMJANEK, 1996)

dioic acid
Tetranorditerpeno 13,14,15,16- C16H2602 Caule, hexano, V. flavicans (PINTO; ANTUNES; REZENDE;
(friedolabdano) tetranor-friedolabd- CORREIA, 1995)
5(6)-en-12-oic acid
Tetranorditerpeno 13,14,15,16- Ci16H280 Caule, hexano, V. flavicans (PINTO; ANTUNES; REZENDE;

(friedolabdano)

tetranor-friedolabd-
5(6)-en-12-ol

CORREIA, 1995)
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Tetranorditerpeno | 2-ox0-13,14,15,16- CisH2403 | Planta completa, acetato de etila, (PINTO; GARCEZ; QUEIROZ;
(clerodano) tetranor-clerod-3- V. bicolor FIORANI, 1994)
en-12-oic acid
Bisnorditerpeno 13-hydroxy-15,16- CisH2803 | Caule e bainhas, acetato de etila, (PINTO; GARCEZ; HULL,;
(isopimarano) bis-nor-isopimaran- et OH V. bicolor NESZMELY] et al., 1983);
8,20-olide (PINTO; QUEIROZ; GARCEZ,
1991)
Bisnorditerpeno (20R)-8,20-epoxy- Ci18H3003z | Caule e bainhas, acetato de etila, (PINTO; QUEIROZ; GARCEZ,
(isopimarano) 15,16-bis-nor- V. bicolor 1991)
isopimarane-13,20-
diol
Bisnorditerpeno 76,8B,130- Ci18Hz300s | Planta completa, acetato de etila, (PINTO; BRITO; ZUKERMAN-

(isopimarano)

trinydroxy-15,16-
bis-nor-isopimar-
18-oic acid

V. variabilis

SCHPHECTOR; EPIFANIO,
1993)
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8 Norditerpeno 7,16-epoxy-20-nor- C19H1802 Planta completa, etanol, V. (PINTO; PINCHIN; ZOCHER;
(cleistantano) cleistantha- compacta; Planta completa, LOPES, 1979); (RIEHL; PINTO,
1,5(10),6,8,11,13- acetato de etila, V. nanuzae; 2000); (PINTO; SILVA;
hexaen-3-one Planta completa, hexano, V. VALENTE, 1988); (PINTO;
declinans, V. pusilla, V. VALENTE; SILVA, 1988);
epidendroides; Planta completa, (PINTO; FURTADO; GONZAGA,
cloroférmio, V. epidendroides 1990)
9 Norditerpeno 7,16-epoxy-20-nor- C19H2002 | Planta completa, acetato de etila, (PINTO; PINCHIN; ZOCHER;
(cleistantano) cleistantha- V. nanuzae; Planta completa, LOPES, 1979); (PINTO; SILVA;
5(10),6,8,11,13- hexano, V. stipitata, V. declinans, VALENTE, 1988); (PINTO;
pentaen-3-one V. pusilla, V. epidendroides; VALENTE; SILVA, 1988);
Planta completa, cloroférmio, V. (PINTO; FURTADO; GONZAGA,
epidendroides 1990)
10 Norditerpeno 7,16-epoxy-20-nor- C1oH220 Planta completa, hexano, V. (PINTO; GONZAGA,; FIORANI,
(cleistantano) cleistantha- declinans, V. epidendroides, V. 1984); (PINTO; FURTADO,;
5(10),6,8,11,13- phalocarpa; Planta completa, GONZAGA, 1990); (PINTO;
pentaene cloroférmio, V. epidendroides EPIFANIO; PIZZOLATTI, 1992)
11 Norditerpeno 10-hydroxy-20-nor- C19H2203 Raizes, diclorometano, V. (FERREIRA; CANTRELL; DUKE;

(cleistantano)

cleistantha-
1,8,11,13-tetraen-
3,7-dione

gigantea

ALl et al., 2017)




55

12 Norditerpeno 7-0x0-18-nor- C19H2403 | Planta completa, acetato de etila, (PINTO; RIBEIRO; BRITO;
(isopimarano) isopimar-4(19),15- V. variabilis TINANT et al., 1988)
dien-8,17-olide
13 Norditerpeno 20-nor-isopimara- C19H2602 Planta completa, hexano, V. (PINTO; VALENTE; SILVA, 1988)
(isopimarano) 8(9),15-dien-7,11- pusilla
dione
14 Norditerpeno 7-hydroxy-18-nor- C1o0H2603 | Planta completa, acetato de etila, (PINTO; RIBEIRO; BRITO;
(isopimarano) isopimara-4(19),15- V. variabilis TINANT et al., 1988)
dien-8,17-olide
15 Norditerpeno 7,14-dihydroxy-18- C1oH2604 | Planta completa, acetato de etila, (PINTO; RIBEIRO; BRITO;

(isopimarano)

nor-isopimara-
4(19),15-dien-8,17-
olide

V. variabilis

TINANT et al., 1988)
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16 Norditerpeno 8-hydroxy-18-nor- . C19H2802 Planta completa, hexano, V. (PINTO; EPIFANIO; PIZZOLATTI;
(isopimarano) isopimara-4(19),15- ..-““‘\ variabilis REZENDE et al., 1992)
dien-7-one
(norcompactone)
17 Norditerpeno 11B-hydroxy-20- Ci19H2802 | Planta completa, acetato de etila, (PINTO; SILVA; VALENTE,
(isopimarano) nor-isopimara- V. nanuzae; Planta completa, 1988); (PINTO; VALENTE;
8(9),15-dien-7-one hexano, V. pusilla SILVA, 1988)
18 Norditerpeno 8,14-dihydroxy-18- C10H2803 Planta completa, hexano, V. (PINTO; EPIFANIO; PIZZOLATTI;
(isopimarano) nor-isopimara- variabilis REZENDE et al., 1992)
4(19),15-dien-7-one
19 Diterpeno Isopimara-8(9),15- C20H2404 Raizes, diclorometano, V. (FERREIRA; CANTRELL; DUKE;

(isopimarano)

dien-1,3,7,11-
tetraone

gy

\

gigantea

ALl et al., 2017)
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20 Diterpeno 7-oxo-isopimara- C20H2603 Planta completa, hexano, V. (DANTAS; VALENTE; PINTO,
(isopimarano) 8(9),15-dien-12,20- pusilla 2003)
olide
21 Diterpeno Isopimara-8(9),15- C20H25802 Planta completa, etanol, V. (RIEHL; PINTO, 2000); (PINTO;
(isopimarano) dien-7,11-dione compacta; Planta completa, BORGES, 1983); (PINTO;
cloroférmio, V. epidendroides; FURTADO; GONZAGA, 1990)
Planta completa, hexano, V.
compacta, V. epidendroides
22 Diterpeno 123-hydroxy- C20H2803 Planta completa, hexano, V. (PINTO; BORGES, 1983);
(isopimarano) isopimara-8(9),15- compacta, V. epidendroides; (PINTO; FURTADO; GONZAGA,
dien-7,11-dione Planta completa, cloroférmio, V. 1990)
epidendroides
23 Diterpeno 12B-hydroxy- C20H3002 Planta completa, etanol, V. (RIEHL; PINTO, 2000); (PINTO;

(isopimarano)

isopimara-8(9),15-
dien-7-one

compacta; Planta completa,
cloroférmio, V. epidendroides;
Planta completa, acetato de etila,
V. nanuzae; Planta completa,
hexano, V. compacta, V.
epidendroides; V. pusilla

BORGES, 1983); (PINTO;
FURTADO; GONZAGA, 1990);
(PINTO; SILVA; VALENTE,
1988); (PINTO; VALENTE;
SILVA, 1988)
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24 Diterpeno 11B-hydroxy- C20H3002 Planta completa, cloroférmio, V. (PINTO; BORGES, 1983);
(isopimarano) isopimara-8(9),15- A epidendroides; Planta completa, (PINTO; FURTADO; GONZAGA,
dien-7-one \ hexano, V. compacta, V. 1990)
epidendroides
0
25 Diterpeno 15,16-epoxy- 0 C20H3002 Planta completa, hexano, V. (PINTO; SILVA; VALENTE, 1988)
(isopimarano) isopimar-8(9)-en-7- ._,"""<I nanuzae; Planta completa,
one (nanuzone) acetato de etila, V. nanuzae
26 Diterpeno 15,16-epoxy-11p- C20H3003 Planta completa, hexano, V. (PINTO; SILVA; VALENTE, 1988)
(isopimarano) hydroxy-isopimar- nanuzae; Planta completa,
8(9)-en-7-one (11p3- acetato de etila, V. nanuzae
hydroxy-nanuzone)
27 Diterpeno 8[B-hydroxy-7-oxo- C20H3004 | Planta completa, acetato de etila, (PINTO; FIGUEIREDO; BRITO;

(isopimarano)

isopimar-15-en-18-
oic acid

V. patens; Planta completa,
hexano, V. variabilis

PEREIRA, 1986); (PINTO;
FIGUEIREDO; EPIFANIO, 1992):
(PINTO; EPIFANIO; PIZZOLATTI;

REZENDE et al., 1992)
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28 Diterpeno 8,14B-dihydroxy-7- C20H300s | Planta completa, acetato de etila, (PINTO; FIGUEIREDO,;
(isopimarano) oXxo-isopimar-15- g V. patens; Planta completa, EPIFANIO, 1992); (PINTO;
en-18-oic acid \ hexano, V. variabilis EPIFANIO; PIZZOLATTI;
- REZENDE et al., 1992)
29 Diterpeno 17-hydroxy- C20H320 Planta completa, hexano, V. (PINTO; REZENDE; ANTUNES;
(isopimarano) isopimara-8(9),15- flavicans CORREIA, 1996)
diene
30 Diterpeno 8[3-hydroxy- C20H3202 Planta completa, hexano, V. (PINTO; PEIXOTO; FIORANI,
(isopimarano) isopimar-15-en-3- piresiana 1984)
one
31 Diterpeno (20R)-8,20-epoxy- C20H3202 | Caule e bainhas, acetato de etila, (PINTO; QUEIROZ; GARCEZ,

(isopimarano)

isopimar-15-en-20-
ol

V. bicolor

1991)
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32 Diterpeno 8-hydroxy-isopimar- C20H3202 | Caule e bainhas, acetato de etila, | (PINTO; SILVA; MAYER; BRAZ-
(isopimarano) 15-en-7-one V. bicolor; Planta completa, FILHO, 1979); (PINTO;
(compactone) metanol, V. stipitata; Planta ANTUNES; PIZZOLATTI,
completa, hexano, V. piresiana, RUMJANEK, 1996); (PINTO;
V. compacta, V. variabilis BORGES, 1983); (PINTO;
PEIXOTO; FIORANI, 1984);
(PINTO; EPIFANIO; PIZZOLATTI;
REZENDE et al., 1992); (PINTO;
QUEIROZ; GARCEZ, 1991)
33 Diterpeno 73,8B-dihydroxy- C20H3203 Planta completa, hexano, V. (PINTO; PEIXOTO; FIORANI,
(isopimarano) isopimar-15-en-3- piresiana 1984)
one \\
OH
34 Diterpeno 8,14-dihydroxy- C20H3203 Planta completa, hexano, V. (PINTO; FIGUEIREDO; BRITO;
(isopimarano) isopimar-15-en-7- variabilis; Planta completa, PEREIRA, 1986); (PINTO;
one acetato de etila, V. patens FIGUEIREDO; EPIFANIO, 1992);
(PINTO; EPIFANIO; PIZZOLATTI;
REZENDE et al., 1992)
35 Diterpeno 83,20-dihydroxy- C20H3203 | Caule e bainhas, acetato de etila, (PINTO; QUEIROZ; GARCEZ,

(isopimarano)

isopimar-15-en-7-
one

V. bicolor

1991)
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36 Diterpeno (20R)-8,20-epoxy- C20H3203 | Caule e bainhas, acetato de etila, (PINTO; QUEIROZ; GARCEZ,
(isopimarano) isopimar-15-en- A V. bicolor 1991)
7B,20-diol \
OH
37 Diterpeno (20R)-8,20:15,16- C20H3203 | Caule e bainhas, acetato de etila, (PINTO; QUEIROZ; GARCEZ,
(isopimarano) diepoxy- V. bicolor 1991)
isopimaran-20-ol
38 Diterpeno 8,18-dihydroxy- C20H3203 | Planta completa, acetato de etila, (PINTO; FIGUEIREDO,;
(isopimarano) isopimar-15-en-7- V. patens EPIFANIO, 1992)
one
39 Diterpeno 73,8B-dihydroxy- C20H3204 | Planta completa, acetato de etila, (PINTO; FIGUEIREDO; BRITO;

(isopimarano)

isopimar-15-en-18-
oic acid

V. patens

PEREIRA, 1986); (PINTO;
FIGUEIREDO; EPIFANIO, 1992)
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40 Diterpeno 7,8,14-trihydroxy- C20H320s | Planta completa, acetato de etila, (PINTO; FIGUEIREDO; BRITO;

(isopimarano) isopimar-15-en-18- g V. patens PEREIRA, 1986); (PINTO;
oic acid \ FIGUEIREDO; EPIFANIO, 1992)
OH

41 Diterpeno (20R)-8,20-epoxy- C20H3303 | Caule e bainhas, acetato de etila, (PINTO; QUEIROZ; GARCEZ,

(isopimarano) 16-chloro- Cl V. bicolor 1991)
isopimarane-15,20-
diol Cl

42 Diterpeno Isopimar-15-en- C20H3402 | Caule e bainhas, acetato de etila, (PINTO; QUEIROZ; GARCEZ,
(isopimarano) 8[3,20-diol V. bicolor 1991)

43 Diterpeno Isopimar-15-en-7,8- C20H3402 Planta completa, hexano, V. (PINTO; BORGES, 1983);

(isopimarano)

diol (compactol)

compacta, V. variabilis

(PINTO; EPIFANIO; PIZZOLATTI,
REZENDE et al., 1992)
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44 Diterpeno Isopimar-15-en- C20H3403 Planta completa, hexano, V. (PINTO; BORGES, 1983);
(isopimarano) 7,8,18-triol compacta, V. variabilis (PINTO; EPIFANIO; PIZZOLATTI;
(compactotriol) REZENDE et al., 1992)
45 Diterpeno Isopimar-15-en- C20H3403 Planta completa, hexano, V. (PINTO; EPIFANIO; PIZZOLATTI,
(isopimarano) 7,8,14-triol variabilis; Planta completa, REZENDE et al., 1992); (PINTO;
acetato de etila, V. patens FIGUEIREDO; BRITO; PEREIRA,
1986); (PINTO; FIGUEIREDO;
EPIFANIO, 1992)
46 Diterpeno 18-acetyl-isopimar- C21H3403 Planta completa, etanol, V. (RIEHL; PINTO, 2000)
(isopimarano) 15-en-73,83-diol compacta
a7 Diterpeno 18-acetoxy- C22H3604 | Planta completa, acetato de etila, (PINTO; FIGUEIREDO; BRITO;

(isopimarano)

isopimar-15-en-
7,8B-diol

V. patens

PEREIRA, 1986); (PINTO;
FIGUEIREDO; EPIFANIO, 1992)
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48 Diterpeno Cleistantha- Ca20Hzs Planta completa, metanol, V. (PINTO; ANTUNES; PIZZOLATTI,
(cleistantano) 6,8,11,13-tetraene stipitata; Planta completa, RUMJANEK, 1996); (PINTO;
hexano, V. declinans EPIFANIO; PIZZOLATTI, 1992)
49 Diterpeno Cleistantha- Ca20H30 Caule, hexano, V. flavicans; (PINTO; ANTUNES; REZENDE;
(cleistantano) 8,11,13-triene Planta completa, hexano, V. CORREIA, 1995); (PINTO;
declinans EPIFANIO; PIZZOLATTI, 1992)
50 Diterpeno (5S,7S,10R)- C20H2203 Planta completa, etanol, V. (RIEHL; PINTO, 2000); (PINTO;
(cleistantano) 70,16:7[3,20- compacta; Planta completa, SILVA; VALENTE, 1988);
diepoxy- acetato de etila, V. nanuzae; (PINTO; VALENTE; SILVA,
cleistantha- Planta completa, cloroférmio, V. 1988); (PINTO; FURTADO,;
1,8,11,13-tetraen-3- epidendroides; Planta completa, GONZAGA, 1990); (PINTO;
one hexano, V. pusilla, V. declinans, EPIFANIO; PIZZOLATTI, 1992)
V. epidendroides
51 Diterpeno Cleistantha- C20H2402 Planta completa, hexano, V. (PINTO; PEIXOTO; FIORANI,
(cleistantano) 1,8,11,13-tetraen- piresiana, V. aff. carunculares 1984); (SILVA; VALENTE;
3,7-dione PATITUCCI; PINTO et al., 2001)
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52 Diterpeno 7-oxo-cleistantha- C20H2403 Planta completa, etanol, V. (RIEHL; PINTO, 2000)
(cleistantano) 8,11,13-trien- compacta
19,20B-olide
53 Diterpeno 3-oxo-cleistantha- C20H2403 Planta completa, hexano, V. (PINTO; BORGES, 1983);
(cleistantano) 8,11,13-trien-7,16- compacta, V. epidendroides; (PINTO; FURTADO; GONZAGA,
olide Planta completa, cloroférmio, V. 1990)
epidendroides
54 Diterpeno (5S5,7S,10R)- C20H2403 Planta completa, hexano, V. (PINTO; SILVA; VALENTE,
(cleistantano) 70,16:7[3,20- pusilla, V. declinans, V. 1988); (PINTO; VALENTE;
diepoxy- epidendroides; Planta completa, SILVA, 1988); (PINTO;
cleistantha-8,11,13- cloroférmio, V. epidendroides; FURTADO; GONZAGA, 1990);
trien-3-one Planta completa, acetato de etila, | (PINTO; EPIFANIO; PIZZOLATTI,
V. nanuzae 1992)
55 Diterpeno Cleistantha- C20H260 Planta completa, hexano, V. aff. (SILVA; VALENTE; PATITUCCI;

(cleistantano)

5,8,11,13-tetraen-7-
one

carunculares

PINTO et al., 2001)
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56 Diterpeno 7-oxo-cleistantha- C20H2602 Planta completa, hexano, V. (PINTO; VALENTE; PIZZOLATTI,
(cleistantano) 8,11,13-trien-20-al declinans 1991)
57 Diterpeno Cleistantha- C20H2602 | Planta completa, acetato de etila, (BRANCO; PEREIRA;
(cleistantano) 8,11,13-trien-3,7- V. graminifolia; Planta completa, CARDOSO; DE NETO et al.,
dione hexano, V. piresiana, V. aff. 2001); (PINTO; PEIXOTO;
carunculares FIORANI, 1984); (SILVA,
VALENTE; PATITUCCI; PINTO et
al., 2001)
58 Diterpeno 3,20-epoxy-3- C20H2603 Raizes, diclorometano, V. (FERREIRA; CANTRELL; DUKE;
(cleistantano) hydroxy- gigantea ALl et al., 2017)
cleistantha-8,11,13-
trien-7-one
59 Diterpeno 7-oxo-cleistantha- C20H2603 Caule, hexano, V. flavicans (PINTO; ANTUNES; REZENDE;

(cleistantano)

8,11,13-trien-17-oic
acid

CORREIA, 1995)
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60 Diterpeno 7-oxo-cleistantha- C20H2603 Caule, hexano, V. flavicans (PINTO; ANTUNES; REZENDE;
(cleistantano) 8,11,13-trien-19-oic CORREIA, 1995)
acid
61 Diterpeno (385,5S,7S,10R)- C20H2603 Planta completa, hexano, V. (PINTO; EPIFANIO; PIZZOLATTI,
(cleistantano) 70,16:7B,20- declinans 1992)
diepoxy-
cleistantha-8,11,13-
trien-33-ol
62 Diterpeno Cleistantha- o C20H2604 Caule, hexano, V. flavicans (PINTO; ANTUNES; REZENDE;
(cleistantano) 8,11,13-trien-17,19- CORREIA, 1995)
dioic acid
63 Diterpeno (4R,5S,10S)- C20H280 Caule, hexano, V. flavicans (PINTO; ZOCHER; QUEIROZ;
(cleistantano) Cleistantha- KELECOM, 1987)

8,11,13-trien-19-al
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64 Diterpeno (5S,109)- C20H280 Planta completa, metanol, V. (PINTO; ANTUNES; PIZZOLATTI,
(cleistantano) Cleistantha- stipitata; Planta completa, etanol, RUMJANEK, 1996); (RIEHL;
8,11,13-trien-7-one V. compacta; Planta completa, PINTO, 2000); (PINTO;
hexano, V. flavicans, V. ANTUNES; REZENDE;
declinans, V. leptopetala, V. aff. CORREIA, 1995); (SILVA;
carunculares VALENTE; PATITUCCI; PINTO et
al., 2001); (PINTO; EPIFANIO;
PIZZOLATTI, 1992); (PINTO;
PATITUCCI; SILVA; QUEIROZ et
al., 1983)
65 Diterpeno Cleistantha- C20H280 Caule, hexano, V. flavicans (PINTO; ZOCHER; QUEIROZ;
(cleistantano) 8,11,13-trien-17-al KELECOM, 1987)
(veadeiral)
66 Diterpeno Cleistantha- C20H2s80 Planta completa, hexano, V. aff. (SILVA; VALENTE; PATITUCCI,
(cleistantano) 8,11,13-trien-3-one carunculares PINTO et al., 2001)
67 Diterpeno Cleistantha- C20H2802 Caule, hexano, V. flavicans (PINCHIN; MAYER; PINTO,

(cleistantano)

8,11,13-trien-17-oic
acid (veadeiroic
acid)

1978); (PINTO; ZOCHER,;
QUEIROZ; KELECOM, 1987)
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68 Diterpeno 6a-hydroxy- C20H2802 Planta completa, hexano, V. aff. (SILVA; VALENTE; PATITUCCI;
(cleistantano) cleistantha-8,11,13- carunculares PINTO et al., 2001)
trien-7-one
69 Diterpeno 20-hydroxy- C20H25802 Planta completa, hexano, V. (PINTO; VALENTE; PIZZOLATTI,
(cleistantano) cleistantha-8,11,13- declinans, V. pusilla 1991); (PINTO; VALENTE;
trien-7-one SILVA, 1988)
70 Diterpeno 11-hydroxy- C20H2802 Planta completa, hexano, V. (PINTO; MACAIRA, 1988);
(cleistantano) cleistantha-8,11,13- nivea, V. aff. carunculares (SILVA; VALENTE; PATITUCCI;
trien-7-one PINTO et al., 2001)
71 Diterpeno 3-hydroxy- C20H2802 Raizes, diclorometano, V. (FERREIRA; CANTRELL; DUKE;

(cleistantano)

cleistantha-8,11,13-
trien-7-one

gigantea

ALl et al., 2017)
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72 Diterpeno (4R,5S,10S)- C20H2802 Caule, hexano, V. flavicans (PINTO; ZOCHER; QUEIROZ;
(cleistantano) Cleistantha- KELECOM, 1987)
8,11,13-trien-19-oic
acid
73 Diterpeno 14a-hydroxy- C20H2803 | Planta completa, hexano, V. nivea (PINTO; MACAIRA, 1988)
(cleistantano) cleistantha-8,12-
dien-7,11-dione
74 Diterpeno Cleistantha- C20H3200 Caule, hexano, V. flavicans (PINCHIN; MAYER; PINTO,
(cleistantano) 8,11,13-trien-17-0l 1978); (PINTO; ZOCHER,;
(veadeirol) QUEIROZ; KELECOM, 1987)
75 Diterpeno (4R,5S,10S)- C20H3200 Caule, hexano, V. flavicans (PINTO; ZOCHER; QUEIROZ;
(cleistantano) Cleistantha- KELECOM, 1987)

8,11,13-trien-19-ol

OH
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76 Diterpeno Cleistantha- C20H300 Caule, hexano, V. flavicans; (PINTO; ANTUNES; REZENDE;
(cleistantano) 8,11,13-trien-73-ol Planta completa, hexano, V. CORREIA, 1995); (SILVA;
declinans, V. aff. carunculares VALENTE; PATITUCCI; PINTO et
al., 2001); (PINTO; EPIFANIO;
PIZZOLATTI, 1992)
77 Diterpeno (9,11 Velloziolide C20H2603 Planta completa, hexano, V. (PINTO; GONCALVES; BRAZ-
Seco-rosano) candida FILHO; NESZMELY!I et al., 1982)
78 Diterpeno (6,7 Candidalactone C20H2s804 Planta completa, etanol, V. (VALENTE; GUNATILAKA,;
Seco-rosano) candida; Planta completa, KINGSTON; PATITUCCI et al.,
metanol, V. candida 1997)
79 Diterpeno (seco- Velloziolone C20H3202 Planta completa, hexano, V. (PINTO; PRADO; BRAZ-FILHO;

ent-kaurano)

caput-ardeae

HULL et al., 1982)




72

80 Diterpeno (seco- 11,12- C20H3002 Planta completa, hexano, V. (PINTO; PEREIRA,;
ent-kaurano) dehydrovelloziolone caput-ardeae COMASSETO, 1983)
81 Diterpeno 5,10-epoxy-11- C20H25803 Planta completa, hexano, V. (PINTO; SCOFIELD; BRAZ-
(rosano) hydroxy-rosane- candida FILHO, 1983)
1,15-dien-3-one
(epoxicorcovadin)
82 Diterpeno 5,10-epoxy-7,11- C20H2s804 Planta completa, hexano, V. (PINTO; SCOFIELD; BRAZ-
(rosano) dihydroxy-rosane- candida FILHO, 1983)
7,15-dien-6-one
(epoxivellozin)
83 Diterpeno 10S,11R-dihydroxy- C20H3003 Planta completa, metanol, V. (VALENTE; GUNATILAKA;
(rosano) rosane-5,15-dien-7- candida KINGSTON; PATITUCCI et al.,

one (candidenodiol)

1997)
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84 Diterpeno (ent- Ent-kaura-9(11),16- C20H280 Planta completa, hexano, V. (PINTO; PRADO; PINCHIN,
kaurano) dien-12-one caput-ardeae 1981)

85 Diterpeno (ent- Ent-kaura-9(11),16- C20H300 Planta completa, hexano, V. (PINTO; PRADO; PINCHIN,
kaurano) dien-12B-ol caput-ardeae 1981)

86 Diterpeno (ent- Ent-kaur-16-en- C20H3z20 Planta completa, hexano, V. (PINTO; PINCHIN; PRADO,
kaurano) 1la-ol caput-ardeae 1983)

87 Diterpeno (ent- Ent-kaur-16-en-93- C20H320 Planta completa, hexano, V. (PINTO; PINCHIN; PRADO,

kaurano)

ol

caput-ardeae

1983)
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acid

88 Diterpeno (ent- Ent-kaur-16-en- C20H3202 Planta completa, hexano, V. (PINTO; PINCHIN; PRADO,
kaurano) 9B,11a-diol caput-ardeae 1983)
89 Diterpeno Labd-8(17)-en-15- C20H3402 | Planta completa, acetato de etila, (BRANCO; PEREIRA;
(labdano) oic acid V. graminifolia CARDOSO; DE NETO et al.,
2001)
20 Diterpeno 3B-hydroxylabd- C20H3403 | Planta completa, acetato de etila, (BRANCO; PEREIRA;
(labdano) 8(17)-en-15-oic V. graminifolia; Planta completa, CARDOSO; DE NETO et al.,
acid hexano, V. graminifolia 2001); (BRANCO; PINTO; BRAZ-
FILHO, 2004)
91 Diterpeno 3[B-acetoxy-labd- 0] C22Hs3604 | Planta completa, acetato de etila, (BRANCO; PEREIRA;
(labdano) 8(17)-en-15-oic /Y\f V. graminifolia CARDOSO; DE NETO et al.,

2001)
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92 Diterpeno 15,16-epoxy- C20H2802 | Planta completa, acetato de etila, (PINTO; GARCEZ; QUEIROZ;

(clerodano) cleroda- V. bicolor FIORANI, 1994)
3,13(16),14-trien-2-
one

93 Diterpeno 2-oxo-cleroda-3,13- C20H2803 | Planta completa, acetato de etila, (PINTO; GARCEZ; QUEIROZ;
(clerodano) dien-15,16-olide V. bicolor FIORANI, 1994)

94 Diterpeno (5R,8R,9S,13R)- C20H3602 Leaves, hexano, V. kolbekii (SILVA; SANTOS JUNIOR;
(halimano) halim-1(10)-ene- BARBOSA; COSTA et al., 2015)

15,16-diol
95 Diterpeno Abieta-8,15-dien- C20H320 Planta completa, hexano, V. (PINTO; REZENDE; ANTUNES;

(abietano)

19-ol

flavicans

CORREIA, 1996)
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96 Diterpeno Stroba-8,13(17)- C20H320 Planta completa, hexano, V. (PINTO; REZENDE; ANTUNES;
(estrobano) dien-19-ol flavicans CORREIA, 1996)
97 Diterpeno 13B-hydroxy-totar- C20H3203 Planta completa, hexano, V. (PINTO; ZOCHER; REZENDE;
(totarano) 8(14)-en-19-oic flavicans GOTTLIEB, 1995)
acid
98 Diterpeno Magdalenic acid C20H3002 Planta completa, hexano, V. (PINTO; PIZZOLATTI; EPIFANIO;

(eunicelano)

magdalenae

FRANKMOLLE et al., 1997)




77

99 Bis-diterpeno Bismagdalenic acid Ca0He004 Planta completa, hexano, V. (PINTO; PIZZOLATTI; EPIFANIO;
(eunicelano/labda magdalenae FRANKMOLLE et al., 1997)
no)
100 Triterpeno Olean-9(11),12- C30H460 Planta completa, hexano, V. (BARNES; PEREIRA,;
(oleanano) dien-3-one compacta, V. graminifolia; Planta SCOFIELD; BRAZ-FILHO et al.,
completa, metanol, V. stipitata 1984); (BRANCO; PINTO; BRAZ-
FILHO, 2004); (PINTO;
ANTUNES; PIZZOLATT],
RUMJANEK, 1996)
101 Triterpeno Olean-12-en-3,11- C30H4602 Planta completa, hexano, V. (BRANCO; PINTO; BRAZ-FILHO,
(oleanano) dione graminifolia 2004)
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102 Triterpeno 3-oxo-olean-12-en- C30H4603 Planta completa, hexano, V. (BRANCO; PINTO; BRAZ-FILHO,
(oleanano) 23-oic acid graminifolia 2004)
103 Triterpeno Olean-12-en-3-one C30H4s0 Planta completa, hexano, V. (BRANCO; PINTO; BRAZ-FILHO,
(oleanano) (B-amirone) graminifolia; Planta completa, 2004); (PINTO; ANTUNES;
metanol, V. stipitata PIZZOLATTI; RUMJANEK, 1996)
104 Triterpeno Olean-18-en-3-one C30H4s0 Planta completa, hexano, V. (BRANCO; PINTO; BRAZ-FILHO,
(oleanano) graminifolia 2004)
105 Triterpeno 11-hydroxy-olean- C30H4802 Planta completa, hexano, V. (BRANCO; PINTO; BRAZ-FILHO,
(oleanano) 12-en-3-one graminifolia 2004)
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106 Triterpeno Olean-12-en-3-ol C30Hs00 Planta completa, hexano, V. (BRANCO; PINTO; BRAZ-FILHO,
(oleanano) (B-amyrin) graminifolia; Planta completa, 2004); (SILVA; VALENTE;
hexano, V. aff. carunculares PATITUCCI; PINTO et al., 2001)
107 Triterpeno Lup-20(29)-en-3- C30H4s0 Planta completa, hexano, V. (PINTO; SILVA; MAYER; BRAZ-
(lupano) one (lupenone) graminifolia, V. declinans, V. FILHO, 1979); (BRANCO; PINTO;
epidendroides; Planta completa, BRAZ-FILHO, 2004); (PINTO;
cloroférmio, V. epidendroides; FURTADO; GONZAGA, 1990);
Raizes e caule, hexano, V. (PINTO; EPIFANIO; PIZZOLATTI,
compacta 1992)
108 Triterpeno neo-Lup-20(29)-en- CsoHas0 Planta completa, hexano, V. (BRANCO; PINTO; BRAZ-FILHO,
(lupano) 3-one (neo- graminifolia 2004)
lupenone)
109 Triterpeno 3-hydroxy-lup- J/ CsoH4803 Planta completa, hexano, V. (PINTO; ANTUNES; PIZZOLATTI;
(lupano) 20(29)-en-28-oic declinans; Planta completa, RUMJANEK, 1996); (PINTO;

acid (betulinic acid)

metanol, V. stipitata

EPIFANIO; PIZZOLATTI, 1992)
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110 Triterpeno Lup-20(29)-en-33- J/ C30Hs00 Planta completa, hexano, V. (BRANCO; PINTO; BRAZ-FILHO,
(lupano) ol (lupeol) graminifolia, V. declinans, V. 2004); (PINTO; EPIFANIO;
] pusilla, V. epidendroides; Planta PIZZOLATTI, 1992); (PINTO;
completa, cloroférmio, V. VALENTE; SILVA, 1988);
epidendroides (PINTO; FURTADO; GONZAGA,
1990)
111 Triterpeno 20-hydroxylupan-3- o C30Hs002 Planta completa, metanol, V. (PINTO; ANTUNES; PIZZOLATTI;
(lupano) one >/ stipitata; Planta completa, RUMJANEK, 1996); (PINTO;
cloroférmio, V. epidendroides; SILVA; VALENTE, 1988);
Planta completa, acetato de etila, (PINTO; VALENTE; SILVA,
V. nanuzae; Planta completa, 1988); (PINTO; FURTADO;
hexano, V. declinans, V. pusilla, GONZAGA, 1990); (PINTO;
V. epidendroides EPIFANIO; PIZZOLATTI, 1992)
112 Triterpeno 3-0xo-lup-20(29)- C30H4603 Planta completa, hexano, V. (PINTO; FURTADO; GONZAGA,
(lupano) en-28-oic acid epidendroides; Planta completa, 1990)
(betulonic acid) cloroférmio, V. epidendroides
113 Triterpeno 3-oxo-glutin-5-en- C30H4603 Planta completa, hexano, V. (BRANCO; PINTO; BRAZ-FILHO,

(glutinano)

23-oic acid

graminifolia

2004)
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114 Triterpeno Glutin-5-en-3-one C30H4s0 Planta completa, hexano, V. (BRANCO; PINTO; BRAZ-FILHO,
(glutinano) graminifolia 2004)

115 Triterpeno 11a,12a-epoxy- C30H4602 Planta completa, etanol, V. (RIEHL; PINTO, 2000)
(taraxerano) taraxer-14-en-3- compacta

one

116 Triterpeno Taraxer-14-en-3- C30H4s0 Planta completa, hexano, V. (BRANCO; PINTO; BRAZ-FILHO,

(taraxerano) one graminifolia, V. piresiana 2004); (PINTO; PEIXOTO;
FIORANI, 1984)
117 Triterpeno Ursan-12-en-3,11- £ C30H4602 Planta completa, hexano, V. (BRANCO; PINTO; BRAZ-FILHO,

(ursano)

dione

graminifolia

2004)
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118 Triterpeno Friedel-18-en-3-one C30H4s0 Planta completa, metanol, V. (PINTO; ANTUNES; PIZZOLATTI,
(friedelano) stipitata RUMJANEK, 1996)

119 Triterpeno 24-methyl- C31Hs00 Planta completa, hexano, V. (BRANCO; PINTO; BRAZ-FILHO,
(cicloartano) cycloartan-25-en-3- graminifolia 2004)

one

120 Triterpeno (20R)-20-hydroxy- C31Hs5202 Planta completa, cloroférmio, V. (PINTO; BAKER; GILBERT;

(damarano) 24-methylene- epidendroides; Planta completa, PINCHIN et al., 1980); (PINTO;
dammar-3-one hexano, V. stipitata, V. FURTADO; GONZAGA, 1990)
(vellozone) epidendroides

121 Esteréide (24R)-Ergost-5-en- C2sHas0 Planta completa, metanol, V. (PINTO; ANTUNES; PIZZOLATTI;

(ergostano) 3[3-ol (campesterol) stipitata; Planta completa, RUMJANEK, 1996); (PINTO;

hexano, V. declinans

EPIFANIO; PIZZOLATTI, 1992)
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122

Esteroide
(Estigmastano)

Stigmasta-5,22-
dien-3B-ol
(stigmasterol)

C20Has0

Folhas, éter etilico, V. candida;
Planta completa, metanol, V.
stipitata; Planta completa, acetato
de etila, V. nanuzae; Planta
completa, cloroférmio, V.
epidendroides; Planta completa,
hexano, V. piresiana, V. nanuzae,
V. pusilla, V. epidendroides, V.
declinans

(BRANCO; PINTO; IFA; BRAZ-
FILHO, 2002); (PINTO;
ANTUNES:; PIZZOLATTI:
RUMJANEK, 1996); (PINTO;
PEIXOTO:; FIORANI, 1984);
(PINTO; SILVA; VALENTE,
1988); (PINTO; VALENTE;
SILVA, 1988); (PINTO;
FURTADO; GONZAGA, 1990);
(PINTO; EPIFANIO; PIZZOLATTI,
1992)

123

Esteroide
(Estigmastano)

Stigmast-5-en-33-ol
(B-sitosterol)

C29Hs00

Folhas, éter etilico, V. candida;
Planta completa, metanol, V.
stipitata; Planta completa, acetato
de etila, V. nanuzae; Planta
completa, cloroférmio, V.
epidendroides; Planta completa,
hexano, V. piresiana, V. nanuzae,
V. pusilla, V. epidendroides, V.
declinans

(BRANCO; PINTO; IFA; BRAZ-
FILHO, 2002); (PINTO;
ANTUNES; PIZZOLATTI;
RUMJANEK, 1996); (PINTO;
PEIXOTO; FIORANI, 1984);
(PINTO; SILVA; VALENTE,
1988); (PINTO; VALENTE;
SILVA, 1988); (PINTO;
FURTADO; GONZAGA, 1990);
(PINTO; EPIFANIO; PIZZOLATTI,
1992)
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2.6.2.2 Flavonoides

Os flavonoides sdo compostos fendlicos de origem biossintética mista,
derivando das vias do acetato (anel A) e do chiquimato (anel B). A via do chiquimato
se inicia com a condensacéao alddlica de uma molécula de fosfoenol piruvato com uma
molécula de eritrose-4-fosfato, gerando o 3-desoxi-D-arabinose-heptulosonato-7-
fosfato. Em seguida ocorre-se a eliminacdo do grupo fosfato e a adicdo de uma
carbonila, originando o 3-dehidroquinato. Mediante sucessivas reagdes de reducéo
enzimaticas, ocorre a formacdo do chiquimato, conforme a rota simplificada
apresentada na figura 13 (LOBO; LOURENCO, 2007).

FIGURA 13 - Rota biossintética da via do chiquimato

3-Desoxi-D-arabinose-

i o]
Enzim OH heptulosonato-7-fosfato
Fosfoenolpiruvato 0. 0
HO N | e
ﬁ N o OH 0
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OH —_— lFi
OH
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Ho_ | _o . o
|| i
0 OH OH

Eritrose-4-fosfato

3-dehidroquinato

0. 0
HO/,,,"
Enzima
H X
0} Y OH

H

\\oo

HO W : OH

O

OH
Chiquimato

Fonte: Produzida pelo autor, adaptado de (LOBO; LOURENCO, 2007).
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Transformacdes sucessivas no esqueleto do chiquimato originam o esqueleto
basico dos fenilpropanodides (CsCs), que através da adicdo de moléculas de malonil-
CoA, oriundas da via do acetato, originam o esqueleto da chalcona precursora dos
derivados de flavonoides (DEWICK, 2002; LOBO; LOURENCO, 2007). O esqueleto
de diferentes compostos € formado de maneira sequencial por reacdes sucessivas

catalisadas por enzimas especificas (figura 14).

FIGURA 14 - Esquema de formacao sequencial dos derivados de flavonoides

HO 0]
HO. OH
O |
OH 0 O
OH 0]

Isoflavanona

Chalcona

HO ‘ o O HO 0 O
—_—
OH

OH (0] OH 0
Flavanona Flavanonol

|

HO. o} O
O | HO. O
OH
OH e}

OH

Flavonol

OH OH
Flavan-3,4-diol

OH Catequina

Fonte: Produzida pelo autor, adaptado de (LOBO; LOURENCO, 2007).
De acordo com Koirala et al (2016), as modificagOes posteriores que acontecem

no esqueleto estrutural basico dos flavonoides, tais como hidroxilacdes, metilacoes,
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prenilacdes, oxidacdes e glicosilagcbes séo catalisadas por enzimas regioespecificas
que acabam conferindo uma ampla diversidade estrutural para a classe dos

flavonoides.

O levantamento resultou na identificacdo de 59 flavonoides isolados das
espécies de Vellozia. Eles estdo divididos entre flavonols, flavonas e flavanonas,
possuindo derivados simples, C-metilados, O-metilados, C-glicosilados, O-
glicosilados, prenilados e uma flavolignana, apresentados na tabela 2.



TABELA 2 - Flavonoides isolados de espécies de Vellozia
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Numero Classe Composto Estrutura Férmula Parte, solvente e espécie Referéncia
124 Flavonoide 5,74 -trihydroxyflavonol OH|  Ci5H1006 Folhas, 80% metanol, V. aff. (HARBORNE; WILLIAMS;
simples (kaempferol) scoparia GREENHAM; EAGLES, 1994)
(flavonol)
HO 0
OH
125 Flavonoide 5,7,3,4- C15H1006 Folhas, 80% metanol, V. aff. (HARBORNE; WILLIAMS;
simples tetrahydroxyflavone scopatria, V. phalocarpa, V. GREENHAM; EAGLES, 1994);
(flavona) (luteolin) lilacina, V. aff. epidendroides (WILLIAMS; GREENHAM,;
HARBORNE; EAGLES et al.,
1992)
OH 0
126 Flavonoide 5,7,3,4- OH Ci15H1206 Folhas, 80% metanal, V. (HARBORNE; WILLIAMS;
simples tetrahydroxyflavanone OH phalocarpa GREENHAM; EAGLES, 1994)
(flavanona) (eriodictyol)
HO. O s
OH 8]
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127 Flavonoide O- 5,7,4’-trihydroxy-3’- C16H1206 Folhas, 80% metanol, V. aff. (HARBORNE; WILLIAMS;
metilado methoxyflavone scoparia, V. phalocarpa GREENHAM; EAGLES, 1994)
(flavona) (chrysoeriol)

128 Flavonoide O- Kaempferol 3-methyl C16H1206 Superficie das folhas, acetona, (HARBORNE; WILLIAMS;
metilado ether V. aff. scoparia GREENHAM; EAGLES, 1994)
(flavonol)

129 Flavonoide O- Quercetin 3-methyl Ci6H1207 Folhas, 80% metanol, V. (HARBORNE; GREENHAM,;
metilado ether streptophylla WILLIAMS; EAGLES et al.,
(flavonol) 1992)

130 Flavonoide O- Quercetin 7-methyl Ci6H1207 Superficie das folhas, acetona, (HARBORNE; GREENHAM,;

metilado
(flavonol)

ether (rhamnetin)

OH 0

V. streptophylla

WILLIAMS; EAGLES et al.,
1992)
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131 Flavonoide O- Quercetin 3’-methyl ~o C16H1207 Superficie das folhas, acetona, (HARBORNE; GREENHAM;
metilado ether (isorhamnetin) V. streptophylla WILLIAMS; EAGLES et al.,
(flavonol) OH 1992)
HO O o O
OH
132 Flavonoide O- Quercetin 3,4’-dimethyl C17H1407 Folhas, 80% metanol, V. (HARBORNE; GREENHAM,;
metilado ether streptophylla WILLIAMS; EAGLES et al.,
(flavonol) 1992)
133 Flavonoide O- e | 6-C-methylquercetin 3- C17H1407 Folhas, 80% metanol, V. (HARBORNE; WILLIAMS;
C-metilado methyl ether phalocarpa GREENHAM; EAGLES, 1994)
(flavonol)
134 Flavonoide O- e 8-C- Ci18H160s Folhas, éter etilico, V. candida | (BRANCO; PINTO; IFA; BRAZ-

C-metilado
(flavonol)

methylquercetagetin
3,6-dimethyl ether

FILHO, 2002)
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135 Flavonoide O- e 6-C-methyleriodictyol C19H2006 Superficie das folhas, acetona, (HARBORNE; GREENHAM;
C-metilado 7,3’ ,4’-trimethyl ether V. nanuzae WILLIAMS; EAGLES et al.,
(flavanona) 1993)

136 Flavonoide O- e 8-C-methyl-6- C19H1807 Folhas, 80% metanol, V. (HARBORNE; GREENHAM,;
C-metilado hydroxykaempferol nanuzae; Superficie das WILLIAMS; EAGLES et al.,

(flavonol) 3,6,7-trimethyl eter folhas, acetona, V. laevis 1993); (HARBORNE;
WILLIAMS; GREENHAM,;
EAGLES, 1994)

137 Flavonoide O- e 8-C- C19H180s Folhas, 80% metanol, V. (HARBORNE; GREENHAM,;

C-metilado methylquercetagetin nanuzae WILLIAMS; EAGLES et al.,
(flavonol) 3,6,3'-trimethyl ether 1993)
138 Flavonoide O- e 8-C- C10H180s Folhas, éter etilico, V. candida; | (BRANCO; PINTO; IFA; BRAZ-

C-metilado
(flavonol)

methylquercetagetin
3,6,7-trimethyl ether

Folhas, 80% metanol, V.
nanuzae, V. laevis, V. lilacina,
V. aff. epidendroides

FILHO, 2002); (HARBORNE;
GREENHAM; WILLIAMS;
EAGLES et al., 1993);
(HARBORNE; WILLIAMS;

GREENHAM; EAGLES, 1994);

(WILLIAMS; GREENHAM;
HARBORNE; EAGLES et al.,
1992)
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139 Flavonoide O- e 8-C- C20H200s Folhas, 80% metanol, V. (HARBORNE; WILLIAMS;
C-metilado methylquercetagetin stipitata, V. laevis, V. lilacina, GREENHAM; EAGLES, 1994);
(flavonol) 3,6,7,3'-tetramethyl V. aff. epidendroides (WILLIAMS; GREENHAM,;
ether HARBORNE; EAGLES et al.,
1992); (WILLIAMS;
HARBORNE; GREENHAM;
EAGLES et al., 1993)
140 Flavonoide O- e 8-C- C20H200s Folhas, 80% metanol, V. (HARBORNE; GREENHAM,;
C-metilado methylquercetagetin nanuzae; Superficie das WILLIAMS; EAGLES et al.,
(flavonol) 3,6,7,4’-tetramethyl folhas, acetona, V. laevis, V. 1993); (HARBORNE;
ether phalocarpa WILLIAMS; GREENHAM,;
EAGLES, 1994)
141 Flavonoide C- 8-C-methyl-6- C21H2007 Folhas e bainhas, acetato de (SILVA; CARVALHO;
metilado e prenylquercetin etila, V. kolbekii HAMERSKI; CASTRO et al.,
prenilado 2012)
(flavonol)
142 Flavonoide C- e 8-C- C22H2007 Folhas, 80% metanol, V. (WILLIAMS; HARBORNE;

O-metilado e
prenilado
(flavonol)

methylvelloquercetin 3-
methyl ether

stipitata

GREENHAM; EAGLES et al.,
1993)
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143 Flavonoide C- e 8-C- C23H2206 Folhas, 80% metanol, V. (WILLIAMS; HARBORNE;
O-metilado e methylvellokaempferol stipitata GREENHAM; EAGLES et al.,
prenilado 3,5-dimethyl ether 1993)
(flavonol)
144 Flavonoide C- e 2’-isopropenyl- C23H2206 Raizes, caule e bainhas, (BRANCO; PINTO; BRAZ-
O-metilado e dihydrofurano (4”,5":6,7) hexano, V. graminifolia FILHO, 2004)
prenilado 3-C-methylluteolin 3’,4’-
(flavona) dimethyl ether (3-C-
methylvelloluteolin 3’,4’-
dimethyl ether)
145 Flavonoide C- e 8-C- C24H2407 Folhas, 80% metanol, V. (WILLIAMS; HARBORNE;
O-metilado e methylvelloquercetin stipitata GREENHAM; EAGLES et al.,
prenilado 3,5,3-trimethyl ether 1993)
(flavonol)
146 Flavonoide 6-prenylquercetin C20H1807 Folhas e bainhas, acetato de (SILVA; CARVALHO;
prenilado etila, V. kolbekii HAMERSKI; CASTRO et al.,

(flavonol)

2012)
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147 Flavonoide 6-(3- 0H C20H2207 Superficie das folhas, acetona, (HARBORNE; GREENHAM;
prenilado hydroxyisopentanyl)erio ol V. nanuzae WILLIAMS; EAGLES et al.,
(flavanona) dictyol O 1993)
148 Flavonoide O- 6-prenylquercetin 3- C21H2007 Superficie das folhas, acetona, (HARBORNE; GREENHAM,;
metilado e methyl ether V. nanuzae, V. coronata WILLIAMS; EAGLES et al.,
prenilado 1993)
(flavonol)
149 Flavonoide O- 6-prenylquercetin 3,7- C22H2207 Superficie das folhas, acetona, (HARBORNE; GREENHAM,;
metilado e dimethyl ether V. coronata WILLIAMS; EAGLES et al.,
prenilado 1993)
(flavonol)
150 Flavonoide O- 6-prenylherbacetin 3,8- C22H2207 Superficie das folhas, acetona, (HARBORNE; WILLIAMS;

metilado e
prenilado
(flavonol)

dimethyl ether

V. aff. scoparia

GREENHAM; EAGLES, 1994)
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151 Flavonoide 6,8-diprenyleriodictyol Ca2s5H2806 Superficie das folhas, acetona, (HARBORNE; GREENHAM;
prenilado V. nanuzae, V. coronata WILLIAMS; EAGLES et al.,
(flavanona) 1993)
152 Flavonoide 2’-isopropenyl- C20H1607 Superficie das folhas, acetona, (HARBORNE; GREENHAM,;
prenilado dihydrofurano (4”,5":6,7) V. streptophylla WILLIAMS; EAGLES et al.,
(flavonol) quercetin 1992)
(velloquercetin)
153 Flavonoide 2’-isopropenyl- C20H1806 Superficie das folhas, acetona, (HARBORNE; GREENHAM,;
prenilado dihydrofurano (4”,5”:6,7) V. glabra WILLIAMS; EAGLES et al.,
(flavanona) eriodictyol 1993)
(velloeriodictyol)
154 Flavonoide O- Vellokaempferol 3- C21H1806 Superficie das folhas, acetona, (HARBORNE; GREENHAM,;

metilado e
prenilado
(flavonol)

methyl ether

V. stipitata

WILLIAMS; EAGLES et al.,
1992)
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155 Flavonoide O- Velloquercetin 3-methyl C21H1807 Folhas, 80% metanol, V. (WILLIAMS; HARBORNE;
metilado e ether stipitata GREENHAM; EAGLES et al.,
prenilado 1993)
(flavonol)

156 Flavonoide O- | Velloquercetin 4’-methyl ' C21H1807 Superficie das folhas, acetona, (HARBORNE; GREENHAM,;
metilado e ether V. streptophylla WILLIAMS; EAGLES et al.,
prenilado 1992)
(flavonol)

157 Flavonoide O- Vellokaempferol 3,4’- C22H2006 Superficie das folhas, acetona, (HARBORNE; GREENHAM,;
metilado e dimethyl ether V. stipitata WILLIAMS; EAGLES et al.,
prenilado 1992)
(flavonol)

158 Flavonoide O- Velloluteolin 3',4’- C22H2006 Raizes, caule e bainhas, (BRANCO; PINTO; BRAZ-

metilado e
prenilado
(flavona)

dimethyl ether

hexano, V. graminifolia

FILHO, 2004)
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159 Flavonoide O- Vellokaempferol 3,5- Folhas, 80% metanol, V. (WILLIAMS; HARBORNE;
metilado e dimethyl ether stipitata GREENHAM; EAGLES et al.,
prenilado 1993)

(flavonol)

160 Flavonoide O- Velloquercetin 3,3’- C22H2007 Folhas, 80% metanol, V. (HARBORNE; GREENHAM,;
metilado e dimethyl ether stipitata; Superficie das folhas, WILLIAMS; EAGLES et al.,
prenilado acetona, V. stipitata, V. laevis 1992); (HARBORNE;
(flavonol) WILLIAMS; GREENHAM,;

EAGLES, 1994); (WILLIAMS;
HARBORNE; GREENHAM,;
EAGLES et al., 1993)

161 Flavonoide O- Velloquercetin 3’,4’- C22H2007 Planta completa, hexano, V. (BRANCO; BRAZ-FILHO;
metilado e dimethyl ether graminifolia; Planta completa, KAISER; PINTO, 1998);
prenilado acetato de etila, V. graminifolia (BRANCO; PEREIRA,;
(flavonol) CARDOSO; DE NETO et al.,

2001)
162 Flavonoide O- Vellokaempferol 3,5,4'- C23H2206 Raizes, caule e bainhas, (BRANCO; PEREIRA;

metilado e
prenilado
(flavonol)

trimethyl ether

acetato de etila, V. graminifolia

CARDOSO; DE NETO et al.,
2001); (BRANCO; PINTO;
BRAZ-FILHO, 2004)
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163 Flavonoide O- Velloquercetin 3,5,3'- Ca23H2207 Folhas, 80% metanol, V. (WILLIAMS; HARBORNE;
metilado e trimethyl ether stipitata GREENHAM; EAGLES et al.,
prenilado 1993)

(flavonol)

164 Flavonoide O- Velloquercetin 3,5,4’- C23H2207 Raizes, caule e bainhas, (BRANCO; PEREIRA;
metilado e trimethyl ether acetato de etila, V. graminifolia CARDOSO; DE NETO et al.,
prenilado 2001); (BRANCO; PINTO;
(flavonol) BRAZ-FILHO, 2004)

165 Flavonoide O- Velloquercetin 3,3’,4’- C23H2207 Planta completa, hexano, V. (BRANCO; BRAZ-FILHO;
metilado e trimethyl ether graminifolia; Planta completa, KAISER; PINTO, 1998);
prenilado acetato de etila, V. (BRANCO; PEREIRA,;
(flavonol) graminifolia; Superficie das CARDOSO; DE NETO et al.,

folhas, acetona, V. stipitata 2001); (HARBORNE;
GREENHAM; WILLIAMS;
EAGLES et al., 1992)
166 Flavonoide O- Velloquercetin 3,5,3'.4'- C24H2407 Raizes, caule e bainhas, (BRANCO; PEREIRA;

metilado e
prenilado
(flavonol)

tetramethyl ether

acetato de etila, V. graminifolia

CARDOSO; DE NETO et al.,
2001); (BRANCO; PINTO;
BRAZ-FILHO, 2004)
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167 Flavonoide C- Apigenin 6-glucoside C21H20010 Superficie das folhas, acetona, (HARBORNE; WILLIAMS;
glicosilado (isovitexin) V. aff. scoparia GREENHAM; EAGLES, 1994)
(flavona)
168 Flavonoide C- Luteolin 8-glucoside C21H20011 Folhas, 80% metanol, V. (HARBORNE; GREENHAM;
glicosilado (orientin) streptophylla, V. coronata, V. WILLIAMS; EAGLES et al.,
(flavona) glabra, V. laevis, V. 1992); (HARBORNE;
phalocarpa, V. lilacina, V. aff. GREENHAM; WILLIAMS;
epidendroides, V. aff. scoparia EAGLES et al., 1993);
(HARBORNE; WILLIAMS;
GREENHAM; EAGLES, 1994);
(WILLIAMS; GREENHAM;
HARBORNE; EAGLES et al.,
1992)
169 Flavonoide C- Luteolin 6-glucoside C21H20011 Folhas, 80% metanol, V. (HARBORNE; GREENHAM,;
glicosilado (iso-orientin) streptophylla, V. coronata, V. WILLIAMS; EAGLES et al.,
(flavona) glabra, V. laevis, V. 1992); (HARBORNE;
phalocarpa, V. lilacina, V. aff. GREENHAM; WILLIAMS;
epidendroides, V. aff. scoparia, EAGLES et al., 1993);
V. stipitata (HARBORNE; WILLIAMS;
GREENHAM; EAGLES, 1994);
(WILLIAMS; GREENHAM;
HARBORNE; EAGLES et al.,
1992); (WILLIAMS;
HARBORNE; GREENHAM,;
EAGLES et al., 1993)
170 Flavonoide C- | Apigenin 6,8-diglucoside C27H30015 Folhas, 80% metanol, V. (WILLIAMS; HARBORNE;

glicosilado
(flavona)

(vicenin-2)

stipitata

GREENHAM; EAGLES et al.,
1993)
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171 Flavonoide C- e Iso-orientin 7-xyloside C26H28015 Folhas, 80% metanol, V. (HARBORNE; GREENHAM;
O-glicosilado glabra WILLIAMS; EAGLES et al.,
(flavona) 1993)
172 Flavonoide C- e Iso-orientin 7-apioside C26H28015 Folhas, 80% metanol, V. (HARBORNE; GREENHAM,;
O-glicosilado glabra, V. laevis, V. WILLIAMS; EAGLES et al.,
(flavona) phalocarpa, V. lilacina, V. aff. 1992); (HARBORNE;
epidendroides, V. streptophylla GREENHAM; WILLIAMS;
EAGLES et al., 1993);
(HARBORNE; WILLIAMS;
GREENHAM; EAGLES, 1994);
(WILLIAMS; GREENHAM;
HARBORNE; EAGLES et al.,
1992)
173 Flavonoide C- e Orientin 7-glucoside C27H30016 Folhas, 80% metanol, V. (HARBORNE; GREENHAM,;
O-glicosilado streptophylla WILLIAMS; EAGLES et al.,
(flavona) 1992)
174 Flavonoide C- e | Iso-orientin 7-glucoside C27H30016 Folhas, 80% metanol, V. (HARBORNE; GREENHAM,;

O-glicosilado
(flavona)

glabra, V. coronata, V.
phalocarpa, V. stipitata, V. aff.
scoparia, V. streptophylla

WILLIAMS; EAGLES et al.,
1992); (HARBORNE;
GREENHAM; WILLIAMS;
EAGLES et al., 1993);
(HARBORNE; WILLIAMS;
GREENHAM; EAGLES, 1994);
(WILLIAMS; HARBORNE;
GREENHAM; EAGLES et al.,
1993)
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175 Flavonoide C- Orientin 7-caffeate C30H26014 Folhas, 80% metanol, V. (HARBORNE; WILLIAMS;
glicosilado laevis, V. aff. scoparia GREENHAM; EAGLES, 1994)
(flavona) Ho,
HO
176 Flavonoide O- 6-hydroxyluteolin 7- C21H20012 Folhas, 80% metanol, V. (HARBORNE; GREENHAM,;
glicosilado glucoside nanuzae WILLIAMS; EAGLES et al.,
(flavona) 1993)
HO
HO
177 Flavonoide O- | Pleurostimin 7-glucoside C22H22013 Folhas, 80% metanol, V. (HARBORNE; GREENHAM,;
glicosilado e O- nanuzae WILLIAMS; EAGLES et al.,
metilado 1993)
(flavona)
HO
HO
178 Flavonoide O- Tricin 5-glucoside C23H24012 Folhas, 80% metanol, V. (HARBORNE; GREENHAM,;

glicosilado e O-
metilado
(flavona)

HO
HO

glabra, V. coronata, V. lilacina,

V. aff. epidendroides

WILLIAMS; EAGLES et al.,
1993); (WILLIAMS;
GREENHAM; HARBORNE;
EAGLES et al., 1992)
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179 Flavonoide O- Pleurostimin 7-methyl C23H24013 Folhas, 80% metanol, V. (HARBORNE; GREENHAM;
glicosilado e O- ether 6-glucoside nanuzae WILLIAMS; EAGLES et al.,
metilado 1993)
(flavona)
180 Flavonoide O- Luteolin 7-rutinoside C27H30015 Folhas, 80% metanol, V. aff. (HARBORNE; WILLIAMS;
glicosilado scoparia GREENHAM; EAGLES, 1994)
(flavona)
181 Flavonoide O- 6-hydroxyluteolin 7- C27H30016 Folhas, 80% metanol, V. (HARBORNE; GREENHAM,;
glicosilado rhamnosylglucoside nanuzae WILLIAMS; EAGLES et al.,
(flavona) 1993)
182 Flavolignana Hydnocarpin D Ca2s5H1709¢ Caule, 96% metanol, V. (FLAUZINO; TOZATTI;

(flavona)

variabilis

SEQUEIRA; ANDRADE E
SILVA et al., 2015); (FLAUZINO;
TOZATTI; SAMPAIO; BADOCO

et al., 2017)
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E possivel notar que as espécies do género Vellozia apresentam flavonoides
caracteristicos derivados de flavonoides comuns, como a quercetina (Velloquercetina,
substancias 152 e 163 [exemplos], tabela 2), kaempferol (Vellokaempferol,
substancias 143 e 154 [exemplos], tabela 2) e luteolina (Velloluteolina, substancias
144 e 158 [exemplos], tabela 2). Esses derivados s&do exclusivos do género e
facilmente identificaveis pela presenca do grupo isoprenila formando um anel do tipo

furano como substituintes em C-6 e C-7.

2.6.2.3 Demais classes

Além dos grupos ja citados, o levantamento de substancias na literatura
resultou na identificacao de outras substancias de grupos minoritarios, como os acidos
fendlicos e estilbenos, que derivam da via do chiquimato, assim como os flavonoides.
A biossintese de ambos os compostos ocorre pelos intermediarios de esqueleto CsCs
(fenilpropandides), que se inicia através da transformagdo do chigquimato em

fenilpiruvato e em 4-hidréxifenilpiruvato (figura 15).
FIGURA 15 - Biossintese do fenilpiruvato e do 4-hidroxifenilpiruvato
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Fonte: Produzida pelo autor, adaptado de (LOBO; LOURENCO, 2007).
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Mediante reacfes enzimaticas, o chiquimato é transformado em corismato, que
age como intermediario e é transformado em prefenato pela acdo da enzima corismato
mutase por meio do unico rearranjo de Claisen conhecido na natureza. A perda de
CO:2 seguida da perda de agua resultam na formacgdo de fenilpiruvato e 4-
hidroxifenilpiruvato (DEWICK, 2002; LOBO; LOURENCO, 2007).

Essas duas moléculas séo utilizadas como intermediarias na formac&o dos dois
aminoacidos arométicos que servem de base para o esqueleto CsCsz dos
fenilpropandides, tirosina e fenilalanina, formados através da aminacgéo e reducéo das
moléculas de fenilpiruvato e 4-hidroxifenilpiruvato. A perda de amoniaco nesses
aminoacidos cria uma ligacdo dupla conjugada na estrutura e forma os acidos
fendlicos mais simples: o0 &cido cindmico (a partir da fenilalanina) e o acido p-cumarico
(a partir da tirosina), que vao servir de base para a formacéao de todos os outros (figura
16).

FIGURA 16 - Formacéao dos acidos fendlicos
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R=H (Acido fenilpiravico) R=H (Fenilalanina)

R = OH (Acido 4-hidroxifenilpiravico) R = OH (Tirosina) R=H (Acido cinamico)

R = OH (Acido p-cumarico)

Fonte: Produzida pelo autor, adaptado de (LOBO; LOURENCO, 2007).

O acido 3,4-dihidréxicinamico, ou acido cafeico (substancia 183, tabela 3), por
exemplo, é formado nas plantas por meio de trés etapas: a conversao da fenilalanina
em acido cinamico, em acido p-cumarico e por fim em acido cafeico por meio das
enzimas fenilalanina amonia liase, cinamato 4-hidroxilase e p-cumarato 3-hidroxilase.
Em outra via alternativa (sintética), pode ser sintetizado através da tirosina pela
conversdo em acido p-cumarico catalisada pela enzima tirosina amonia liase e pela
hidroxilacéo na posicao 3 do acido formado para formar o acido cafeico (LI; MAO; LIU;
SONG et al., 2020).
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A biossintese dos estilbenos nas plantas se inicia através da ativacdo dos
acidos fendélicos com uma molécula de CoA por meio da enzima cumarato:CoA ligase
(CL). A partir dai, ocorre a adi¢do direta de trés unidades de malonil-CoA ao éster
derivado correspondente (p-cumaroil-CoA ou cinamoil-CoA, por exemplo) catalisada
pela enzima estilbeno sintase (STS) e gera a formacdo dos esqueletos mais simples
de estilbenos, o trans-resveratrol (derivado do acido p-cumarico) e trans-pinosilvina
(derivado do &cido cinamico), como demonstrado na figura 17 (DUBROVINA;
KISELEV, 2017; WATTS; LEE; SCHMIDT-DANNERT, 2006).

FIGURA 17 - Biossintese de estilbenos
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APC — Acido p-cumarico; PCCA — p-cumaroil-CoA; AC — Acido cinamico; CCA — cinamoil-
CoA. Enzimas: CL — cumarato:CoA ligase; STS — estilbeno sintase.

Fonte: Produzida pelo autor, adaptado de (DUBROVINA; KISELEV, 2017)
Dos estilbenos mais comuns, o resveratrol (que origina os derivados 184 e 185
da tabela 3) € o mais conhecido, uma vez que possui propriedades medicinais e

atividades biologicas muito estudadas, havendo relatos na literatura de diversas
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atividades, como antioxidante e anti-inflamatéria além de efeito cardioprotetor e
quimiopreventivo (DUBROVINA; KISELEV, 2017).

De um modo geral, foram identificados mais 11 metabdlitos diferentes isolados
de espécies do género Vellozia: 1 acido fendlico, 2 estibenos, 3 acidos graxos, 4

alcanos e 1 alcool, apresentados na tabela 3.



TABELA 3 - Substancias de classes minoritarias isoladas das espécies de Vellozia
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Numero Classe Composto Estrutura Férmula Parte, solvente e espécie Referéncia
183 Acido fenolico Acido cafeico 0| CoHsO4 Planta completa, etanol, V. (PINTO; SILVA; VALENTE,
HO / nanuzae 1988)
OH
HO
184 Estilbeno Resveratrol 3,5- OH C16H1603 Superficie das folhas, acetona, (HARBORNE; GREENHAM,;
dimetil éter O V. coronata WILLIAMS; EAGLES et al.,
1993
/0 O AN )
/0
185 Estilbeno Resveratrol 3,4’- 0\ C16H1603 Superficie das folhas, acetona, (HARBORNE; GREENHAM,;
dimetil éter V. coronata WILLIAMS; EAGLES et al.,
HO S 1993)
/0
186 Acido graxo Acido palmitico it Ci6H3202 Folhas, éter etilico, V. candida; (BRANCO; PINTO:; IFA;
NWWOH Planta completa, etanol, V. BRAZ-FILHO, 2002); (PINTO;
nanuzae SILVA; VALENTE, 1988)
187 Acido graxo Acido oleico Ci8H3402 Planta completa, hexano, V. (PINTO; SILVA; VALENTE,
nanuzae 1988)
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188 Acido graxo Acido estearico . CigH3602 Folhas, éter etilico, V. candida (BRANCO; PINTO:; IFA;
N\/M/VV\)L BRAZ-FILHO, 2002)

189 Alcano Heptacosano Ca7Hs6 Planta completa, hexano, V. (BRANCO; PINTO; BRAZ-
graminifolia FILHO, 2004)

190 Alcano Octacosano CasHss Planta completa, hexano, V. (BRANCO; PINTO; BRAZ-
graminifolia FILHO, 2004)

191 Alcano Nonacosano Ca9He0 Planta completa, hexano, V. (BRANCO; PINTO; BRAZ-
graminifolia FILHO, 2004)

192 Alcano Triacontano CsoHez Planta completa, hexano, V. (BRANCO; PINTO; BRAZ-
graminifolia FILHO, 2004)

193 Alcool Triacontan-1-ol CsoHe20 Root and stem, hexano, V. (PINTO; SILVA; MAYER,;

compacta

BRAZ-FILHO, 1979)
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Atividade bioldgica das substancias identificadas em Vellozia

Apesar da identificacdo de cerca de 200 substancias diferentes no género

Vellozia, os estudos que retratam atividades bioldgicas referente as substancias sao

escassos. Apesar disso, os estudos fitoquimicos encontrados com testes biolégicos

associados foram agrupados na tabela 4.

TABELA 4 - Substancias do género Vellozia que tiveram atividade biologica avaliada

Substéncia Composto Atividade biolégica | Parte, solvente e Referéncia
espécie
11 10-hydroxy-20-nor- Atividade herbicida e Raizes, (FERREIRA; CANTRELL;
cleistantha-1,8,11,13- larvicida diclorometano, V. DUKE; ALl et al., 2017)
tetraen-3,7-dione gigantea
19 Isopimara-8(9),15-dien-
1,3,7,11-tetraone
58 3,20-epoxy-3-hydroxy-
cleistantha-8,11,13-trien-7-
one
71 3-hydroxy-cleistantha-
8,11,13-trien-7-one
78 Candidalactone Anticancer Planta completa, (VALENTE;
etanol, V. candida; GUNATILAKA;
Planta completa, KINGSTON; PATITUCCI
metanol, V. et al., 1997)
candida
94 (5R,8R,9S,13R)-halim- Atividade citotéxica e | Folhas, hexano, V. (SILVA; SANTOS
1(10)-ene-15,16-diol antimicrobiana kolbekii JUNIOR; BARBOSA;
COSTA et al., 2015)
141 8-C-methyl-6- Atividade Folhas e bainhas, (SILVA; CARVALHO;
prenylquercetin antioxidante, acetato de etila, V. | HAMERSKI; CASTRO et
146 6-prenylquercetin antimutagénico e kolbekii al., 2012)
protetor
182 Hydnocarpin D Atividade Caule, 96% (FLAUZINO; TOZATTI;
esquistossomicida metanol, V. SAMPAIO; BADOCO et
variabilis al., 2017; FLAUZINO;
TOZATTI; SEQUEIRA;
ANDRADE E SILVA et al.,
2015)
184 Resveratrol 3,5-dimetil Atividade antifngica Superficie das (HARBORNE;
éter (em mistura) folhas, acetona, V. | GREENHAM; WILLIAMS;
185 Resveratrol 3,4’-dimetil coronata EAGLES et al., 1993)
éter

Diterpenos (substancias 11, 19, 58 e 71, tabela 1) isolados das raizes de V.

gigantea apresentaram atividade herbicida contra alface (Lactuca sativa), lentilha

(Lemna paucicostata) e Agrostis stolonifera além da atividade larvicida contra larvas
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de Aedes aegypti, mais conhecido como mosquito da dengue (FERREIRA;
CANTRELL; DUKE; ALl et al., 2017).

A candidalactona e o candidenodiol tiveram atividade anticancer avaliadas
contra linhagens mutantes de Saccharomyces cerevisiae. A candidalactona
apresentou toxicidade moderada enquanto o candidenodiol foi inativo (VALENTE;
GUNATILAKA; KINGSTON; PATITUCCI et al., 1997).

O estudo fitoquimico de extratos em hexano das folhas de V. kolbekii
resultaram no isolamento de um diterpeno halimano que apresentou citotoxicidade
contra linhagens de células de cancer. SF-295 (glioblastoma), MDA-MB-435
(melanoma) e HCT-8 (adenocarcinoma de colon). Além disso, o diterpeno apresenta
atividade antimicrobiana contra Bacillus cereus, B. subtilis, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa com valores de CIM maiores que o0 encontrado para o
cloranfenicol, utilizado como controle positivo (SILVA; SANTOS JUNIOR; BARBOSA,;
COSTA et al., 2015).

Dois flavonoides derivados da quercetina isolados de extratos de V. kolbekii
apresentaram atividade antioxidante e foram capazes de aumentar a tolerancia ao
estresse oxidativo em Saccharomyces cerevisiae (uma espécie de levedura),
apresentando efeito protetor. Além disso, a 6-prenilquercetina e a 8-C-metil-6-
prenilquercetina apresentaram atividade antimutagénica na proteina p53, que é
considerada como um gene supressor de tumores (SILVA; CARVALHO; HAMERSKI;
CASTRO et al., 2012).

Por fim, a flavolignana hidnocarpina D isolada do extrato em metanol 96% do
caule de V. variabilis apresentou atividade esquistossomicida contra vermes adultos
de Schistosoma mansoni (FLAUZINO; TOZATTI; SAMPAIO; BADOCO et al., 2017,
FLAUZINO; TOZATTI; SEQUEIRA; ANDRADE E SILVA et al., 2015) e a mistura dos
dois estilbenos encontrados na V. coronata, resveratrol 3,5-dimetil éter e resveratrol
3,4-dimetil éter apresentou atividade antifungica contra Cladosporium fulvum
(HARBORNE; GREENHAM; WILLIAMS; EAGLES et al., 1993).
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2.6.3 Vellozia pyrantha A. A. Conceicéo

A Vellozia pyrantha A. A. Conceigéo, conhecida por candomba, é uma espécie
endémica da Serra do Candomba, situada no Vale do Capdo, pertencente ao
municipio de Palmeiras, no Parque Nacional da Chapada Diamantina (BA). A espécie
€ encontrada na vegetacdo dos campos rupestres numa altitude média de 1300
metros. Até 2017, a V. pyrantha era confundida com a V. sincorana por conta da sua
utilizagdo e semelhangas, sendo descrita da forma correta pela primeira vez por
Conceigao et al (2017).

Na regido do PNCD, o nome comum candomba é dado para diferentes plantas
qgue foram utilizadas por centenas de anos na mineragao por meio de tochas, velas,
cola e incenso para afastar espiritos maus e atualmente séo utilizadas apenas para
acender fornos e fogbes, como a V. sincorana e a V. variabilis, além da prépria V.
pyrantha (CONCEICAO; SOUZA; CARNEIRO; MENEZES, 2017; OLIVEIRA;
SCHMIDT; ALBUQUERQUE; CONCEIC}AO, 2015).

Apesar da escassez de publicacbes, a primeira mencédo ao candomba é feita
por Euclides da Cunha, no famoso classico da literatura Os Sertdes, de 1984 e
evidencia o uso do candomba como tochas: “E se é preciso avancar a despeito da
noite [...] basta-lhe partir e acender um ramo verde de candomba e agitar pelas
veredas [...] um archote fulgurante...” (CUNHA, 1984).

Uma caracteristica especifica da V. pyrantha € a sua dependéncia ao fogo
(pyrantha, do grego pyro, que significa fogo e anthos, flores) em sua reproducéo e na
geracdo de recursos para animais, uma vez que as suas flores aparecem apds as
gueimadas e essas queimadas iniciam um florescimento massivo da espécie. A sua
capacidade de florescimento apds as queimadas é impressionante, ocorrendo junto
com a frutificacdo em cerca de 40 dias apds o fogo, o que torna a sua resina (devido
a inflamabilidade) influenciadora natural do ciclo de nutrientes do bioma, alimentando
muitos insetos por alguns periodos de tempo, por exemplo (CONCEICAO; ALENCAR,;
SOUZA; MOURA et al., 2013; CONCEICAQ; ORR, 2012). De acordo com Conceicéo

et al (2017), outras espécies de Vellozia tem a capacidade de apresentar
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florescimento abundante apds queimadas, como a V. gigantea e a V. peripherica,

porém so a V. pyrantha apresenta a sua capacidade diretamente dependente do fogo.

Essa dependéncia é facilmente observada em noticias encontradas na midia,
COmMo nas seguintes noticias, veiculadas entre dezembro de 2015 e marco de 2016 no
jornal G1 Bahia: “Incéndio devastou 51 mil hectares na Chapada em 3 meses, diz
secretario”, “Apos longo incéndio, chuva enche cachoeiras na Chapada Diamantina”
e “Flores nascem em &rea destruida por incéndio na Chapada Diamantina (BA)”
(INCENDIO..., 2015; APOS..., 2016; FLORES..., 2016). De acordo com as
reportagens, um grande incéndio se espalhou em outubro de 2015 e durou por trés
meses, devastando 51 mil hectares de vegetacao, vindo a ser controlado por completo
apenas com a ajuda das chuvas que cairam na regido no més de janeiro do ano
seguinte. Dois meses depois, no més de marco, as flores do candomba voltaram a
florescer sobre o toco das arvores queimadas apds 17 anos sem florescer. Numa

dessas noticias, Abel Augusto Conceicédo (que descreveu a espécie em 2017), fala:

“Essa florada exuberante e maravilhosa é uma
cena extremamente rara. Essa populacdo de
candomba floresceu hd 17 anos e somente agora
deu flor novamente. Ela depende do fogo, e s6
floresce com o fogo. Entdo, se ndo pegar fogo néo
tem flor. Ela s6 existe dentro do parque nacional da
Chapada. No caso do Candomb@, ela floresce
depois de 30 dias do fogo. Além disso, a quantidade
de néctar é fabulosa.” (FLORES..., 2016)

A V. pyrantha (figura 18) apresenta em sua estrutura flores de tom lilas e violeta
e folhas compridas e numerosas que ndo se desprendem do caule, sendo
morfologicamente similar a V. sincorana mas apresentando como principais
diferencas as bainhas curvas invés de enroladas, as flores de tom lilas invés de
brancas e a dependéncia de seu florescimento ao fogo invés de apenas possuir
resisténcia (CONCEICAOQ, 2018).
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FIGURA 18 - Espécimes de V. pyrantha fotografadas no Vale do Capédo, PNCD

A, C, D — espécimes completos de V. pyrantha; B — tronco de V. pyrantha; E, F —
florescimento de V. pyrantha nas queimadas de 2015/16.

Fonte: Acervo pessoal (A-D) e G1 Bahia (E-F).

Apesar do uso tradicional e das diferentes importancias da espécie, os estudos
encontrados nao relatam qualquer composi¢ao quimica ou atividades bioldgicas de V.
pyrantha, nem com o nome de V. sincorana (CONCEICAO, 2018; CONCEICAO;
ALENCAR; SOUZA; MOURA et al., 2013; CONCEICAOQ; ORR, 2012; CONCEICAO;
SOUZA; CARNEIRO; MENEZES, 2017; OLIVEIRA; SCHMIDT; ALBUQUERQUE;
CONCEICAO, 2015; SOUZA; SCHMIDT; CONCEICAO, 2018), garantindo ineditismo

a esse trabalho.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar o estudo metabolémico da resina de Vellozia pyrantha A. A. Conceigao

e das suas atividades antioxidante, citotéxica e antimicrobiana.
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3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a atividade antioxidante das amostras obtidas;

e Quantificar os fendlicos totais das amostras de V. pyrantha;

e Avaliar a atividade antimicrobiana das amostras contra bactérias (Gram-
positivas e Gram-negativas) e fungos;

e Avaliar a atividade citotdxica das amostras frente a diferentes linhagens de
células tumorais;

e Obter o perfil metabdlico das amostras por cromatografia liquida de alta
resolucao acoplada a espectrometria de massas;

e I|dentificar os metabdlitos secundarios de V. pyrantha via CL-EM;

e Correlacionar o perfil metabdlico com as atividades biolégicas.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

A resina da Vellozia pyrantha (figura 19) foi coletada no Vale do Capéo,
municipio de Palmeiras — BA, localizado no Parque Nacional da Chapada Diamantina
nas coordenadas 11°9'0”S e 42°3’0’0. Foram coletados aproximadamente 19 g da
resina bruta, identificada por VV-EB.

FIGURA 19 - Resina de V. pyrantha

Fonte: Acervo pessoal.
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4.2 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Uma aliquota da amostra VV-EB foi fracionada por cromatografia em coluna
filtrante (CCF) em silica gel (Merck, 70-230 mesh) com gradiente de polaridade
(Hexano:acetato de etila-metanol 100%) resultando na obtencéo de 8 fracbes (VV-Frl
— VV-Fr8), conforme o fluxograma apresentado na figura 20. As solucdes obtidas
diretamente da coluna foram concentradas num aparelho de evaporacéao rotativa sob

presséao reduzida (Fisatom, 4000 Laborota echo, Alemanha).
FIGURA 20 - Fluxograma de fracionamento da VV-EB e obtencao das fracdes

95:5 (v/v)
— VV-Fr1 e VV-Fr2

90:10 (v/v)
— VV-Fr3

80:20 (v/v)

— VV-Fr4
Cromatografia em coluna filtrante
(Hex:AcOEt)

VV-EB ‘
m=185¢g

70:30 (v/v)
VV-Fr5

50:50 (v/v)
— VV-Fré

100% AcOEt
— VV-Fr7

100% MetOH
— VV-Fr8

Fonte: Produzido pelo autor.

4.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante foi avaliada pelo método do sequestro do radical
DPPH, como descrito por Santos et al (2018) com modificagdes. Inicialmente, uma

solucéo de DPPH foi preparada pela dissolucdo de 2,4 mg em 50 mL de metanol (120
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mmol L1). Essa solugdo foi armazenada no escuro por 1 hora com periodos de
agitacdo para garantir a dissolugdo completa do DPPH. Com a solucao pronta,
preparou-se a curva analitica nas concentracdes de 0 a 60 ug mL* (A, apéndice A).
A curva padrédo do DPPH foi utilizada para calcular o ICso (concentragcdo que
representa a metade da concentracdo inibitéria maxima) dos extratos por meio da
interpolacdo da absorbancia das amostras com o valor da concentracdo obtida na
equacao da reta construida (y = 0,00892155x - 0,01048452).

As curvas de consumo de DPPH das fracdes (apéndice B) foi feita pela adicao
de 400 pL de DPPH (120 mmol L*; metanol) a 400 pL de uma solugdo das amostras
em concentracbes variadas para fornecer 800 pL da solugdo reacional com
concentrag@es finais dos extratos variando de 50 a 1000 ug-mL™*. O meio reacional
era mantido em abrigo da luz por 30 minutos e a sua absorbancia foi medida em 515

nm num leitor de microplacas (VersaMax™, EUA).

O metanol foi utilizado como branco, uma solugdo de DPPH (1,0 mL; 120
mmol-L1) e metanol (1,0 mL) como controle negativo e acido galico foi utilizado como

controle positivo (B, apéndice A).

Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos
como ICso. Os extratos que apresentaram valores de ICso.> 1000 pyg-mL?t foram

considerados inativos.

4.4 TEOR DE FENOLICOS TOTAIS

A determinacao do teor de fendlicos totais foi realizada conforme metodologia
de Santos et al (2018) com modificagbes. Inicialmente, 100 pL do extrato (na
concentracdo de 2 mg:mL?t) foram misturados com 50 uL do reagente de Folin-
Ciocalteu e 750 uL de agua. Apés um minuto, 100 pL de solugédo de carbonato de
sédio (Na2COs, 15% m/v) foram adicionados a mistura, atingindo um volume final de
1 mL. A mistura reacional foi mantida no escuro durante 120 min. Apos este tempo, a
absorbancia foi lida a 725 nm por um leitor de microplacas (VersaMax™, EUA). A
curva padrao de 4cido galico (figura 21) foi utilizada para calcular o conteudo fendlico

total nos extratos por meio da interpolacdo da absorbancia das amostras com a
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equacao da reta construida (y = 0,05770188x - 0,01037583) e os resultados foram

expressos em mg-EAG-g* de extrato.

FIGURA 21 - Curva analitica do acido gélico

Acido galico
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Fonte: Dados experimentais obtidos pelo autor.

4.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os ensaios de susceptibilidade antimicrobiana foram realizados no laboratério
de ensaios biolégicos da UNEB pelo método de microdiluicdo em caldo contra nove
micro-organismos diferentes, segundo metodologia de Santos et al (2018) e seguindo
as normas MO0O7 e M38 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018a;
b).

4.5.1 Preparo das amostras

Para realizacdo dos ensaios, as amostras foram solubilizadas em solucéao de
dimetilsulféxido (DMSO) a 20% em agua para preparacdo das solucdes estoque na

concentracdo de 2000 pg mL?t. As fracGes menos polares apresentaram baixa
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solubilizagcdo em DMSO e para garantir a solubilizacdo completa das amostras, foram

adicionados 1% de Tween-80 e a solucéo final foi homogeneizada via vortex.

Todo material utilizado nos ensaios antimicrobianos, com excecao das
amostras, era autoclavado no tempo adequado (20 minutos para meios de cultivo e
30 minutos para ponteiras e vidrarias) antes do experimento e descartado
adequadamente (solucdes de hipoclorito para as placas de 96 pocos e 40 minutos na

autoclave para materiais contaminados) ao final.

4.5.2 Micro-organismos testados

As amostras foram testadas para obtencdo dos valores de CIM frente a quatro
bactérias Gram-positivas: Bacillus subtilis (ATCC 10240), Bacillus cereus (CCT 0096),
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228),
trés bactérias Gram-negativas: Escherichia coli (ATCC 94863), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853) e Salmonella choleraesuis (ATCC 14028) e dois fungos:
Candida albicans (ATCC 18804) e Candida glabrata (CCT 0728), adquiridos da
Colecao de Culturas Tropical (CCT) da Fundacdo André Tosello. As cepas foram
mantidas em meios de cultivo agar nutriente (bactérias) e agar de levedura e malte

(fungos) com repiques periodicos para ativacdo das culturas.

4.5.3 Microdiluicdo em caldo

Os testes de microdiluicdo sao realizados em placas de Elisa de 96 pocos, cujo

esquema esta representado na figura 22.

Na primeira etapa do teste, todos os pocos foram preenchidos com 100 pL de
meio de cultivo liquido (caldo nutriente [Acumedia] para bactéria e caldo de levedura

[BD] e malte [Acumedia] para fungos).

Em seguida, na fileira A, adicionou-se em triplicata, 100 pL de cada solugéao
estoque das amostras testadas (amostra 1 — colunas 1,2,3; amostra 2 — colunas 4,5,6;

amostra 3 — colunas 7,8,9), além de 100 uL do controle positivo (antibidtico) na coluna
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10 e de 100 pL da mistura da solucéo do diluente na fileira 11 com o intuito de avaliar
se o diluente apresentaria qualquer toxicidade. A fileira 12 foi utilizada como controle

negativo e recebe até entdo apenas o meio de cultivo.

FIGURA 22 - Esquema representativo das placas de Elisa
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Fonte: Adaptado de Santos (2016).
Apés a adicao de todas as solucdes, realizam-se as diluicdes seriadas, que
ocorriam por meio da transferéncia de 100 pL do conteudo da fileira A para a fileira B,

da fileira B para a fileira C e assim sucessivamente, até a fileira H.

Ao fim da microdiluicdo, deve-se preparar o indculo do micro-organismo pela
comparacao de sua turbidez com a escala 0.5 de McFarland, que indica a existéncia
de 1,5x108 unidades formadoras de colénia (UFC) por mL. Dilui-se este in6culo em
meio de cultivo na proporcdo de 100 pL do inéculo pra 10 mL de meio de cultivo
apropriado e transfere-se 100 pyL desta suspensao para todos os pocos da placa,
incluindo a coluna 12. Dessa forma, com as solucdes-estoque em 2000 ug mL?, as
concentracdes testadas variaram de 3,9 a 500 ug mL™.

Como controle positivo foram utilizados cloranfenicol (0,19 — 25 ug mL?) e
benzilpenicilina (0,039 — 5 pg mL?) para bactérias Gram-positivas, sulfato de
gentamicina (0,039 — 5 pg mL™?) para bactérias Gram-negativas e loprox (0,39 — 50 ug
mL1) para fungos.
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No fim do processo, as placas foram vedadas e colocadas para incubacgéao por
um periodo de 24 horas (a 36°C, para bactérias) e 72 horas (a 26°C para fungos) em
incubadora BOD (QUIMIS, Q315M15). Apés o periodo de incubacao, as placas eram
examinadas em busca da obtencdo do CIM mediante a auséncia de turbidez, que

indica a falta de crescimento do micro-organismo.

4.5.4 Concentracao bactericida (CBM) e fungicida (CFM) minima

Para as concentracdes que apresentavam inibicdo, retirava-se uma aliquota de
10 uL (em triplicata) de cada poco com resultado positivo e transferia para placas de
petri com o meio de cultivo sélido (agar [kasvi] + caldo nutriente [Acumedia] ou agar
[kasvi] + extrato de levedura [BD] e malte [Acumedia]). Em seguida, as placas eram
vedadas e submetidas a um novo periodo de incubacéo. Esse segundo ensaio era
realizado em busca dos valores da CBM ou da CFM, dependendo do micro-organismo

testado.

4.6 ATIVIDADE CITOTOXICA

Este ensaio foi realizado com a permissdo do Conselho de Gestdo do
Patriménio Genético conforme a certiddo n°® AA9C491 apresentada no anexo A. Os
ensaios foram feitos na Fundacdo Oswaldo Cruz, no Centro de Pesquisa Gongalo
Moniz — FIOCRUZ, pelos pesquisadores do Laboratorio de Engenharia Tecidual e

Imunofarmacologia — LETI.

4.6.1 Preparo das amostras

As amostras foram diluidas em DMSO puro estéril na concentracdo de 10 mg
mL-1. Para os ensaios de concentracdo Unica realizados inicialmente para a avaliagdo

da porcentagem de inibicdo celular, as amostras foram testadas em 50 pg mL*. Apés
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os primeiros resultados, a obteng&o do ICso foi feita em concentragdes que variaram
de 0,19 a 50 pg mL™.

4.6.2 Células

Foram utilizadas as linhagens de células MCF-7 (carcinoma de mama humano),
HCT116 (carcinoma de colon humano), HepG2 (carcinoma hepatocelular humano),
RC-5 (fibroblasto de pulm&o humano) e B16F10 (melanoma murino), todas obtidas da

American Type Culture Collection (ATCC).

As células foram cultivadas em garrafas para cultura celular (75 cm?, volume
de 250 mL), os meios utilizados foram RPMI 1640 suplementados com 10% de soro
bovino fetal. As células foram mantidas em incubadoras com atmosfera de 5 % de
CO2a 37 °C.

Diariamente acompanhava-se o crescimento celular com a utlizacdo de
microscopio de inversdo e o meio foi trocado sempre que o crescimento celular atingia
confluéncia necessaria para renovacao de nutrientes. Para a manutencao de células
aderidas utilizou-se tripsina (0,25%) para que as células soltassem das paredes das
garrafas. As culturas de células apresentavam negativas para mico-plasma, conforme
avaliado pela colocacdo com Hoechst (Mycoplasma Stain Kit, Cat. MYC1, Sigma-
Aldrich®, St Louis, MO, USA).

4.6.3 Ensaio de citotoxicidade

A citotoxicidade das amostras foi obtida pelo ensaio do alamar blue apo6s 72
horas de exposicdo com os compostos testes segundo a metodologia de Ahmed,
Gogal e Walsh (1994). A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo e o controle
negativo recebeu a mesma quantidade de DMSO. Inicialmente, as células foram
plagueadas em placas de 96 pocos (100 pL/poco de uma solucdo de 0,3 x 10°
células/mL para células em suspensdo e de 0,7 x 10° células/mL para células
aderidas). Apos 24 horas de incubacgéo, os compostos testes dissolvidos em DMSO

foram adicionados em cada poco e incubadas por 72 horas. Quatro horas antes do
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final do periodo de incubacdo, 20 pL da solucdo estoque de alamar blue (0,312
mg/mL) foram adicionados a cada poc¢o e as absorbancias foram mensuradas nos
comprimentos de onda de 570 nm (alamar blue reduzido) e 595 nm (alamar blue
oxidado) utilizando uma leitora de placa.

A porcentagem de inibicao foi calculada e registrada a percentagem de inibicao
X log da concentragdo e determinado suas ICso a partir de regressdo néo-linear
utilizando o programa Prisma versao 5.0 (GraphPad Software).

4.7 PERFIL METABOLOMICO

A obtencgéo do perfil metabolémico das amostras foi realizada no Instituto de
Quimica da Universidade de Sao Paulo (USP), no Laboratério de Bioquimica e

Biologia Molecular de Algas.

4.7.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas (CLAE-EM)

As andlises de CLAE-EM foram realizadas usando um sistema de
cromatografia liquida (Prominence, Shimadzu Co., Japdo) acoplado a um
espectrometro de massa de tempo de voo quadrupolo (microTOF II, Bruker Daltonics,
Alemanha). A separacédo foi realizada em coluna C18 (3,0mm x 150 mm, 2,6 um,
Kinetex, Phenomenex), mantida a 40°C e utilizando acetonitrila grau HPLC e agua
deionizada, ambos acidulados com 0,1% (v/v) de acido férmico, como fase mével com
uma taxa de fluxo de 0,2 mL mint. A eluicéo foi feita por gradiente: 25%B durante 2
min — 25 a 80%B em 20 min — 80 a 90%B em 2 min. A coluna foi recondicionada com
25%B durante 3 min.

O EM foi operado em modo positivo com 3,2 kV na interface ESI e gas seco a

350°C. Os espectros de varredura completos foram adquiridos de 50 a 1000 m/z.

Inicialmente, um miligrama de amostra foi dissolvido em acetonitrila (1,0 mL)

para preparar a solucédo estoque em 1 mg-mL™*. Em seguida, 500 uL dessa solucéo



122

foram posteriormente diluidos em 500 pL de acetonitrila e injetados diretamente no

equipamento.

4.7.2 Processamento dos dados da CLAE-EM

Os dados foram processados no pacote XCMS rodando na plataforma online

disponivel em <https://xcmsonline.scripps.edu/>. O método “centWave” foi usado para

pico de amostragem e os parametros XCMS foram faixa de largura do pico
cromatografico (peakwidth = 3 a 30 segundos), relacdo sinal-ruido (snthresh = 5,0) e

largura de banda (bw = 10).

A tabela com caracteristicas moleculares foi obtida, contendo os tempos de

retencao alinhados, razdo m/z e intensidades.

4.7.3 ldentificacdo dos metabdlitos

Os dados de massa molecular de alta resolucdo (apresentada na tabela do
apéndice C) das substancias isoladas do género Vellozia (apresentadas nas tabelas
1, 2 e 3) foram calculados pela ferramenta “Exact Mass Calculator”, disponivel em

<https://www.sisweb.com/referenc/tools/exactmass.htm>.

Com os valores das massas de alta resolucédo, o intervalo de m/z para os
possiveis adutos [M+H]* e [M+Na]*, que sdo os mais comuns em analises de CLAE-
EM, foi calculado utilizando um desvio de 10 ppm através de uma ferramenta fornecida
pela Universidade de Warwick disponivel online em

<https://www.warwick.ac.uk/fac/sci/chemistry/research/barrow/barrowgroup/calculato

rs/mass errors>.

Por fim, para a identificacdo dos metabdlitos de V. pyrantha, os dados
experimentais da tabela de CLAE-EM foram cruzados com os dados tedricos das
massas do intervalo obtido pela ferramenta das substancias ja isoladas de Vellozia e

descritas na literatura.


https://xcmsonline.scripps.edu/
https://www.sisweb.com/referenc/tools/exactmass.htm
https://www.warwick.ac.uk/fac/sci/chemistry/research/barrow/barrowgroup/calculators/mass_errors
https://www.warwick.ac.uk/fac/sci/chemistry/research/barrow/barrowgroup/calculators/mass_errors
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4.8 ANALISE ESTATISTICA

4.8.1 Atividade antioxidante e teor de fendlicos totais

As analises estatisticas dos resultados da atividade antioxidante e da
guantificacdo de fendis totais foram realizadas utilizando o software SISVAR. A
analise de variancia foi utlizada para identificar diferencas estatisticamente
significativas entre as amostras (P<0,05), seguidas pelos testes de comparacéo
multipla de Tukey. Ambos os resultados sdo apresentados como a média das
repeticdes * desvios padrao.

4.8.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas (CLAE-EM)

Os dados de CLAE-EM transformados, agrupados e alinhados foram
carregados no MetaboAnalyst 4.0, um software analitico online para estudos de

metabolémica de alto rendimento disponivel em <http://www.metaboanalyst.ca> para

que fossem normalizados e as andlises estatisticas fossem feitas. Os resultados p6s-

normalizacéo estdo apresentados no anexo B.

A normalizagéo foi feita pela mediana, a transformacgéo dos dados foi feita pela
raiz cubica e o escalonamento foi automatico (auto scaling), sendo centralizado na
média e dividido pelo desvio padrdo de cada variavel. Com os dados devidamente
normalizados, os resultados da analise estatistica uni e multivariada foram obtidos por

meio de diferentes ferramentas disponiveis na mesma plataforma online.


http://www.metaboanalyst.ca/
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5 RESULTADOS

A CCF da amostra VV-EB resultou na obtencéo de 8 fracdes, cujos codigos,

massas e sistema de eluentes estdo apresentados na tabela abaixo:

TABELA 5 - Fracionamento da VV-EB por CCF

Amostra Eluente Massa ()
VV-Frl Hex:AcOEt (95:5) 0,96
VV-Fr2 Hex:AcOEt (95:5) 5,32
VV-Fr3 Hex:AcOEt (90:10) 1,80
VV-Fr4 Hex:AcOEt (80:20) 3,11
VV-Fr5 Hex:AcOEt (70:30) 1,29
VV-Fr6 Hex:AcOEt (50:50) 3,14
VV-Fr7 100% AcOEt 1,39
VV-Fr8 100% MetOH 0,32

Hex — Hexano; AcOEt — Acetato de etila; MetOH — Metanol.

5.1 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E TEOR DE FENOLICOS TOTAIS

A avaliacdo da atividade antioxidante foi feita pelo método do sequestro do
radical livre DPPH e o teor de fendlicos totais foi quantificado pelo método de Folin-

Ciocalteau, expressados em ICso (g mL?) e em mg EAG-g?, respectivamente.

O ICso representa a quantidade de extrato necessaria para consumir 50% de
todo DPPH disponivel e por conta disso, quanto menor o valor de ICso, maior a
atividade antioxidante da amostra. Os resultados obtidos estdo representados na
tabela 6 e nas figuras 23 e 24.

TABELA 6 - Resultados da atividade antioxidante e teor de fenélicos totais

Amostra Atividade antioxidante Teor de fendlicos totais

(ICs0, pg ML) (MgEAG g*)
VV-EB 537,06 + 8,97 154,26 £ 5,02
VV-Fr1 >1000 74,44 + 2,84
VV-Fr2 663,20 + 19,04 67,00 + 3,23
VV-Fr3 518,31 + 52,68 85,20 + 3,79
VV-Fr4 617,96 + 3,57 84,34 + 4,02
VV-Fr5 205,48 + 3,37 55,99 +1,84
VV-Fr6 743,08 + 21,09 29,38 £ 2,50
VV-Fr7 842,79 + 10,23 30,77 £ 2,14
VV-Fr8 532,89 + 13,01 14,09 £ 0,94

Acido gélico 1,98 + 0,02 -
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A resina bruta (VV-EB) apresenta um valor de ICso de 537,06 ug mL?. Esse
valor € potencializado em VV-Fr5, que apresentou a maior atividade antioxidante
dentre todas as amostras, com ICso de 205,48 pg mL?. Duas das fracdes
apresentaram atividade antioxidante semelhante a da resina, as fragdes VV-Fr3 e VV-

Fr-8, com ICso de 518,31 ug mL* e 532,89 ug mL™, respectivamente.

Ao mesmo tempo, as demais fracbes apresentaram uma diminuicdo na
atividade antioxidante, com valores de ICso menores nas amostras VV-Fr2 (663,20 ug
mL1), VV-Fr4 (617,96 ug mL1), VV-Fr6 (743,08 ug mL1) e VV-Fr7 (842,79 ug mL™?).

Por ultimo, notou-se que a amostra VV-Frl ndo apresentou uma atividade
antioxidante detectavel na concentracdo utilizada e pelo método do sequestro do

radical livre DPPH, utilizado nesse estudo.
FIGURA 23 - Atividade antioxidante das amostras de V. pyrantha
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537.061 663.197 518.307 617.962 205.475 743.078 842.792 532.886

ICs0 do acido galico (controle positivo) = 1,98 £+ 0,02 ug mL. Letras diferentes
indicam diferenca significativa entre as amostras pelo teste de Tukey (p <
0,05).

Fonte: Dados experimentais obtidos pelo autor.

Em relacdo a quantificacao de fendlicos, a resina apresentou um total de 154,26
mg EAG g, enquanto todas as fragdes apresentaram valores menores, destacando-
se a fracdo VV-Fr3 e VV-Fr4, com os maiores valores (depois da resina): 85,20 mg
EAG g e 84,34 mg EAG g, respectivamente.

Os demais valores foram de 67,00 mg EAG g* (VV-Fr2), 55,99 mg EAG g+
(VV-Fr5), 29,38 mg EAG g* (VV-Fr6), 30,77 mg EAG g (VV-Fr7) e 14,09 mg EAG g
1, A fracdo VV-Frl, apesar de ndo apresentar atividade antioxidante, obteve 74,44 mg

EAG g na quantificacdo de fendlicos totais.
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FIGURA 24 - Teor de fendlicos totais das amostras de V. pyrantha
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154.26 74.443 66.995 B85.201 84.343 55.994 29.379 30.770 14.089

Letras diferentes indicam diferenca significativa entre as amostras pelo teste
de Tukey (p < 0,05).

Fonte: Dados experimentais obtidos pelo autor.
Através do teste de Tukey € possivel observar que as amostras VV-EB, VV-Fr3
e VV-Fr8 ndo possuem diferenca significativa estatisticamente nos dados de atividade
antioxidante, diferente da VV-Fr5 (que apresentou a maior atividade), que apresentou

diferenca estatistica.

Para o teor de fendlicos, as quatro amostras citadas na atividade antioxidante
apresentam diferenca estatistica pelo mesmo teste. Em relacdo as amostras com
maior quantidade de fendlicos, a resina bruta apresenta diferenca estatistica em

relagdo as amostras VV-Fr3 e VV-Fr4, que ndo apresentam diferenca.

5.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana das amostras de V. pyrantha foi avaliada pelo
meétodo da microdiluicdo em caldo. A resina (VV-EB) e as fracbes VV-Fr7 e VV-Fr8
apresentaram atividade contra S. aureus com CIM de 62.5, 3.125 e 12.5 ug mL™,
respectivamente, sendo VV-Fr7 e VV-Fr8 bactericidas nas concentragdes de 6.25 e
25 pug mL,

As fragbes VV-Fr2, VV-Fr4, VV-Fr5 e VV-Fr6 foram bacteriostéticas contra S.
epidermidis, apresentando CIM de 100 ug mL* para a VV-Fr2 e 25 uyg mL* para as

demais.



127

Frente a B. subtilis, as frac6es VV-Frl até VV-Fr6 apresentaram atividade com
CIM de 500, 100, 100, 250, 500 e 500 ug mL?, respectivamente e a fracdo VV-Fr3 foi
bactericida em 100 yg mL™. As fracdes VV-Fr7 e VV-Fr8 foram ativas contra B. cereus
com MIC de 250 e 500 pyg mL™2,

Em relacdo as bactérias Gram-negativas, todas as amostras foram ativas
contra S. choleraesius possuindo valores de CIM entre 100 e 50 yg mL* para as
fraces e 500 ug mL? para a resina, além de apresentaram atividade bactericida em
500 ug mL* (VV-EB), 100 yg mL* (VV-Fr2, VV-Fr7 e VV-Fr8) e 50 ug mL* (VV-Fr3).
Ja em relacéo a atividade contra E. coli, apenas a fracdo VV-Fr6 apresentou atividade,
com CIM de 100 ug mL™2.

Nas concentracdes testadas, nenhuma amostra apresentou atividade contra 0os
demais micro-organismos e os dados obtidos de CIM e CMM, bem como a atividade

biolégica dos controles positivos utilizados esta apresentado na tabela 7.

De um modo geral, pode-se observar que nao houve seletividade nas amostras,
havendo efeito bacteriostatico e bactericida contra ambos os tipos de bactéria (Gram-
positiva e Gram-negativa).

A atividade antimicrobiana contra S. choleraesuis e S. aureus foram
potencializadas pelo fracionamento da resina, uma vez que os valores de CIM das

fracOes foram maiores que os valores da resina contra esses dois micro-organismos.

A falta de atividade da resina e o aparecimento de atividade das fra¢des contra
S. epidermidis, B. subtilis, B. cereus e E. coli evidencia um possivel efeito antagonista
das substancias na resina, ja que o fracionamento da resina (separacdo das

substéancias) resultou na aparicao de atividade antimicrobiana.

Além disso, € interessante a observacdo de que a VV-Fr7 obteve efeito
bactericida na mesma concentracdo (3,125 ug mL?') em que o controle positivo

(cloranfenicol) foi bacteriostatico contra S. aureus.
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Amostras Bactérias Gram-positivas Bactérias Gram-negativas Fungos
S.aureus S. epidermidis  B. subtilis B. cereus E.coli P.aeruginosa S. choleraesius C. albicans C. glabrata
VV-EB 62,5 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. 500 n.a. n.a.
(n.a.) (500)
VV-Frl n.a. n.a. 500 n.a. n.a. n.a. 100 n.a. n.a.
(n.a.) (n.a.)
VV-Fr2 n.a. 100 100 n.a. n.a. n.a. 50 n.a. n.a.
(n.a.) (n.a.) (100)
VV-Fr3 n.a. n.a. 100 n.a. n.a. n.a. 50 n.a. n.a.
(100) (50)
VV-Fr4 n.a. 25 250 n.a. n.a. n.a. 100 n.a. n.a.
(n.a.) (n.a.) (n.a.)
VV-Fr5 n.a. 25 500 n.a. n.a. n.a. 100 n.a. n.a.
(n.a.) (n.a.) (n.a.)
VV-Fr6 n.a. 25 500 n.a. 100 n.a. 100 n.a. n.a.
(n.a.) (n.a.) (n.a.) (n.a.)
VV-Fr7 3,125 n.a. n.a. 250 n.a. n.a. 100 n.a. n.a.
(6,25) (n.a.) (100)
VV-Fr8 12,5 n.a. n.a. 500 n.a. n.a. 50 n.a. n.a.
(25) (n.a.) (100)
Cloranfenicol 3,125 3,125 1,562 3,125 - - - - -
(n.a.) (n.a.) (1,562) (6,25)
Benzilpenicilina 0,039 2,5 0,078 - - - - - -
(n.a.) (n.a.) (0,078)
Garamicina - - - - 0,625 1,25 0,039 - -
(n.a.) (n.a.) (0,078)
Loprox - - - - - - - 12,5 12,5
(n.a.) (25)

CIM (CMM) em pg mL™. N.a.: ndo-ativa nas concentragées testadas. Micro-organismos: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus
subtilis, Bacillus cereus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonela choleraesuis, Candida albicans e Candida glabrata. Concentracdes testadas
(em pg mL1): amostras (3,9 — 500), cloranfenicol (0,19 — 25), benzilpenicilina (0,039 — 5), sulfato de gentamicina (0,039 — 5) e loprox (0,39 — 50).
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5.3 ATIVIDADE CITOTOXICA

A viabilidade das amostras para atividade citotoxica em células tumorais foi
analisada em um ensaio de concentracdo Unica utilizando as amostras na
concentracdo de 50 pg mL?l. Os resultados obtidos nesses ensaios estédo
apresentados na forma de porcentagens de inibicdo celular £ erro padréao (tabela 8)
da média de dois experimentos independentes realizados em triplicata pelo método

do alamar blue apds 72 horas de exposi¢éo.

TABELA 8 - Porcentagem de inibicdo de proliferacéo celular em concentracdo Unica

das amostras de V. pyrantha

Amostra HCT116 B16F10
VV-EB 116,8 +9,80 90,36 + 20,86
VV-Frl 94,67 + 13,07 75,51 +10,90
VV-Fr2 116,7 + 10,56 107,1+6,72
VV-Fr3 116,4 + 10,39 106,8 + 6,59
VV-Fr4 116,1 £ 9,74 107,1 +6,32
VV-Fr5 116,7 + 10,38 107,7 + 6,18
VV-Fr6 113,8 +9,40 107,3 + 6,03
VV-Fr7 116,9 + 10,70 107,7 + 6,21
VV-Fr8 59,50 + 18,33 83,49 + 11,83

DOX 82,84 + 15,32 103,3 +£5,46

Linhagens: HCT116 (carcinoma de célon humano) e B16F10 (melanoma murino).
Concentracgdo testada: 50 ug mL1. Controle positivo: doxorrubicina (DOX).

As amostras de V. pyrantha apresentaram resultados de inibicdo entre 116,9%
(VV-Fr7) e 59,50% (VV-Fr8) para a linhagem HCT116, representante do carcinoma
de colon humano. Para as células B16F10, de melanoma murino, os valores
apresentaram variacéo de 107,7% (VV-Fr5 e VV-Fr7) a 75,51% (VV-Frl).

A fracdo VV-Fr7 se destacou na atividade citotoxica, apresentando os maiores
valores de inibicdo para ambas as linhagens enquanto os menores valores foram
observados na fracdo VV-Fr8 (para a HCT116) e em VV-Frl (para a B16F10).

7

Além disso, em ambos 0s casos € interessante notar que os valores de
porcentagem sao semelhantes para a maior parte das amostras, permanecendo em
torno de 116% para HCT116 (VV-EB, VV-Fr2, VV-Fr3, VV-Fr4, VV-Fr5 e VV-Fr7) e
em torno de 107% para o B16F10 (VV-Fr2, VV-Fr4, VV-Fr5, VV-Fr6 e VV-Fr7).



130

De acordo com o protocolo do LETI/FIOCRUZ, todas as amostras com pelo
menos 75% de inibicdo da proliferacdo celular para pelo menos uma das linhagens
séo consideradas ativas e selecionadas para o calculo do valor de ICso por regressao
nao-linear através do programa GraphPad Prisma versao 5.0. Dessa forma, todas as
amostras foram selecionadas para o calculo de ICso por apresentarem resultados
promissores. Os resultados obtidos contra diferentes linhagens estdo apresentados
natabela 9, com os valores de ICso e seus respectivos intervalos de confianga de 95%,
obtidos a partir de trés experimentos independentes realizados em duplicata pelo

meétodo do alamar blue apds 72 horas de exposi¢do com as células:

TABELA 9 - Valores de ICso para atividade citotdéxica das amostras de V. pyrantha
contra diferentes linhagens de células tumorais e ndo tumorais (MRC-5)

Amostra MCEF-7 HCT116 HepG2 B16F10 MRC-5
VV-EB 21,98 20,08 20,50 12,17 26,47
19,16 — 25,22 13,91 — 28,97 16,04 — 26,20 9,85 - 15,02 21,54 -32,54
VV-Frl 28,65 30,44 41,80 34,46 39,28
23,60 - 34,78 25,72 - 36,02 34,11 - 51,23 28,33 -41,93 32,41 - 47,60
VV-Fr2 18,05 19,93 21,12 11,16 20,17
14,98 — 21,74 13,93 — 28,52 17,13 - 26,03 8,31 -14,98 16,40 — 24,80
VV-Fr3 19,89 14,96 16,44 6,96 20,22
14,06 — 28,12 10,65 - 21,03 13,04 — 20,72 5,29 -9,22 15,96 — 25,61
VV-Fr4 16,12 15,95 16,07 14,53 16,89
11,45 - 22,70 11,87 -21,44 13,27 — 19,47 10,79 - 19,56 14,56 — 19,59
VV-Fr5 22,63 26,68 19,88 12,87 30,58
14,89 — 34,40 25,32 -28,12 9,83 -40,18 10,76 — 15,39 22,88 — 40,87
VV-Fr6 16,29 27,23 26,85 19,08 30,86
9,67 — 27,45 25,27 — 29,33 18,86 — 38,23 16,04 — 22,69 22,29-42,71
VV-Fr7 20,92 27,70 28,12 16,25 29,03
14,66 — 29,85 25,06 — 30,61 24,67 — 32,05 11,64 — 22,68 23,35 -36,09
VV-Fr8 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
DOX 1,56 0,06 0,03 0,03 1,73
0,93-2,61 0,05 -0,08 0,01 - 0,07 0,02 - 0,05 1,00 — 2,99

n.a.: ndo-ativa nas concentracfes testadas. Linhagens: MCF-7 (carcinoma de mama humano), HCT116
(carcinoma de célon humano), HepG2 (carcinoma hepatocelular humano), B16F10 (melanoma murino), MRC-
5 (fibroblasto de pulm&o humano). Concentracdes testadas: 0,19 — 50 pg mL?. Controle positivo:
doxorrubicina (DOX).

Conforme esperado, a fracdo VV-Fr8 nao apresentou citotoxicidade para
nenhuma das células testadas. O extrato bruto apresentou ICsode 21,98 ug mL* para
MCF-7. Esse valor foi potencializado para as fragdes VV-Fr2 (18,05 ug mL?), VV-Fr3
(19,89 pug mLY), VV-Fr4 (16,12 ug mL1), VV-Fr6 (16,29 ug mL?) e VV-Fr7 (20,92 ug
mL1) enquanto as demais fracGes apresentaram menor atividade, com valores de
28,65 ug mL* (VV-Frl) e 22,63 ug mL* (VV-Fr5).

Em relacdo as células de carcinoma de colon, HCT116, o valor de ICso do

extrato bruto (20,08 ug mL?) foi potencializado nas fracdes VV-Fr2 (19,93 ug mL1),
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VV-Fr3 (14,96 yg mL1) e VV-Fr4 (15,95 yg mL?) e enfraquecido nas fragcdes VV-Frl
(30,44 pug mLY), VV-Fr5 (26,68 ug mLt), VV-Fr6 (27,23 ug mL?) e VV-Fr7 (27,70 ug

mL-1).

O VV-EB apresentou citotoxicidade em 20,50 uyg mL* contra as células de
carcinoma hepatocelular (HepG2) enquanto as fragées VV-Fr3 (16,44 ug mL1), VV-
Fr4 (16,07 uyg mL?) e VV-Fr5 (19,88 uyg mL') apresentaram melhor atividade. As
fracbes VV-Frl, VV-Fr2, VV-Fr6 e VV-Fr7 tiveram ICso de 41,80, 21,12, 26,85 e 28,12

ug mL2, respectivamente.

Contra o cancer de pele, representado pelas células de melanoma murino
(B16F10), o VV-EB apresentou ICso de 12,17 ug mL* enquanto as fracées VV-Fr2
(11,16 yg mL1) e VV-Fr3 (6,96 ug mL?) apresentaram melhor atividade. As fracdes
VV-Frl, VV-Fr4, VV-Fr5, VV-Fr6 e VV-Fr7 tiveram ICso de 34,46, 14,53, 12,87 e 19,08

e 16,25 ug mL?, respectivamente.

As células de fibroblasto de pulméao representam células ndo tumorais, servindo
como um tipo de controle. A atividade citotoxica quantificada apresentou os resultados
de 26,47 ug mL* para o VV-EB, 39,28 ug mL* para VV-Frl, 20,17 ug mL* para VV-
Fr2, 20,22 ug mL* para VV-Fr3, 16,89 yg mL? VV-Fr4, 30,58 uyg mL? para VV-Fr5,
30,86 ug mL?* VV-Fr6 e 29,03 uyg mL? para VV-Fr7.

Embora a metodologia in vitro utilizando cultura de células tumorais humanas
seja pratica e eficiente na identificacao de principios ativos e em estudo de mecanismo
de acdo, a etapa fundamental para o desenvolvimento de novas drogas é a
comprovacéo de sua atividade biolégica em modelos experimentais in vivo, utilizando
animais de laboratério, uma vez que a atividade observada em modelos in vitro nem
sempre se repetem nos modelos in vivo por conta de problemas de biodisponibilidade
ou de metabolizacdo daquelas substancias no organismo de um animal (SMITH,;
NGO; MARTIN; WOLF, 2005).

Dessa forma, os valores obtidos pelo método do alamar blue representam certa
toxicidade para as células testadas, inclusive para células saudaveis, mas os ensaios
in vivo precisam ser realizados para que os resultados sejam realmente significativos
em relagdo a isso, ja que o modelo in vivo vai permitir a obtengéo de informagdes

sobre a farmacocinética e a farmacodinamica do novo composto.
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Segundo o0 programa de triagem de drogas citotoxicas utilizado pelo
LETI/FIOCRUZ, os extratos com valores de ICso menores que 30 pug mL*? sdo
considerados promissores (BOIK, 2001; SUFFNESS; PEZZUTO, 1990). Deste modo,
dentre as amostras testadas, observa-se que todas, com exce¢ao da VV-Fr8,
apresentaram atividade citotoxica promissora. No entanto, um estudo combinado dos
modelos in vitro e in vivo € o mais indicado para uma conclusdo mais definitiva a

respeito do potencial anticancer dessas amostras.

5.4 PERFIL METABOLOMICO

Uma breve analise das tabelas de substancias isoladas do género Vellozia
permite a observacdo de diversos isomeros, ou seja, diferentes substancias com
mesma féormula molecular e consequentemente, mesma massa molecular. Desta
forma, a identificacdo do perfil metabolémico foi realizada identificando os compostos

por suas formulas moleculares.

O cruzamento dos dados tedricos (calculados pelas plataformas online) com os
experimentais (obtidos por CLAE-EM) por meio das férmulas moleculares levou até a
identificacdo de 11 substancias, todas com diferentes isbmeros (1 flavonoide, 9
diterpenos e 1 norditerpeno). Ou seja, 11 metabdlitos identificados apenas pela
formula e massa molecular. Além disso, foram identificadas mais 17 substancias de
estrutura definida (sem a presenca de isébmeros): 7 norditerpenos, 6 diterpenos, 1

bisditerpeno, 1 triterpeno, 1 esteroide e 1 acido graxo.

Os dados apresentados na tabela 10 incluem os dados descritivos das
substancias e isbmeros identificados. A estrutura desses compostos pode ser vista
nas tabelas 1, 2 e 3 (paginas 52, 87 e 106) de acordo com a informac&o encontrada
na coluna “identificacéo” (tabela 10), que indica o nUmero e a tabela especifica em
gue essas substancias aparecem no topico das substancias identificadas do género
Vellozia encontradas no levantamento. Os dados experimentais de CLAE-EM
descritos na tabela 10 incluem os valores de desvio, a classe dos metabdlitos, nomes,
tempos de retengéo, formulas moleculares, massas moleculares e os adutos utilizados

na identificagdo. Das substancias identificadas, quatro se destacam por apresentar
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atividades bioldgicas ja reportadas na literatura, ndo havendo relato da atividade

bioloégica das demais.

A férmula molecular C20H2804 refere-se a duas possiveis substancias: os
isdbmeros candidalactona (78, tabela 1) e epoxivellozina (82, tabela 1). A
candidalactona foi isolada anteriormente por Valente et al (1997) da V. candida, tendo
atividade anticancer avaliada contra linhagens mutantes de Saccharomyces
cerevisiae e apresentando toxicidade moderada.

A Isopimara-8(9),15-dien-1,3,7,11-tetraona (19, tabela 1) e os dois possiveis
isbmeros 3,20-ep0Oxi-3-hidroxi-cleistantha-8,11,13-trien-7-ona (C20H2603, 58, tabela 1)
e 3-hidroxi-cleistantha-8,11,13-trien-7-ona (C20H2802, 71, tabela 1) foram isolados da
V. gigantea por Ferreira et al (2017) e apresentaram atividade herbicida contra alface
(Lactuca sativa), lentilha (Lemna paucicostata) e Agrostis stolonifera além da atividade

larvicida contra larvas de Aedes aegypti.
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Identificacdo | APPM Classe Nome RT (min) Formula Massa Aduto
3, T1 6.46 Norditerpeno 13,14,15,16-tetranor-friedolabd-5(6)-en-12-ol 19.57 Ci16H280 259.2021096 | [M+Na]*
4, T1 7.28 Norditerpeno 2-0x0-13,14,15,16-tetranor-clerod-3-en-12-oic acid 19.50 C16H2403 | 265.1823012 [M+H]*
5T1 1.10 Norditerpeno 13-hydroxy-15,16-bis-nor-isopimaran-8,20-olide 15.38 Ci1sH2803 | 315.1932691 | [M+Na]*
6, T1 1.91 Norditerpeno (20R)-8,20-epoxy-15,16-bis-nor-isopimarane-13,20-diol 15.40 Ci18H3003 | 317.2086583 | [M+Na]*
7, Tl 0.73 Norditerpeno 7,8B,13a-trihydroxy-15,16-bis-nor-isopimar-18-oic acid 18.10 CisH300s5 | 327.2173881 [M+H]*
13, T1 5.65 Norditerpeno 20-nor-isopimara-8(9),15-dien-7,11-dione 19.32 C1oH2602 | 309.1813025 | [M+Na]*
16/17, T1 4.95 Norditerpeno 8-hydroxy-18-nor-isopimara-4(19),15-dien-7-one (norcompactone) / 14.81 Ci1oH2802 | 289.2142382 [M+H]*
11B-hydroxy-20-nor-isopimara-8(9),15-dien-7-one
18, T1 6.57 Norditerpeno 8,14-dihydroxy-18-nor-isopimara-4(19),15-dien-7-one 13.65 Ci19H2803 | 305.2136745 [M+H]*
48, T1 9.59 Diterpeno Cleistantha-6,8,11,13-tetraene 21.14 CaoH2s 269.2243441 [M+H]*
51, Tl 5.51 Diterpeno Cleistantha-1,8,11,13-tetraen-3,7-dione 15.83 C20H2402 | 297.1838188 [M+H]*
52/53/54, T1 2.34 Diterpeno 7-oxo-cleistantha-8,11,13-trien-19,203-olide / 3-oxo-cleistantha- 16.16 C20H2403 | 313.1796384 [M+H]*
8,11,13-trien-7,16-olide / (5S,7S,10R)-7a,16:7(3,20-diepoxy-
cleistantha-8,11,13-trien-3-one
19, T1 1.36 Diterpeno Isopimara-8(9),15-dien-1,3,7,11-tetraone 13.72 C20H2404 | 329.1748374 [M+H]*
55, T1 11.22 Diterpeno Cleistantha-5,8,11,13-tetraen-7-one 14.46 C20H260 283.2030139 [M+H]*
56/57, T1 0.48 Diterpeno 7-oxo-cleistantha-8,11,13-trien-20-al / Cleistantha-8,11,13-trien-3,7- 20.44 C20H2602 | 321.1832032 | [M+Na]*
dione
20/58/59/60/ 8.73 Diterpeno 7-oxo0-isopimara-8(9),15-dien-12,20-olide / 3,20-epoxy-3-hydroxy- 15.38 C20H2603 | 315.1932691 [M+H]*
61/77,T1 cleistantha-8,11,13-trien-7-one / 7-oxo-cleistantha-8,11,13-trien-17-oic
acid / 7-oxo-cleistantha-8,11,13-trien-19-oic acid / (3S,5S,7S,10R)-
70,16:7B,20-diepoxy-cleistantha-8,11,13-trien-33-ol / Velloziolide
62, T1 1.22 Diterpeno Cleistantha-8,11,13-trien-17,19-dioic acid 14.96 C20H2604 | 353.1724488 | [M+Na]*
63/64/65/66/ 5.84 Diterpeno (4R,5S,10S)-Cleistantha-8,11,13-trien-19-al / (5S,10S)-Cleistantha- 0.10 C20H280 307.2019915 | [M+Na]*
84, T1 8,11,13-trien-7-one / Cleistantha-8,11,13-trien-17-al (veadeiral) /
Cleistantha-8,11,13-trien-3-one / Ent-kaura-9(11),16-dien-12-one
21/67/68/69/ 3.82 Diterpeno Isopimara-8(9),15-dien-7,11-dione / Cleistantha-8,11,13-trien-17-oic 14.51 C20H2802 | 323.1974642 | [M+Na]*
70/71/72/92, acid (veadeiroic acid) / 6a-hydroxy-cleistantha-8,11,13-trien-7-one / 20-
T1 hydroxy-cleistantha-8,11,13-trien-7-one / 11-hydroxy-cleistantha-

8,11,13-trien-7-one / 3-hydroxy-cleistantha-8,11,13-trien-7-one /
(4R,5S,10S)-Cleistantha-8,11,13-trien-19-oic acid / 15,16-epoxy-
cleroda-3,13(16),14-trien-2-one
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22/73/81/93, 2.36 Diterpeno 12B-hydroxy-isopimara-8(9),15-dien-7,11-dione / 14a-hydroxy- 16.95 C20H2803 | 339.1928139 | [M+Na]*
T1 cleistantha-8,12-dien-7,11-dione / 5,10-epoxy-11-hydroxy-rosane-1,15-
dien-3-one (epoxicorcovadin) / 2-oxo-cleroda-3,13-dien-15,16-olide
78/82, T1 3.98 Diterpeno Candidalactone / 5,10-epoxy-7,11-dihydroxy-rosane-7,15-dien-6-one 15.98 C20H2804 | 355.1871175 | [M+Na]*
(epoxivellozin)
26/83, T1 6.31 Diterpeno 15,16-epoxy-11p-hydroxy-isopimar-8(9)-en-7-one (113-hydroxy- 15.02 C20H3003 | 319.2253057 [M+H]*
nanuzone) / 10S,11R-dihydroxy-rosane-5,15-dien-7-one
(candidenodiol)
28, T1 4.83 Diterpeno 8,14B-dihydroxy-7-oxo-isopimar-15-en-18-oic acid 14.72 C20H300s | 351.2154548 [M+H]*
44/45/90, T1 9.42 Diterpeno Isopimar-15-en-7,8,18-triol (compactotriol) / Isopimar-15-en-7,8,14-triol 19.31 C20H3403 | 345.2373126 | [M+Na]*
/ 3B-hydroxylabd-8(17)-en-15-oic acid
99, T1 4.96 Bisditerpeno Bismagdalenic acid 15.05 Ca0He0O4 | 605.4539824 [M+H]*
111, T1 7.90 Triterpeno 20-hydroxylupan-3-one 21.27 CsoHs002 | 465.3745271 | [M+Na]*
122, T1 6.12 Esteroide Stigmasta-5,22-dien-3B-ol (stigmasterol) 22.77 C29H480 435.362949 [M+Na]*
145/166, T2 5.86 Flavonoide 8-C-methylvelloquercetin 3,5,3'-trimethyl ether/Velloquercetin 3,5,3',4’- 0.07 C24H2407 | 425.1575406 [M+H]*
tetramethyl ether
187, T3 6.37 | Acido graxo Acido oleico 19.41 CigH3402 | 305.2437056 | [M+Na]*

T1: tabela 1 (pagina 52), T2: tabela 2 (pagina 87), T3: tabela 3 (pagina 106).
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6 DISCUSSAO

As anadlises por CLAE-EM resultam na obtencéo de cromatogramas e espectros
de massa complexos, ndo dando uma lista comparativa ou clara dos metabdlitos
presentes, por exemplo. Por conta disso, o tratamento de dados metabolémicos é
dividido em processamento de dados e anélise dos dados.

O processamento de dados tem o objetivo principal de transformar os dados
brutos tridimensionais (como os valores de relacdo m/z, tempo de retencédo e
intensidade ou area detectada) dos cromatogramas e espectros em dados em uma
matriz bidimensional com a intensidade de cada metabolito encontrado nas amostras
(CANUTO, 2016; YI; DONG; YUN; DENG et al., 2016).

Outras etapas importantes no processamento de dados metaboldémicos sédo o
alinhamento dos picos e o preenchimento de lacunas, ambas realizadas por
algoritmos. A primeira etapa é feita para corrigir oscilacdes aleatérias de tempo de
retencdo de um mesmo pico entre diferentes amostras e a segunda é utilizada para
recuperar sinais que podem ter sido eliminados nas etapas anteriores (BELINATO;
BAZIOLI; SUSSULINI; AUGUSTO et al., 2019).

Diversos processos podem diminuir a exatiddo e precisdo das analises por
CLAE-EM. Os sinais analiticos do cromatograma, por exemplo, possuem influéncia
dos ruidos e da sensibilidade do equipamento. Por conta disso, os dados
metabolémicos precisam ser normalizados para que sejam diminuidos os erros
tendenciosos e a integridade das diferencas biolégicas seja mantida (CANUTO, 2016;
KALOGIOURI; AALIZADEH; DASENAKI; THOMAIDIS, 2020).

De acordo com Yi et al (2016), a normalizacédo remove variagcdes confusas
atribuidas a fontes experimentais, como ruido analitico ou de viés experimental, e

retém variacdes relevantes atribuidas a eventos biolégicos.

Dessa forma, para que amostras diferentes sejam comparadas entre si no
mesmo estudo, a variacao sistémica e escalar dos dados deve deixar de existir,
exigindo que a normalizacdo dos dados seja feita (BELINATO; BAZIOLI; SUSSULINI;
AUGUSTO et al., 2019).
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Com a matriz de dados devidamente obtida, as informacdes relevantes sao
retiradas por meio das analises estatisticas. A analise de variancia de uma via (one
way ANOVA) é uma ferramenta estatistica utilizada para avaliar a variancia de
diferentes grupos e determinar se os dados advém de populagdes iguais ou diferentes,
atribuindo significancia aos compostos identificados em analises (HOFFMAN, 2015;
KALOGIOURI; AALIZADEH; DASENAKI; THOMAIDIS, 2020).

No entanto, os resultados da ANOVA nao identificam quais as diferencas
existentes entre os grupos. Para que as diferencas sejam exploradas, os testes de de
comparacao multipla, ou post hoc, sdo recomendados, a exemplo do teste de menor
diferencga significativa (LSD) de Fisher, que compara as médias em pares e cria
intervalos de confianca para todas as diferencas de pares. Sendo assim, o grafico de
ANOVA, junto com os valores do teste de post hoc ajudam na sele¢édo dos dados mais
relevantes no conjunto de amostras testado, determinando quais valores séo

significantes na diferenciacao dos grupos de amostra.

Os dados de CLAE-EM foram submetidos a ANOVA (figura 25) e quando
constatada diferencas significativas, as médias eram comparadas pelo método de

LSD conforma os dados apresentados no post hoc disponivel no anexo C.
FIGURA 25 - ANOVA dos compostos identificados por CLAE-EM
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Cada ponto representa uma férmula molecular das apresentadas na tabela 10.

Fonte: Dados experimentais plotados pelo MetaboAnalyst 4.0

De modo geral, todos os metabdlitos apresentados acima da linha tracejada

num gréafico de ANOVA apresentam variacao significativa. Desta forma, todas as 28
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substancias identificadas apresentam variacao significativa na diferenciacdo das

amostras de resina e fracdes de V. pyrantha mediante a anélise de variancia.

A analise multivariada foi feita principalmente por analise discriminante por
minimos quadrados parciais (PLS-DA, do inglés, Partial Least Squares-Discriminant
Analysis) e analise de agrupamento hierarquico. A PLS-DA €& um método
supervisionado de analise multivariada que permite a classificacdo de diferentes
amostras de acordo com o seu perfil metabdlico, associando uma classe a cada
observacédo e permitindo a visualizacdo de separacdes entre as amostras analisadas
(WESTERHUIS; HOEFSLOOQOT; SMIT; VIS et al., 2008).

O gréfico de PLS-DA é bastante utilizado em analises metabolémicas por
fornecer a visualizacdo grafica da classificacdo dos dados, permitindo a identificacéo
de padrdoes de separacdo e ajudando no estabelecimento de relacbes entre as
diferentes amostras (KALOGIOURI; AALIZADEH; DASENAKI; THOMAIDIS, 2020;
SUGIMOTO; KAWAKAMI; ROBERT; SOGA et al, 2012). A semelhanca na
composicdo das amostras de V. pyrantha foi visualizada e avaliada por PLSA-DA
(figura 26).

FIGURA 26 - Gréfico de PLS-DA das amostras de V. pyrantha
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Fonte: Dados experimentais plotados pelo MetaboAnalyst 4.0
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O componente principal 1 explicou 24,6% da variancia total enquanto o

componente principal 2 explicou 18,7% da variancia total.

A maior parte da variacdo na composi¢cdo dos metabdlitos pode ser atribuida
ao gradiente de polaridade utilizado no fracionamento inicial da VV-EB, uma vez que
a polaridade do solvente vai afetar no tipo de metabdlitos extraidos, que por sua vez,
vai afetar a composicdo das amostras. Por conta disso, pode-se inferir que a
composicao das amostras polares (obtidas em sistemas com maior polaridade e em
metanol) é bem diferente da composi¢cao das amostras apolares (obtidas em hexano

€ Nos sistemas iniciais).

A simples andlise visual do grafico de PLS-AD permite a visualizagéo de que a
VV-EB se encontra no centro da distribuicdo no grafico, com as fracdes iniciais (VV-
Frl, VV-Fr2, VV-Fr3, VV-Fr4 e VV-Fr5) ao redor enquanto as ultimas fragées (VV-Fr
6, VV-Fr7 e VV-Fr8) encontram-se mais afastadas das outras. Logo, percebe-se que

a inferéncia acerca da composicao diferente por conta da polaridade esté correta.

O gréfico permite identificar também que a composicao de VV-Frl, VV-Fr2, e
VV-Fr4 apresentam maior semelhanca entre si enquanto VV-Fr3 e VV-Fr5 se
assemelham mais com a resina bruta (VV-EB). As amostras mais polares sao
diferentes das demais, mas também ndo se agrupam, possuindo composicao

diferente também entre elas mesmas.

Com o intuito de avaliar a qualidade e confiabilidade dos resultados
apresentados na PLS-DA, a validacdo cruzada (cross validation, CV) é utilizada,
funcionando como um método de validacdo de modelos de classificacdo como a PCA
e a PLS-DA. A CV é uma das técnicas de validacao mais utilizadas por conta da sua
capacidade de selecionar os modelos com base na capacidade de previsdo dos
mesmos (WESTERHUIS; HOEFSLOOT; SMIT; VIS et al., 2008).

A PLS-DA foi avaliada pelo método Leave One Out Cross Validation (LOOCYV).
Esse método consiste em escolher uma das amostras para compor o conjunto de
validacdo e as demais amostras remanescentes sao usadas para o conjunto de
treinamento. Posteriormente uma nova amostra é retirada para integrar o conjunto de
treinamento até que todas sejam avaliadas (CHONG; WISHART; XIA, 2019;
WESTERHUIS; HOEFSLOOT; SMIT; VIS et al., 2008)
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Existem trés fatores obtidos nas analises de validacdo cruzada: a eficacia da
previsdo (Accuracy) e os parametros de exatiddo Q? e R?. Na validacédo cruzada da
PLS-DA das amostras de V. pyrantha (figura 27) os valores obtidos sao descritos na
tabela 11.

TABELA 11 - Parametros da validacao cruzada de amostras de V. pyrantha

Medida Componente 1 Componente 2
Accuracy 0.0 0.074074
Q? 0.55363 0.69823
R? 0.68782 0.79266

De acordo com Cohen (1988) e Hair Jr. et al (2014) , os valores de R? acima
de 26% e Q2 maior que zero garantem relevancia as andlises. Sendo assim, a
validac&o cruzada do modelo plotado (figura 27) entdo garantiu relevancia ao PLS-
DA, uma vez que foram apresentados valores de R? em 79.2% e Q?de 0.69.

FIGURA 27 - Validagdo cruzada da PLS-DA das amostras

o
S
O Accura
O R2
«Q _| O Q2
o
*
3
e 9 _|
[ o
=
2
£ de
N_
o
o_.
o
1 2

Number of components

Fonte: Dados experimentais plotados pelo MetaboAnalyst 4.0

A semelhanca na composicdo das amostras foi visualizada também por anélise
de agrupamento hierarquico (clustering analysis), um método estatistico que envolve
a divisdao dos dados estudados em diferentes subgrupos organizados
hierarquicamente por meio de dendogramas (SUGIMOTO; KAWAKAMI; ROBERT;
SOGA et al., 2012). De um modo geral, as observacdes de agrupamento visualizadas
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na PLS-DA foram confirmadas pelo agrupamento hierarquico, conforme pode ser visto

na figura 28:

FIGURA 28 - Analise de agrupamento
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Fonte: Dados experimentais plotados pelo MetaboAnalyst 4.0

FR6_3
FR6_2
FR6_1

FR4 3
FR4_1
FR4 2
EB_2
EB_1
EB_3

FR2 2
FR2_1
FR2_3
FR1 3
FR1_1

FR1 2

E possivel identificar no grafico de clustering que a composicdo das fracdes
VV-Fr2, VV-Fr3, VV-Fr4 e VV-Fr5 é semelhante a composicdo da resina (VV-EB)

enguanto as fracdes VV-Fr6, VV-Fr7 e VV-Fr8 possuem composicao semelhante entre

elas. Mais uma vez, € observado que a VV-EB esta posicionada no centro do

agrupamento e que a composi¢cdo das amostras, no geral, pode ser separada em

relacdo a polaridade das amostras.

A diferenca observada na andlise de agrupamento em relacdo a PLS-DA é a

composicdo da VV-Frl, que ndo forma agrupamento, estando em hierarquia com o

agrupamento de todas as outras amostras. Essa diferenca pode nao ser téo

significativa, uma vez que o agrupamento hierarquico utiliza medidas estatisticas
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simples para calcular a distancia entre diferentes amostras bioldgicas e raras vezes
essa distancia € igual a distancia biolégica real (CHONG; WISHART; XIA, 2019).

A selecdo de variaveis é uma ferramenta que visa extrair informacgfes acerca
de metabdlitos importantes a partir dos valores experimentais, como os valores de m/z
detectados por espectrometria de massas, com o intuito de responder as questdes
biolégicas e por conta disso desempenha um papel essencial na éarea de
metaboldmica (YI; DONG; YUN; DENG et al., 2016)

Os metabdlitos de V. pyrantha discriminantes que contribuem para a separacao
das amostras foram selecionados nos modelos de PLS-DA através do grafico de
Importancia da Varidvel na Projecdo (Variable Importance on Projection, VIP)
utilizando os valores de VIP score (VIP > 1), que de acordo com Yi et al (2016), indicam

a importancia de cada variavel dentro do modelo projetado em um PLS-DA.

Das 28 substancias identificadas nas amostras de V. pyrantha, nove
apresentaram valores de VIP > 1, conforme pode ser observado no grafico de VIP

(figura 29) e nos resultados obtidos no MetaboAnalyst 4.0 (anexo D).

FIGURA 29 - Grafico de VIP scores das amostras e metabdlitos de V. pyrantha
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Fonte: Dados experimentais plotados pelo MetaboAnalyst 4.0
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Os metabdlitos discriminantes nas amostras de V. pyrantha foram os de formula
molecular C2o0H2804, C20H280, C20H3403, C20H2602, Ci18H3003, C20H2803, C20H300s5,
C19H2803 e C20H2s, todos diterpenos com valores de VIP score entre 1,01 (C2o0H2s804)
e 1,70 (CzoHzs). Dessa forma, o metabdlito mais importante nas nossas analises foi 0
Cleistanta-6,8,11,13-tetraeno (Cz0Hz2s8), um diterpeno aromatico de esqueleto
cleistantano. A maior contribuicdo de um diterpeno de esqueleto isopimarano ou
cleistantano ja era esperada, uma vez que o levantamento bibliografico das
substéancias isoladas anteriormente no género Vellozia resultou na identificacado de
123 terpendides, com aproximadamente 100 diterpenos (predominando os de

esqueleto isopimarano e cleistantano).

Dos 9 diterpenos discriminantes, quatro possuem estrutura definida: (20R)-
8,20-ep0xi-15,16-bis-nor-isopimarano-13,20-diol (C1sH3003), acido 8,14p-dihidroxi-7-
oxo-isopimar-15-en-18-6ico  (C20H3005), 8,14-dihidroxi-18-nor-isopimara-4(19),15-
dien-7-ona (Ci9H2803), Cleistanta-6,8,11,13-tetraeno (C20H2s). Os demais sé&o
isbmeros de mesmo esqueleto ou de esqueletos semelhantes: C20H2504
(candidalactona ou epoxivellozina), C20H280 ((4R,5S,10S)-Cleistanta-8,11,13-trien-
19-al, (5S,10S)-Cleistanta-8,11,13-trien-7-ona, Cleistanta-8,11,13-trien-17-al,
Cleistanta-8,11,13-trien-3-ona ou  Ent-kaura-9(11),16-dien-12-ona), = C20H3403
(Isopimar-15-en-7,8,18-triol, Isopimar-15-en-7,8,14-triol ou &cido 3B-hidroxilabd-
8(17)-en-15-6ico), C20H2602 (7-oxo-cleistanta-8,11,13-trien-20-al ou Cleistanta-
8,11,13-trien-3,7-diona), C20H2803 (12B-hidréxi-isopimara-8(9),15-dien-7,11-diona,
14a-hidroxi-cleistanta-8,12-dien-7,11-diona, 5,10-ep06xi-11-hidréxi-rosano-1,15-dien-

3-ona ou 2-oxo-cleroda-3,13-dien-15,16-olideo).

Devido a alta complexidade dos dados metabolémicos, algumas ferramentas
sdo utilizadas para facilitar a visualizacao dos metabdlitos identificados nas condi¢cdes
avaliadas. A utilizacdo dessas ferramentas garante uma melhor visualizacdo e,
consequentemente, a compreensdo das mudancas do metaboloma de um sistema
biolégico bem como das possiveis respostas de quaisquer experimentos (BELINATO;
BAZIOLI; SUSSULINI; AUGUSTO et al., 2019; SUGIMOTO; KAWAKAMI; ROBERT;
SOGA et al., 2012).

O heatmap é uma técnica de visualizacdo muito utilizada que converte uma
tabela numérica em um mapa bidimensional colorido para prover uma vista intuitiva

dos dados acerca da composicdo das amostras. O mapa abrange cores do azul ao
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vermelho, apresentando areas “frias” (cor azul, baixa concentracdo do metabdlito) e
areas “quentes” (cor vermelha, alta concentragdo do metabdlito) (CHONG; WISHART;
XIA, 2019).

Esses graficos, em conjunto com os dados dos graficos de VIP, permitem a
avaliacdo da distribuicdo dos metabdlitos nas amostras com o intuito de atribuir

significancia aos resultados de ensaios biologicos.

A compreensao das mudancas do metaboloma da V. pyrantha e das possiveis
respostas as atividades biologicas foi obtida pela analise do heatmap (figura 30),
plotado pelo MetaboAnalyst 4.0.

FIGURA 30 - Gréfico de heatmap das amostras de V. pyrantha
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As analises de VIP em conjunto com o grafico de heatmap resultaram nas
seguintes observacbes acerca dos metabdlitos discriminantes nas analises
estatisticas das amostras de V. pyrantha: O cleistanta-6,8,11,13-tetraeno (CzoH2s),
metabolito de maior importancia, esta concentrado nas fracdes VV-Fr2, VV-Fr3 e VV-
Fr4, além da resina (VV-EB). O norditerpeno epoxidado (20R)-8,20-ep6xi-15,16-bis-
nor-isopimarano-13,20-diol (CisH3003) se concentra na amostra VV-Fr7 e em menor
quantidade na VV-Fr5. O diterpeno &cido 8,14B-dihidroxi-7-oxo-isopimar-15-en-18-
0ico (C20H300s) e o norditerpeno 8,14-dihidréxi-18-nor-isopimara-4(19),15-dien-7-ona
(C19H2803) se concentram na VV-Fr8. O metabdlito C20H2804 esta concentrado em VV-
Fr8, apresentando menores quantidades nas amostras VV-Frl e VV-Fr7. O diterpeno
C20H2s80 concentra-se na VV-Frl e apresenta menor quantidade em VV-Fr3. Em VV-
Fré e VV-Fr7 estdo as maiores concentracdes de C2oH34O3 e em VV-EB e VV-Fr2
estdo os diterpenos cleistantanos C20H2602. Por fim, o diterpeno C20H2s03 se
concentra nas amostras VV-EB, VV-Fr2, VV-Fr3 e VV-Fr4.

De um modo mais geral, focando na relacdo dos 28 metabdlitos com as nove
amostras, pode-se observar que as fragbes iniciais VV-Frl, VV-Fr2, VV-Fr3 e as
fracbes finais VV-Fr6, VV-Fr7, VV-Fr8 concentram as maiores quantidades de

metabdlitos, discriminantes ou nao.

Observa-se que os diterpenos e norditerpenos de esqueleto cleistantano e
isopimarano foram identificados em maior quantidade. Na literatura, ha relatos de
atividade citotoxica, antimicrobiana, fitotbxica e antioxidante de diterpenos e
norditerpenos isopimaranos e cleistantano isolados de diferentes fontes (ARIEFTA et
al., 2018; ELSHAMY et al., 2020; GENG et al., 2021; LEE et al., 2007; LIANG et al.,
2016; MINH et al., 2011; RIJO et al., 2009; ZHENG et al., 2018). Desse modo, a
identificacdo dessas substancias nas amostras de V. pyrantha justifica a existéncia
das atividades biologicas obtidas experimentalmente.

O melhor resultado de atividade antioxidante das amostras de V. pyrantha nos
ensaios de sequestro de DPPH foi apresentado por VV-Fr5, obtendo ICso de 205,48
ug mL1. Apesar disso, esse valor ainda é 250 vezes menor que o ICso do controle
positivo (1,98 pg mL™?). Observa-se no heatmap que nessa fracéo estdo concentrados

diterpenos e norditerpenos, como C20H3003 e C18H300s.
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A atividade antioxidante de qualquer composto normalmente advém de
compostos fendlicos como flavonoides e antocianinas. No entanto, de acordo com
Elfalleh, Kirkan e Sarikurkcu (2019), a atividade antioxidante de um composto esta
vinculada a quantidade de hidroxilas livres e a conjugacéo de cadeiras laterais para

anéis aromaticos.

Através da identificacdo dos metabdlitos da VV-Fr5 pode-se inferir que o
resultado da atividade antioxidante advém da presenca de diterpenos aromaticos, que
podem estabilizar os radicais livres por ressonancia e apresentar atividade bioldgica,
como os norditerpenos bioativos isolados de Delphinium linearilobum e os diterpenos
bioativos isolados de Lobophytum compactum (KOLAK; OZTURK; OZGOKCE;
ULUBELEN, 2006; MINH; KIEM; NHIEM; CUONG et al., 2011).

A falta de identificacdo de compostos fendlicos no metaboloma de V. pyrantha
por CLAE-EM é outra informacdo que daria dicas acerca da baixa ou nenhuma
atividade antioxidante nas amostras. Além disso, apenas um flavonoide foi identificado

nas amostras, o que indicaria baixas quantidades na quantificacédo de fendlicos totais.

O maior resultado foi observado para a VV-EB (154,26 mg EAG g), que pelo
heatmap, apresenta baixas concentracdes para todos os metabdlitos, registrando a
presenca apenas de diterpenos (C2oHzs, C20H2803, C20H2602). Uma vez que a relacéo
entre os compostos fendlicos e a atividade antioxidante € proporcional, era esperado
gue a VV-Fr5 apresentasse 0s maiores valores enquanto o seu resultado experimental
foi um dos mais baixos (55,99 mg EAG g*!). Curiosamente, a Unica amostra sem
atividade antioxidante quantificavel (VV-Frl) foi a inica em que o flavonoide C24H2407
é encontrada em altas concentracdes pelo heatmap e apresentou 74,44 mg EAG g+

na quantificac@o de fendlicos totais.

A maior quantificacdo na resina bruta pode ser justificada pelo método utilizado,
ja que o método de Folin-Ciocalteau quantifica agentes redutores no geral e até entao,
tanto no levantamento quanto na identificacdo por CLAE-EM, foram identificados

diversos diterpenos com capacidade redutora.

As amostras VV-Fr7 e VV-Fr8 concentraram os melhores resultados de
atividade antimicrobiana. Conforme citado anteriormente, as amostras mais polares
estdo no grupo que contém a maior concentracdo dos metabdlitos identificados,

possuindo concentragfes elevadas dos metabolitos C20H2604, C20H2804, C19H280s3,
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C20H300s5 (VV-Fr8) e CisH3402, C20H2602, C20H2403 e Cz0H2s (VV-Fr7), o que pode
indicar a existéncia de atividade antimicrobiana decorrente dessas substancias,

proveniente de sinergismo ou da acgdo individual dos metabalitos.

A mesma observacao pode ser dita com relacdo a atividade citotdxica, uma vez
qgque houveram resultados considerados como promissores pelo protocolo da
FIOCRUZ para todas as amostras e a composicao observada pela analise do heatmap
é formada pelas altas concentracdes de diterpenos e norditerpenos, conforme

comentarios anteriores.

7 CONCLUSAO

A relacao direta entre o consumo de alimentos ou utilizagdo de produtos com
substancias bioativas (antioxidantes ou antimicrobianas) com o tratamento e/ou
prevencao de diversas doencas, como as infecciosas ou o cancer, torna necessaria
a descoberta constante de novas substancias e novas fontes de metabdlitos
bioativos.

Nesse trabalho, a atividade antioxidante, antimicrobiana contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas e citotdxica contra quatro linhagens de células tumorais
da resina de Vellozia pyrantha e de suas fragcdes derivadas de uma simples
cromatografia em coluna foi comprovada, dando significancia e importancia ao
estudo e utilizacdo da planta de forma tradicional. E importante ressaltar que esse
trabalho € inédito, ndo existindo quaisquer publicacbes acerca da atividade
biolégica ou composicdo quimica da espécie, contribuindo para a classificacao

taxondbmica da mesma.

Estudos de correlacdo devem ser feitos para avaliar a contribuicdo direta das
substéancias identificadas na atividade biologica encontrada e a atividade in vivo das
amostras deve ser avaliada para que a atividade anticancer das amostras seja
obtida, uma vez que os testes in vitro apresentaram atividade potencial. E
interessante também que o estudo fitoquimico da planta seja feito para que as
substéancias identificadas por CLAE-EM atraves de formula molecular tenham a sua

estrutura definida por meio de técnicas espectroscépicas como RMN e EM.
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Além disso, o estudo fitoquimico de maneira bioguiada pode tornar-se Util para
o isolamento e identificacdo de substancias com atividades bioldgicas presentes na
resina bruta estudada. Por conta disso, € importante a continuagdo do estudo
metabolomico da resina de V. pyrantha.
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APENDICE A - Curva de calibracdo do DPPH e consumo do &cido gélico
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APENDICE B - Consumo de DPPH das amostras de V. pyrantha
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APENDICE C - Massas de alta resolucio dos compostos de Vellozia
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Férmula molecular [M]* [M+H]* [M+Na]*
Diterpenos| - - -
Ci6H2s0 236.214015 237.221840 259.203785
Ci6H2602 250.193280 251.201104 273.183050
Ci6H2403 264.172545 265.180370 287.162315
Ci6H2404 280.167460 281.175285 303.157230
CisH2503 292.203845 293.211670 315.193615
CisH3003 294.219495 295.227320 317.209264
CisH3005 326.209325 327.217150 349.199095
Ci9H1802 278.130680 279.138505 301.120450
C19H2002 280.146330 281.154155 303.136100
Ci9H220 266.167065 267.174890 289.156835
Ci9H2203 298.156895 299.164720 321.146665
Ci9H2403 300.172545 301.180370 323.162315
Ci9H2602 286.193280 287.201105 309.183050
Ci9H2603 302.188195 303.196020 325.177965
Ci9H2604 318.183110 319.190934 341.172880
Ci9H2502 288.208930 289.216755 311.198700
Ci9H2803 304.203845 305.211670 327.193615
Ca2oH2s 268.219100 269.226925 291.208870
C20Hs0 270.234750 271.242575 293.224520
C20H2203 310.156895 311.164720 333.146665
C20H2402 296.177630 297.185455 319.167400
C20H2403 312.172545 313.180370 335.162315
C20H2404 328.167460 329.175285 351.157230
C20H260 282.198365 283.206190 305.188135
C20H2602 298.193280 299.201105 321.183050
C20H2603 314.188195 315.196020 337.177965
C20H2604 330.183110 331.190934 353.172880
Ca20H2s0 284.214015 285.221840 307.203785
C20H2502 300.208930 301.216755 323.198700
C20H2803 316.203845 317.211670 339.193615
C20H2804 332.198760 333.206585 355.188530
C20H300 286.229665 287.237490 309.219435
C20H3002 302.224580 303.232404 325.214349
C20H3003 318.219495 319.227320 341.209264
C20H3004 334.214410 335.222235 357.204180
C20H3005 350.209325 351.217150 373.199095
C20H320 288.245315 289.253140 311.235085
C20H3202 304.240230 305.248055 327.230000
C20H3203 320.235145 321.242970 343.224915
C20H3204 336.230060 337.237885 359.219830
C20H320s 352.224975 353.232800 375.214745
C20H3303Cl 356.211823 357.219648 379.201593
C20H3402 306.255880 307.263705 329.245650
C20H3403 322.250795 323.258620 345.240565
C20H3602 308.271530 309.279355 331.261300
C21H3403 334.250795 335.258620 357.240565
Ca22H3604 364.261359 365.269185 387.251130
Ca0Hs004 604.449160 605.456985 627.438930
Triterpenos| - - -

Cso0H460 422.354865 423.362690 445.344635
C30H4602 438.349780 439.357605 461.339550
Cs0H4603 454.344695 455.352520 477.334465
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Cs0H4s0 424.370515 425.378340 447.360285
C30H4502 440.365430 441.373255 463.355199
C30H4s03 456.360345 457.368169 479.350114
CsoHs00 426.386165 427.393990 449.375935
C30H5002 442.381080 443.388905 465.370850
Cs1Hs00 438.386165 439.393990 461.375935
Cs31H5202 456.396730 457.404555 479.386500
Esteroides| - - -
CasH4s0 400.370515 401.378340 423.360285
C29H450 412.370515 413.378340 435.360285
C29Hs00 414.386165 415.393990 437.375935
Flavonoides| - - -
Ci15H1006 286.047740 287.055565 309.037510
Ci15H1206 288.063390 289.071215 311.053160
Ci16H1206 300.063390 301.071215 323.053160
C16H1207 316.058305 317.066130 339.048075
C17H1407 330.073955 331.081780 353.063725
Ci18H160s 360.084520 361.092345 383.074290
C19H1807 358.105255 359.113079 381.095024
C19H180s8 374.100170 375.107995 397.089940
C19H2006 344.125990 345.133815 367.115760
C20H1607 368.089605 369.097430 391.079375
C20H1806 354.110340 355.118165 377.100110
C20H1807 370.105255 371.113079 393.095024
C20H200s8 388.115820 389.123645 411.105590
C20H2207 374.136555 375.144380 397.126324
C21H1806 366.110340 367.118165 389.100110
C21H1807 382.105255 383.113079 405.095024
C21H2007 384.120905 385.128730 407.11067
C21H20010 432.105649 433.113475 455.095420
C21H20011 448.100564 449.108390 471.090335
C21H20012 464.095480 465.103305 487.085250
C22H2006 380.125990 381.133815 403.115760
C22H2007 396.120905 397.128730 419.110675
C22H2207 398.136555 399.144380 421.126324
C22H22013 494.106045 495.113870 517.095815
C23H2206 394.141640 395.149465 417.131409
C23H2207 410.136555 411.144380 433.126324
C23H24012 492.126780 493.134605 515.116550
C23H24013 508.121695 509.129520 531.111465
C24H2407 424.152205 425.160030 447.141975
C2sH2506 424.188590 425.196415 447.178360
C25H2009 464.110735 465.118560 487.100505
C26H28015 580.142825 581.150650 603.132595
C27H30015 594.158475 595.166300 617.148245
C27H30016 610.153390 611.161215 633.143160
C30H26014 610.132260 611.140085 633.122030
Outros| - - -
CoHsO4 180.042260 181.050085 203.032030
Ca7Hse 380.438200 381.446025 403.427969
CasgHss 394.453850 395.461675 417.443620
Ca9Heo 408.469500 409.477325 431.459270
CsoHez2 422.485150 423.492975 445.474920
Ci6H3202 256.240230 257.248055 279.230000
Ci6H1603 256.109945 257.117770 279.099715
CisH3402 282.255880 283.263705 305.245650
CisH3602 284.271530 285.279355 307.261300
CsoHs20 438.480064 439.487890 461.469835
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ANEXO B — Normalizacédo dos dados de CLAE-EM
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ANEXO C - Resultados do post hoc utilizando LSD de Fisher
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Férmula f. value p. value -log10(p) FDR Fisher's LSD
C20H2602 585.98 3.8164e-20 19.418 1.0686e-18 VP_EB-VP_FR1
CaoH2s 523.19 1.0528e-19 18.978 1.4739%-18 VP_EB-VP_FR1
C20H3403 480.26 2.2648e-19 18.645 2.1138e-18 VP_FR1-VP_EB
Ca0Hs004 260.38 5.3445e-17 16.272 3.6491e-16 VP_EB-VP_FR1
C20H280 254.64 6.5162e-17 16.186 3.6491e-16 VP_FR1-VP_EB
Ci8H3003 230.23 1.5964e-16 15.797 7.45e-16 VP_EB-VP_FR1
C20H3005 187.84 9.7146e-16 15.013 3.8858e-15 VP_EB - VP _FR2
C20H2402 170.03 2.3473e-15 14.629 8.2157e-15 VP_FR1-VP_EB
Ci8H3402 156.57 4.8676e-15 14.313 1.5144e-14 VP_EB-VP_FR1
C19H25802 144.16 1.0088e-14 13.996 2.8247e-14 VP_EB-VP_FR1
Ci19H2803 111.33 9.7905e-14 13.009 2.4921e-13 VP_EB-VP_FR2
C20H2604 104.08 1.7662e-13 12.753 4.1211e-13 VP_EB-VP_FR1
C20H25802 99.972 2.5124e-13 12.6 5.4114e-13 VP_FR1-VP_EB
C24H2407 83.69 1.1837e-12 11.927 2.3674e-12 VP_FR1-VP_EB
CisH2803 68.477 6.7293e-12 11.172 1.1776e-11 VP_EB-VP_FR1
C20H2603 68.477 6.7293e-12 11.172 1.1776e-11 VP_EB-VP_FR1
Cs3o0Hs002 58.579 2.5761le-11 10.589 4.2429e-11, VP_FR1-VP_EB
C20H25803 54.999 4.4184e-11 10.355 6.873e-11 VP_EB-VP _FR1
C20H3003 32.92 3.3063e-09 8.4807 4.8724e-09 VP_EB-VP _FR1
C29H450 25.215 2.9063e-08 7.5367 4.0688e-08 VP_FR1-VP_EB
C20H2804 23.912 4.4481e-08 7.3518 5.9308e-08 VP_FR1-VP_EB
Ci16H2403 15.47 1.3123e-06 5.882 1.6702e-06 VP_FR2-VP_EB
C20H2404 7.1035 0.00028605 3.5436 0.00034823 VP_FR1-VP_EB
C20H260 6.4658 0.0005082 3.294 0.00059291 VP_FR1-VP_EB
C19H2602 6.4065 0.0005371 3.2699 0.00060155 VP_FR4 -VP_EB
Ci18H300s5 5.8092 0.00095482 3.0201 0.0010283 VP _FR1-VP_EB
Ci6H280 4.3456 0.0046084 2.3364 0.0047791 VP_FR2-VP_EB
C20H2403 3.1181 0.02146 1.6684 0.02146 VP_FR2-VP_EB
C20H2602 585.98 3.8164e-20 19.418 1.0686e-18 VP_EB-VP _FR1
CaoH2s 523.19 1.0528e-19 18.978 1.4739%-18 VP_EB-VP _FR1




ANEXO D - Valores de VIP scores dos metabolitos de V. pyrantha
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Composto Comp. 1 Comp. 2 Comp. 3
CaoHz2s 1.8111 1.6871 1.6093
Ci9H2503 1.7352 1.6886 1.6333
C20H300s 1.6032 1.6098 1.538
C20H2s803 1.5553 1.4489 1.3835
Ci8H3003 1.4774 1.3804 1.3167
C20H2602 1.4359 1.3376 1.2929
C20H3403 1.2519 1.1679 1.1616
Ca20H280 1.1799 1.1042 1.0637
C20H2804 1.0024 0.98073 1.0623
C30Hs002 0.96463 0.93074 0.90791
C20H2403 0.96339 1.0312 1.0309
C20H2604 0.91215 0.85443 0.87942
C40Hs004 0.89362 0.83653 1.0135
C24H2407 0.87975 0.86368 0.84838
Ci8H3402 0.85903 0.83595 0.85273
C18H300s 0.83805 0.80713 0.8429
C19H2602 0.76536 0.77091 0.73667
C20H3003 0.72842 0.69447 0.71804
C20H2402 0.7094 0.67222 0.65725
C20H2404 0.53296 0.56268 0.56545
C16H2403 0.5151 0.7136 0.70329
C20H25802 0.51319 0.78502 1.0234
Ca29H150 0.42171 0.5146 0.5147
Ca20H260 0.28877 0.35518 0.38151
CisH280 0.25798 0.68979 0.82619
CisH25803 0.15127 0.57264 0.61859
C20H2603 0.15127 0.57264 0.61859
C19H25802 0.0461 0.65032 0.62697




