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RESUMO

SANTOS, F. A. Metaboldmica para andlise de cultivares, quimiotaxonomia e triagem de
inibidores de lactato desidrogenase-5 (LDH-5) em espécies de Asteraceae 2019. 178 f.
Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade
de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2019.

Metabolémica pode ser definida como o estudo de todos os metabdlitos de um dado sistema
biolégico. Tal estudo possibilita abordagens holistias e integradas de diversos ramos da
ciéncia. Deste modo, problemas em delimita¢des taxondmicas, andlise da influéncia ambiental
sobre plantas, e triagem de metabdlitos bioativos constituem exemplos de areas onde a
metabol6mica pode atuar. A familia Asteraceae, com aproximadamente 25.000 espécies, tem
sido alvo de estudos taxondémicos por décadas. Assim sendo, a abordagem metabolémica
aplicada a quimiotaxonomia pode auxiliar em tais classificacdes, ou revelar novas
descobertas. Por outro lado, discute-se que os metabdlitos secundarios sofrem muita
influéncia de diversos fatores ambientais. Deste modo, este trabalho investigou também a
influéncia da sazonalidade, luminosidade, adubacdo e ritmo circadiano no meboloma de
cultivares de Aldama robusta e A. trichophylla (Asteraceae). O cultivo de A. robusta foi também
estudado quanto a sua germinacdo e desenvolvimento morfolégico. A ampla variabilidade
quimica em Asteraceae também a coloca como uma familia com potencial para a triagem de
metabdlitos bioativos. Um alvo bioquimico relevante é a enzima lactato desidrogenase-5
(LDH-5), a qual esta relacionada com o aumento da sobrevivéncia de células cancerigenas.
Deste modo, o estudo metabolémico em espécies de Asteraceae pode possibilitar a
descoberta de substancias ativas contra determinado alvo. O metaboloma de todas as
espécies deste trabalho foi adquirido por UHPLC-ESI-UV/DAD-MS, com analisador
Orbitrap™. Para a quimiotaxonomia e estudos de inibicdo da LDH-5, foram estudadas 250
espécies de Asteraceae, provenientes de diversos géneros de 16 tribos. Para os estudos da
influéncia de determinados fatores ambientais no metaboloma de A. robusta e A. trichophylla,
foram realizadas coletas em diferentes ritmos circadianos, estacbes do ano e diferentes
cultivares com base na adubacdo do solo e luminosidade. Os dados quimicos foram
analisados por diversas técnicas quimiométricas e de data mining (mineracéo de dados), tais
como PCA, HCAbp, OPLS-DA e decision tree. Deste modo, a analise por OPLS-DA com
espécies de Asteraceae foi capaz de separar algumas tribos e apontar metabdlitos
discriminantes em cada uma delas, ndo obstante a PCA e HCAbp ndo tenham revelado
agrupamento. Do mesmo modo, a OPLS-DA e a decision tree foram capazes de apontar
alguns provaveis metabdlitos correlacionados com extratos considerados “ativos” contra a
LDH-5, bem como realizar a predicdo de extratos provenientes de outras espécies de
Asteraceae que ndo haviam ainda sido ensaiados. Ja os estudos com a germinagdo e o
desenvolvimento dos cultivares pode revelar condicbes mais adequadas para o cultivo de A.
robusta e A. trichophylla. Além disso, a metabolémica de tais cultivares também foi capaz de
apontar acumulo de metabdlitos a depender da estacdo climatica. Isso sugere uma
necessidade maior em se padronizar a data da coleta do material vegetal para estudos
guimiotaxondmicos. Em breve, os cultivares terdo suas atividades preditas frente a LDH-5,
assim como serao isolados e ensaiados os metabdlitos que foram considerados ativos nas
espécies de Asteraceae.

Palavras-chave: Metabol6mica, Quimiometria, Decision Tree, Asteraceae, Quimiotaxonomia,
Germinagéao, Cultivo, Lactato Desidrogenase-5 (LDH-5), Estacional.



ABSTRACT

SANTOS, F. A. Metabolomics for cultivar analysis, chemotaxonomy and screening of
lactate dehydrogenase-5 (LDH-5) inhibitors in Asteraceae species. 2019. 178 f. Thesis
(Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o
Paulo, Ribeirdo Preto, 2019.

Metabolomics can be defined as the study of all the metabolites of a given biological system.
Such a study enables holistic and integrated approaches from several fields of science. Thus,
problems in taxonomic delimitations, analysis of environmental influence on plants, and
screening of bioactive metabolites are examples of areas where metabolomics can aid. The
Asteraceae family, with approximately 25,000 species, has been the subject of taxonomic
studies for decades. Thus, the metabolomics approach applied to chemotaxonomy may aid in
such classifications, or reveal new findings. On the other hand, it is argued that secondary
metabolites are influenced by many environmental factors. In this way, this work also
investigated the influence of seasonality, luminosity, fertilization and circadian rhythm on the
metabolome of cultivars of Aldama robusta and A. trichophylla (Asteraceae). The cultivation of
A. robusta was also studied for its germination and morphological development. The wide
chemical variability in Asteraceae also places it as a family with potential for the screening of
bioactive metabolites. A relevant biochemical target is the enzyme lactate dehydrogenase-5
(LDH-5), which is related to the increased survival of cancer cells. In this way, the metabolomic
study in Asteraceae species may allow the discovery of active compounds against LDH-5. The
metabolome of all species of this work was acquired by UHPLC-ESI-UV/DAD-MS, with
Orbitrap™ analyzer. For the chemotaxonomy and LDH-5 inhibition studies, 250 species of
Asteraceae, from several genera of 16 tribes, were studied. For the studies of the influence of
certain environmental factors on the metabolome of A. robusta and A. trichophylla, collections
were made at different circadian rhythms, seasons of the year and different cultivars based on
soil fertilization and luminosity. The chemical data were analyzed by several chemometric and
data mining techniques, such as PCA, HCAbp, OPLS-DA and decision tree. Thus, OPLS-DA
analysis with Asteraceae species was able to separate some tribes and point out discriminant
metabolites in each of them, although PCA and HCAbp did not reveal clustering. Likewise,
OPLS-DA and the decision tree were able to point out some probable metabolites correlated
with extracts considered "active" against LDH-5, as well as to predict extracts from other
Asteraceae species that had not yet been assayed. As for the germination and development
studies of cultivars, more adequate conditions for the cultivation of A. robusta and A.
trichophylla were described. In addition, the metabolomics of such cultivars were also able to
indicate accumulation of metabolites depending on the climatic season. This suggests a
greater need to standardize the date of collection of plant material for chemotaxonomic studies.
Soon, the cultivars will have their activities predicted against the LDH-5, as well as the
metabolites that were considered active in the species of Asteraceae will be isolated and
tested.

Keywords: Metabolomics, Chemometrics, Decision Tree, Asteraceae, Chemotaxonomy,

Germination, Cultivation, Lactate Dehydrogenase-5 (LDH-5), Seasonal.
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INTRODUCAO GERAL

1- METABOLOMICA

Metabolémica € uma ciéncia emergente, que visa o estudo abrangente e integrado de
uma ampla gama de metabolitos de baixo peso molecular, incluindo abordagens de triagem
global e analise quantitativa e/ou qualitativa de todo o metaboloma presente em um dado
sistema biolégico, como uma célula especifica, tecido ou organismo, ou o conjunto deles, seja
oriundo de plantas, microrganismos, animais ou organismos marinhos (VILLAS-BOAS, 2005;
DE VOSetal., 2007; KRASTANOQOV, 2010). A metabolémica é conduzida por meio de técnicas
de deteccdo e identificacdo de metabdlitos de acordo com suas caracteristicas fisico-quimicas.
Ha diversas formas de se analisar o metaboloma, mas as principais técnicas hoje empregadas
sdo as hifenadas, que combinam dois ou mais equipamentos para se detectar e identificar os
metabdlitos. Como técnicas de separacdo podemos citar a Cromatografia Gasosa (GC),
Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC) e Cromatografia Liquida de Ultra
Performance (UHPLC), por meio das quais pode-se obter o tempo de eluicdo de cada metabolito
e assim tentar identificd-lo. Como técnicas de deteccdo, podemos citar a Espectrometria de
Massas (MS), Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), Ultravioleta (UV), UV com de Arranjo
de Diodos (UV/DAD) e lonizagdo em Chama (FID).

Cada equipamento possui vantagens e desvantagens, 0s quais irdo nortear a escolha da
técnica hifenada a ser empregada na analise do metaboloma. Por exemplo, no que diz respeito
as técnicas cromatograficas descritas anteriormente, todas tem um mesmo principio de
funcionamento: as substancias sdo conduzidas por uma fase mével e, ao interagir com uma fase
estacionaria, s&o mais ou menos retidas e entdo eluidas; deste modo, cada substancia tera um
tempo de eluicdo, relacionado com suas descri¢cdes fisico-quimicas (tamanho molecular,
polaridade, solubilidade, etc). Entretanto, a GC tem seu uso restrito a metabolitos que ndo sédo
termol&beis, uma vez que ela requer altas temperaturas para volatiza-los e separa-los através da
fase estacionaria. Na GC, a fase mdvel é um gas inerte, e a fase estacionaria € um liquido ou
polimero sobre um solido inerte. Nas HPLC e UHPLC, por outro lado, a fase mével é um
liquido, e a fase estacionaria € composta por particulas microscépicas (geralmente silica igual
ou menor que 5 um) que podem ser porosas (exemplo, ACE C18®, ACE), ou envoltas por uma
pelicula porosa (exemplo, Kinetex® — Phenomenex), ou ainda sdo compostas por polimeros,
como as colunas monoliticas (exemplo, Onyx monolithic C8— Phenomenex). As HPLC e

UHPLC utilizam bombas que possibilitam gradientes de alta pressao e, deste modo, a utilizagdo



de fases estacionarias com particulas de menor tamanho ou porosidade. Sdo justamente estas
particulas de menor tamanho e/ou porosidade que possibilitam uma melhor separacdo dos
metabolitos, uma vez que h& maior interacdo fisico-quimica entre a substancia e a fase
estaciondria. As designacdes “C8” e “C18” expressas neste paragrafo informam que a silica da
fase estacionaria é tratada com grupos alquilas que podem ser CsH17 ou CigHsz. Este tratamento
torna a fase estacionaria apolar (cromatografia de fase reversa), o que permite o uso de fases
moveis polares de baixo custo (como agua) e uma melhor separacdo de substancias de

polaridade intermediaria, como metabdlitos secundarios.

J& no que se diz respeito aos métodos de detec¢do, sua escolha também depende de
vantagens e desvantagens, bem como das finalidades. Por exemplo, o detector UV/DAD
permite analisar um cromatograma em diferentes comprimentos de onda. O UV/DAD ¢
importante, uma vez que permite inferir a classe quimica do metabolito que estamos
visualizando. A espectroscopia por RMN é capaz de determinar com precisdo a estrutura
quimica das substancias. O fendbmeno de RMN ocorre quando nucleos alinhados a um campo
magnético aplicado sdo induzidos a absorver energia e a mudar a orientagdo do “giro” (spin)
em relacdo ao campo aplicado (PAVIA et al., 2010). Na RMN séo estudados principalmente a
ressonancia dos atomos de hidrogénio e carbono. A RMN é util pois cada ntcleo de *H (ou *3C)
da estrutura quimica possuira frequéncia diferente, a depender de outros atomos préximos. Por
exemplo, a densidade eletrdnica de valéncia varia de um préton para o outro na estrutura da
substancia. Tais elétrons criam um campo magnético que se opde ao efeito do campo magnético
aplicado, “protegendo” (blindagem diamagnética ou anisotropia) tais nucleos (PAVIA et al.,
2010). Tendo em vista que 0 “ambiente quimico” (quantidade de elétrons préximos aos nucleos
de H ou *3C) é diferente dentro das estruturas quimicas, € possivel gerar uma impressao digital
do metabdlito, baseado em sua estrutura quimica. Entretanto, a técnica de RMN tem a
desvantagem de, em geral, ter baixo limite de deteccdo/quantificacdo e baixa sensibilidade
guando comparada as técnicas de MS. Por outro lado, por meio da MS é possivel detectar e
identificar uma substancia com base em sua capacidade de ionizacdo e peso molecular, bem
como nos fragmentos produzidos quando é exposta a energias elevadas de ionizagao, ou gases
de colisdo. Dentre as tecnicas de ionizacdo, podemos descrever: ionizacao por elétrons (El),
ionizacdo quimica a pressdo atmosférica (APCI), ionizacdo por electrospray (ESI) e ionizacdo
por dessorcdo a laser assistida por matriz (MALDI). A ESI foi a técnica utilizada nos
experimentos deste trabalho. Na ESI, um potencial elétrico é aplicado ao capilar onde ha fase

movel contendo as substancias que estéo eluindo do cromatdgrafo, formando um aerossol (cone



de Taylor). Esse processo resulta na formacdo de gotas com superficies carregadas. Um gas
inerte secante aquecido € utilizado para evaporar o solvente, aumentando a repulséo
eletrostatica entre as cargas formais nas goticulas, promovendo a explosdo coulombica,
liberando os ions. A fonte de ESI pode oxidar ou reduzir a substancia, gerando ions moleculares
(M** ou M), mas também pode formar moléculas protonadas ([M + H]*) ou desprotonadas ([M
+ HJ), bem como coordenacdo com ions metalicos Na*, Cl, K* e NH4*, por meio de reacdes
acido-base (CROTTI et al., 2006). A extensdo da ionizacdo das substancias € um processo que
depende ndo apenas da voltagem aplicada ao capilar, mas também dos grupamentos quimicos
das substancias. Assim, substancias que apresentam grupamentos basicos, como aminas,
amidas e ésteres, sdo mais facilmente protonadas e, portanto, analisadas
(visualizadas/detectadas) no modo positivo. Por outro lado, substancias com grupos acidos,
como os fendis e &cidos carboxilicos, sdo mais facilmente desprotonados e, portanto, analisadas
no modo negativo (CROTTI et al., 2006). A técnica de ESI é considerada uma ionizacéo
“suave”, uma vez que ela gera pouca fragmentacdo. Sendo assim, ela & muito Gtil em
metabolémica, quando acoplada a cromatografos e espectrébmetros de alta resolucdo, como CG,
HPLC ou UHPLC. A técnica torna-se ainda mais eficaz em metabolémica quando ha
espectrometros de massas em tandem (em sequéncia, MS/MS). Por meio desta técnica, €
possivel selecionar e promover a fragmentacdo de ions especificos (de interesse). Do mesmo
modo, ha diversos analisadores que podem ser utilizados em MS. O espectrometro utilizado
neste trabalho foi o de alta resolugdo com transformada de Fourier (HRFT), com analisador do
tipo Orbitrap. O orbitrap opera aprisionando o ion em uma armadilha de Kingdon (Kingdon
trap), que consiste em um eletrodo externo em forma de barril e um eletrodo interno fusiforme.
Assim, por meio de um campo eletrostatico, o ion fica aprisionado e oscilando em 6rbita ao
redor do eletrodo fusiforme. A frequéncia das oscilagdes harmonicas do ion independe de sua
velocidade, mas é inversamente proporcional a relacdo massa carga m/z (VESSECCHI et al.,

2011), segundo a equacdo:

w = Vk/(m/z)

onde w é a frequéncia angular e k é forca constante do potencial. Os dados quimicos
(metaboloma) deste projeto foram adquiridos por UHPLC-UV/DAD-ESI-MS.



Tendo em vista os diferentes equipamentos e técnicas para se realizar a metabolémica,
esta vem sendo subdividida em demais subéreas, cada qual com sua finalidade e proposito. De
maneira geral, metabol6mica pode ser subdividida em targeted e untargeted. Essas defini¢cGes
sdo mais conceituais do que analiticas. Targeted refere-se & metabolémica direcionada, ou seja,
analises do metaboloma que objetivam a deteccdo/identificacdo, e mesmo a quantificacdo de
metabolitos especificos, ao passo que untargeted seria a deteccdo/identificacdo de tantos
metabolitos quanto for possivel. Assim, desde a maneira como se coleta uma amostra, se extrai
seus metabdlitos, e se adquire os dados quimicos, pode influenciar em se classificar uma analise

como targeted ou untargeted.

Independente da abordagem de escolha e, embora tenha sido comentado no primeiro
paragrafo da introducédo deste capitulo que “ha diversas formas de se realizar a metabolomica”,
a sociedade cientifica de metabolémica, Metabolomics Society, vem realizando esforgos para
se padronizar as condi¢cGes minimas e aceitaveis para estudos metabolémicos (SUMNER et al.,
2007, SALEK etal., 2013; SCHRIMPE-RUTLEDGE et al., 2016). Novamente, as técnicas, em
geral, podem variar de acordo com 0s objetivos da analise, mas é de suma importancia que elas
sejam minuciosamente descritas a fim de se garantir a confiabilidade do experimento, bem
como sua reprodutibilidade (SUMNER al., 2007). Por exemplo, no caso da metabolémica de
plantas, ndo ha um procedimento Unico sobre como se deve processar 0 material coletado que
se vai analisar (com N2 liquido ou com gelo seco, por exemplo), ou como se deve realizar a
extracdo das amostras com solvente (com ou sem subsequente etapa de clean up, por exemplo)
(SUMNER et al., 2007), mas é necessario especificar tais condi¢des, padronizar a técnica e
evitar o maximo de variacGes externas a analise (DE VOS et al., 2007, SUMNER et al., 2007,
NAZ et al., 2014). Ndo obstante, a metabolémica sempre gera uma grande quantidade de dados
quimicos, os quais necessitam de subsequentes passos para serem analisados. Assim, os dados
brutos provenientes das técnicas de LC-MS podem ser pré-tratados por softwares de
processamento como o Metalign (LOMMEN, 2009; LOMMEN e KOOLS, 2012) e MZmine
(KATAJAMMA etal., 2006; PLUSKAL el al., 2010), dentre outros, sendo que cada qual possui
vantagens e desvantagens, como apresentado na Figura 1 (CASTILLO et al., 2011). Apds o
processamento, sdo geradas matrizes de dados que sdo normalizados pelas mais diferentes
técnicas estatisticas, como Pareto scaling, level scaling, log transformation, etc (VAN DEN
BERG et al., 2006). Apés o pré-tratamento e a normalizagdo, os dados do metaboloma podem
ser analisados por diferentes técnicas quimiométricas (item 2, Capitulo 1).



Data preprocessing steps covered by the proteomic and metabolomic software tools discussed in this paper.

Software Filtering Peak detection Deisotoping Alignment Gap filling Visualization Identification Normalization Batch mode

apLCMS
Decon2LS
Madison Metabolomics Consortium Database
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Figura 1 - Comparacao de diferentes softwares de processamento de dados (Extraido de Castillo et al., 2011).

Por fim, as diferentes abordagens metabolémicas podem ser utilizadas para diversas
finalidades, em estudos envolvendo conceitos de ecologia quimica (ecoquimica ou
ecofisiologia), quimiotaxonomia, triagem de extratos para a busca de substancias ativas,
controle de qualidade de amostras complexas, biogeografia, dentre outros. De maneira geral,
em estudos de ecologia a metabolémica pode ser Gtil para identificar substancias altamente
correlacionadas com sazonalidade, ritmo circadiano, condi¢bes ambientais, interagoes
ecoquimicas entre os seres vivos (como alelopatia), dentre outros (GOBBO-NETO e LOPES,
2007; SAMPAIO et al., 2016; PADILLA-GONZALEZ et al., 2017). Ja estudos de
guimiotaxonomia (e por vezes de quimiossitematica) buscam agrupar e caracterizar taxa (plural
de taxon) de acordo com seus respectivos metabolitos biossintetizados. Tais estudos podem ser
Uteis na sistematica de plantas (PADILLA-GONZALEZ et al., 2016; GALLON et al., 2018) ou
na triagem de rotas biossintéticas especificas de certos taxa, estudos de distribuicao
biogeografica ou mesmo no controle de qualidade de amostras bioldgicas, como por exemplo,
plantas morfologicamente similares, mas quimicamente distintas (PADILLA-GONZALEZ et
al., 2017). A metaboldmica para triagem de substancias biologicamente ativas € util para
apontar substancias discriminantes e altamente correlacionadas com determinada atividade
bioldgica em amostras complexas (CHAGAS-PAULA et al., 2015; SANTOS et al., 2018).

2 — TECNICAS QUIMIOMETRICAS

A enorme quantidade de dados gerados em metabolémica pode ser analisada pelas
mais diversas técnicas quimiomeétricas, a fim de se extrair informacdes relevantes. Os dados
obtidos séo usualmente multidimensionais e, neste caso, sdo chamados de “multivariados”. Os
diferentes métodos matematicos e estatisticos aplicados aos dados podem ser a Anéalise das

Componentes Principais (Principal Component Analysis — PCA), Anélise de Agrupamento



Hierarquico (Hierarchical Cluster Analysis — HCA), Minimos Quadrados Parciais (Partial
Least Squares — PLS) e sua variante ortogonal (OPLS), sendo que estas duas ultimas podem ser
utilizadas para Analises Discriminantes (Discriminant Analysis — DA) (WOLD et al., 2001;
TRYGG e WOLD, 2002), compondo as conhecidas técnicas PLS-DA e OPLS-DA. Assim
sendo, a HCA e PCA sdo analises multivariadas ndo supervisionadas, pois elas sdo Uteis para o
reconhecimento de padr@es, tendéncias e agrupamentos ndo direcionados das amostras. Ja o
PLS-DA é considerado uma analise multivariada supervisionada, pois o0 agrupamento
observado se correlacionara com certa resposta previamente informada a andlise, as quais
podem ser numérica ou descritiva, como o valor de dada bioatividade ou os clusters formados

por géneros ou origem biogeografica.

Melhor explicando, tanto a PCA quanto o PLS-DA séo técnicas de reducdo de
dimensionalidade (RENCHER, 2002), onde um conjunto de amostras com variaveis
multidimensionais sdo reduzidas no que se chama de “componentes principais”, no caso da
PCA, e “variaveis latentes”, no caso do PLS-DA. Ambas técnicas projetam em um hiperplano
bidimensional o que seria impossivel de se observar em um espaco multidimensional. A PCA
sempre traga a primeira componente na direcdo de maior variancia encontrada entre as variaveis
do sistema. Uma segunda componente, ortogonal a segunda, explica uma quantidade de
variancia menor que a primeira componente, mas maior que a terceira componente, a qual é
ortogonal as duas primeiras. Quanto maior a complexidade de um conjunto de dados
multidimensionais, tdo mais dificil &€ de se explicar com apenas duas componentes a maior
variancia encontrada, sendo, portanto, necessarios mais componentes. O PLS funciona da
mesma forma, e o termo componentes principais € utilizado as vezes para designar as variaveis
latentes. Entretanto, a diferenca é que as variaveis latentes sempre apontam na dire¢do de maior
variancia sobre uma determinada informacéo (a resposta em Y) fornecida ao sistema. Assim
sendo, o PLS-DA correlaciona a variancia do espaco multidimensional (a matriz X) com uma
resposta informada (matriz Y) (WOLD et al., 2001). J4 o OPLS-DA ¢ considerado uma
modificacdo do PLS-DA, onde € realizada uma separac¢do das varia¢cdes da matriz X em duas
partes, uma linearmente relacionada a matriz Y, chamada de componentes preditivas, e outra
que ¢ ortogonal a Y, chamada de ndo preditiva com a resposta Y e usualmente importante para
detectar variagOes internas dentro dos grupos, mas ndo correlacionadas com a resposta
(TRYGG e WOLD, 2002). Isso gera uma maior interpretabilidade, visto que as variag0es
ortogonais a Y nos informam as diferencas dentro de X, mas que néo se correlacionam com Y.

Todas estas técnicas de reducdo dimensional do espaco multidimensional geram um novo



gréfico (projecéo do hiperplano bidimensional) de amostras, chamado agora de scores, 0s quais
se relacionam diretamente com o novo grafico gerado para as varidveis, chamado agora de

loadings.

Ja a HCA é um método de “Cluster Analysis” propriamente dito. Em outras palavras,
a HCA necessariamente agrupa por similaridade as amostras do estudo, procurando por padrdes
e tendéncias dentro dos agrupamentos (clusters). Ela é representada na forma de uma “arvore”
onde os clusters se formam ao longo de uma distancia. Quanto mais préximo a 0, mais similar.
Uma distancia comum bastante utilizada é a Euclidiana, a qual se trata da distancia entre dois

vetores, um x (x1, X2, ..., xp) e outro y (y1, y2, ..., yp), definido como:

p
d(x,y) = V% =y (=) =V ) G = y) @ = )
j=1

]

H& muitas formas de se fazer uma HCA, sendo as mais utilizadas o Single Linkage, o
qual se utiliza da distancia entre as amostras mais proximas para construir os clusters, e 0
método de Ward (Ward’s Method) (WARD, 1963), o qual usa a variancia total dentro das
amostras para definir os clusters. O resultado é que o método de Ward minimiza a somatoria
da distancia dentro dos clusters (RENCHER, 2002; LAROSE, 2006). A escolha de qual método
se deve utilizar é empirica e depende das necessidades ou do que se pretende informar.
Entretanto, a HCA néo informa a confiabilidade dos clusters que se formam e, portanto, 0s
resultados devem ser interpretados com cautela. Todavia, a HCA por reamostragem
(bootstrapping), ou HCAbp, pode ser utilizada se obter ndo somente 0s agrupamentos
hierarquicos, mas também seus graus de incertezas, fornecendo estimativas da probabilidade
do cluster. A HCAbp pode ser realizada por meio do pacote pvclust no software R (The R
Project website, http://www.r-project.org/) (SUZUKI, R. e SHIMODARA, H., 2006).

Por fim, € necessario introduzir aqui os conceitos de Data Mining (Mineracdo de
Dados) e como ela tem sido utilizada pela quimiometria recentemente (BUYDENS et al., 1999;
MUTIHAC, L. e MUTIHAC R., 2008) para a classificagéo, predicdo de amostras e descoberta
de variaveis latentes. Data Mining trata da resolucdo de problemas presentes em bancos de
dados, explorando-os por meio de técnicas computacionais, visando o reconhecimento de
padrdes e/ou tendéncias e classificacGes. Tais padrdes nos permitem realizar predicdes em

novos dados. Atualmente, muitas das técnicas desenvolvidas em Data Mining podem ser



utilizadas pela quimiometria, tais como Analise Bayesiana (NaiveBayes), Redes Neurais
Avrtificiais e Decision Tree (Arvores de Decis&0). Na representacdo grafica da Decision Tree,
0s “nods” da arvore representam um determinado atributo (uma variavel) que foi testado por
condicBes especificas (concentracdo, por exemplo) e apontado como uma variavel latente,
discriminante, de uma classe (WITTEN, 2011). H& varios algoritmos que calculam uma
decision tree e ndo convém explica-los aqui, embora os mais utilizados sejam o C4.5,
desenvolvido por Ross Quinlan (QUINLAN, 1993), e o J.48 (BHARGAVA et al., 2013),
implementacdo do C4.5 no software gratuito Weka (HALL et al., 2009).

Durante as técnicas quimiométricas, sdo apontados pelos modelos diversos picos do
cromatograma (como o cromatograma de ions totais — TIC) relevantes ou discriminantes de
amostras especificas. A etapa final da metabolémica é, portanto, identificar (e por vezes até
mesmo quantificar) tais picos. Para tanto, faz-se uso de diversas técnicas de identificacao, tal
como o isolamento por meio de técnicas cromatograficas da substancia correspondente ao pico
de interesse e sua identificacdo por meio de técnicas espectroscopicas e espectrométricas usuais.
Entretanto, muitas vezes tais picos sdo de baixa intensidade (portanto podendo ser pouco
concentrado na amostra) e, além disso, as vezes a resolucdo cromatografica ndo permite um
facil isolamento e identificacdo da substancia. Deste modo, a identificacdo necessita ser
realizada sem o prévio isolamento do pico, mas no proprio extrato, o que é chamado de
“desreplicagdo” (do inglés, dereplication) (HUBERT et al.,, 2017). A desreplicacdo é
enormemente facilitada pela presenca de substancias previamente isoladas ou adquiridas
comercialmente (biblioteca de substancias padrédo), quando se pode injeta-las no sistema LC-
UV-MS/MS e confirmar a substancia que se quer identificar por meio de similaridades
(correlagao/correspondéncia/match) com o tempo de retencéo, classe quimica, massa, e o perfil
de ligagdes intramoleculares. Para tanto, € importante que se tenha as informacdes fisico-
quimicas (banco de dados) de tal biblioteca. Ademais, se 0 usuario dispuser de um conjunto de
substancias quimicas estruturalmente diversificadas e que foram analisadas pelo mesmo
gradiente de eluicdo, é possivel gerar modelos de tempos de retencdo cromatografico com base
na estrutura quimica e predizer o tempo de retencdo de outras substancias que nao fazem parte
da biblioteca de padrdes do laboratorio (EUGSTER et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015). Além
disso, se o laboratorio dispuser de espectros MS/MS ou MS" em seu banco de dados, pode-se
também construir modelos de predicdo de fragmentacdo de substancias (inclusive de outros
bancos de dados, de outros laboratorios) e aumentar a quantidade picos identificados (YANG
et al., 2013; ALLARD et al., 2016; WANG et al., 2016). A identificacdo/desreplicacdo de
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substancias quimicas em metaboldmica também segue parametros e niveis de identificacdo
estabelecidos pela Metabolomics Society (SUMNER et al., 2007; SALEK et al., 2013). A
equipe AsterBioChem (www.asterbiochem.org/), juto a qual este trabalho foi realizado, possui
0 banco de dados AsterDB, que pode ser acessado por meio do link “AsterDB” no site ou do
catalogo da ZINC (http://zinc15.docking.org/catalogs/asternp/), banco de dados gratuito com

milhGes de estruturas quimicas de substancias.

3 - FAMILIA ASTERACEAE

A familia Asteraceae (Compositae) compreende um dos maiores grupos de plantas das
Angiospermas, com aproximadamente 25.000 espécies organizadas em 1.600 géneros (VERDI
et al., 2005; FUNK et al., 2009), 44 tribos e 13 subfamilias (Figura 2) (PANERO et al., 2014),
representando 10% de todas as Angiospermas (PAVARINI et al., 2018). Esta familia de plantas
apresenta ampla distribuicdo geografica em todos os continentes, sendo mais presente em
climas tropicais e subtropicais (PAVARINI et al., 2018). A classificagdo mais recente
(PANERO et al., 2014) das subfamilias de Asteraceae a subdivide em 13 subfamilias (Figura
2), sendo descrita a mais nova subfamilia Famatinanthoideae, um grupo “irmao” das
subfamilias Multisoideae-Asteroideae, as quais correspondem a mais de 99% das Asteraceae
(PANERO et al., 2014).

A taxonomia de Asteraceae se inicia em 1816, com o botanico Henri Cassini
agrupando as espécies em 19 tribos (CASSINI, 1816). Desde entdo, a familia passou por
diversos reagrupamentos e classificagdes. Destas, talvez ainda a mais conhecida seja a de
Bremer (BREMER, 1996), o qual, baseado em critérios morfoldgicos, subdividiu a familia em
4 subfamilias (Barnadesioideae, Carduoideae, Cichorioideae e Asteroideae) e 14 tribos (Figura
3), sendo a subfamilia Barnadesioideae, com uma unica tribo, considerada um clado basal

dentro da familia. O taxon Mutiseae foi considerado indefinido (Figura 3).
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Figura 2 - Arvore filogenética de Asteraceae construida com base em dados de DNA e inferéncia Bayesiana. Destacam-
se as 13 subfamilias. Figura extraida de Panero e colaboradores (PANERO et al., 2014).

Uma caracteristica marcante de Asteraceae € a presenca de capitulos (capitula plural

em latim), que é uma inflorescéncia especializada que pode conter centenas de pequenas flores

em um receptéculo discoide ou arredondado contendo bracteas. Muitos membros de Asteraceae

possuem dois tipos de flores: flores do disco, localizadas na porc¢do central do capitulo, e flores

do raio, localizadas na periferia. O ovario das Asteraceae é infero (se encontra dentro do
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receptaculo) e apresenta um unico 6vulo. A familia € frequentemente conhecida como “familia

do girassol” (Helianthus annus L..), espécie da tribo Heliantheae, subfamilia Asteroideae.

CICHORI- ASTEROIDEAE

Bamadesieae BARNADESIOIDEAE

Cardueac CARDUOQIDEAE
0
E

Anthemideae
Senecioneae

Helenieae

Inuleae
Plucheeae

Gnaphalieae
Calenduleae

Astereae
Heliantheae
Eupatorieae

Mutisieae

carbonized fruits
trinerved leaves
Helianthoid group
1
duplication in rbcl gene

stigmatic arcas in two marginal bands
shortly lobed disc floret corollas

Figura 3 - Diagrama da familia Asteraceae construido com base em caracteres morfolégicos (BREMER et al., 1996).
Evidenciam-se as 4 subfamilias (Barnadesioideae, Carduoideae, Cichorioideae e Asteroideae, e suas respectivas tribos).
Figura oriunda de Calabria e coautores (CALABRIA et al., 2006).

Do ponto de vista quimico, a familia Asteraceae é caracterizada pela presenca de
lactonas sesquiterpénicas (LST) e sesquiterpenos furanos (SEAMAN, 1982; ALVES et al.,
2018, in: SULSEN e MARTINO, 2018). Deste modo, elas poderiam ser estudadas
computacionalmente na classificacdo das espécies de Asteraceae (DA COSTA et al., 2005;
SCOTTI et al., 2012) (Figura 4). Além destes compostos, a familia também possui outras
classes de metabdlitos secundarios, tais como os diterpenos (labdanos, cauranos, pimaranos,
clerodanos), triterpenos, derivados do acido quinico (acidos galico e quinico, por exemplo),
flavonoides (flavonois, flavonas, flavanonas, flavanonois, isoflavonas, flavan-3-ois, chalconas,

antocianinas, auronas e isoflavonas), derivados do &cido trans-cindmico e poliacetilenos
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(Figura 4) (ZDERO e BOHLMANN, 1990; BOHM e STUESSY, 2001). Compostos volateis
das classes dos monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanoides também estdo presentes em

Oleos essenciais. Por outro lado, ndo é comum encontrar na familia alcaloides, iridoides,

estilbenos, policetideos e taninos.

Figura 4 — Algumas das principais classes quimicas de metabolitos secundarios em Asteraceae. Da esquerda para a
direita e de cima para baixo: flavonoides chacona, flavanona, flavanonol, flavona, aurona, flavonol, isoflavona, flavan-
3-ol, antocianina; &acido trans-cinamico; acido quinico, &cido galico; poliacetilenos; triterpeno (estigmasterol);
diterpenos caurano, clerodano, labdano, pimarano; LSTs furanoheliangolido, eremantolido, hirsutinolido,
eudesmanolido, eremofilanolido, germacrolido, guaianolido, xantanolido, helenanolido, carabrone, mikanolido e

ambrosanolido.
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Neste trabalho, foi realizado um estudo quimiotaxonémico cerca de 250 espécies de
Asteraceae, distribuidas em 16 tribos (ver Apéndice A), sendo que algumas delas s&o de grande
importancia do ponto de vista fitoquimico e, portanto, pode-se comentar com mais detalhes
suas constituicBes quimicas. O género Baccharis L. (tribo Astereae, subfamilia Asteroideae),
por exemplo, foi amplamente estudado, tendo sido descrito diversas atividades bioldgicas para
seus constituintes quimicos, dentre as quais efeito antioxidante, antibacteriano, antiprotozoario,
antiviral, antifungico, anti-inflamatério, antimutagénico, dentre outras (CAMPOS et al., 2016).
Pertence a este género, inclusive, a planta medicinal, de amplo uso etnofarmacolégico, carqueja
(B. trimera), conhecida por melhorar problemas gastrointestinais. De maneira geral, as
principais classes quimicas do género sdo: flavonoides (flavonois, flavonas, flavanonas,
flavanonois, glicosilados ou ndo), derivados do acido trans-cindmico (derivados cumarinicos e
acidos cafeoilquinicos, principalmente), fenilpropanoides (&cido ferdlico, por exemplo),
monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos (clerodanos, labdanos, cauranos, por exemplo),
triterpenos e esterois. Outro género de grande importancia, Mikania Willd. (tribo Eupatorieae,
subfamilia Asteroideae), merece ser sucintamente comentado, tendo em vista inclusive a
importancia etnofarmacologica e econdmica de duas de suas espécies, M. laevigata e M.
glomerta, popularmente conhecidas como “guaco”. Ambas espécies foram oficializadas como
plantas medicinais (Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira, 12 edicdo). O
xarope de guaco possui 0 marcador quimico cumarina (1,2-benzopirona, derivada do acido
trans-cinamico) (NAPIMOGA e YASTUDA, 2010) e é amplamente utilizado pelo seu efeito
antitussigeno. Outras classes quimicas do género sdo: diterpenos (labdanos, pimaranos e
cauranos), derivados do acido trans-cindmico (&cidos cafeoilquinicos), flavonoides, triterpenos,
esterois e LST, em especial as do tipo mikanolido (RUFATTO et al., 2012). Outros géneros
importantes em Asteraceae sdo a Tithonia Desf. ex Juss. e Helianthus L. (ambos da tribo
Heliantheae e subfamilia Asteroideae), bem representados pelas suas espécies T. diversifolia e
H. annuus. Em ambas T. diversifolia e H. annus foi relatada a presenca de derivados
cumarinicos, flavonois, flavonas, diterpenos caurenoicos, LST dos tipos guaianolido,
eudesmanolido, germacrolido, heliangolido and furanoheliagolidos, triterpenos e esterois
(CHAGAS-PAULA etal., 2012; MARSNI et al., 2015). As atividades bioldgicas relatadas para
T. diversifolia (extratos brutos ou substancias isoladas) sdo diversas, dentre as quais efeito
antimalarico, antiviral, antimicrobiano, antiespasmodico, anti-inflamatério e citotoxico
(CHAGAS-PAULA et al., 2012). H. annuus € mais estudado por causa do 0leo fixo extraido
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de suas sementes, tendo grande importancia agrondmica e econémica. Ainda assim, foram
relatadas algumas atividades para seus metabdlitos secundarios, tais como efeitos herbicida,
antimicrobiano, antifangico e regulares de crescimento (MARSNI et al., 2015). Outro género
de constituicdo quimica muito semelhante & de Helianthus e Tithonia € Aldama La Llave
(outrora Viguiera Kunth). De fato, ndo apenas sdo relativamente semelhantes em suas
constituicbes quimicas, como também pertencem a mesma tribo e subtribo (Helianthinae). Para
0s constituintes quimicos e extratos brutos deste género, foram relatadas diversas atividades
bioldgicas, como inseticida (MARQUINA et al., 2001), antimicrobiana (CANALES et al.,
2008; PORTO et al., 2009), anti-tripanosoma (NOGUEIRA et al., 2016), anti-inflamatoria
(SHORR et al., 2002; ARAKAWA et al., 2008; CHAGAS-PAULA et al., 2015), muitas das
quais principalmente relacionadas a presenca de LST budleina A e ao diterpeno do tipo caurano
acido ent-caur-16-en-19-oico. Por fim, outros dois géneros muito importantes em Asteraceae
serdo brevemente descritos aqui, Vernonia Schreb. e Lychnophora Mart., ambos da tribo
Vernonieae (subfamilia Cichorioideae), mas respectivamente das subtribos Vernoniinae e
Lychnophorinae. Uma planta medicinal de Vernonia bem conhecida é a assa-peixe (V.
polyanthes), sendo utilizada para o tratamento de gripe e como expectorante. De maneira geral,
em ambas as subtribos foram relatados os mesmos constituintes quimicos, como
fenilpropanoides, flavonoides (principalmente flavonois, favanonas, flavonas e chalconas),
derivados do acido trans-cinamico, derivados do acido quinico, sesquiterpenos, diterpenos
(pouco comum) e LST germacrolidos, eudesmanolido e guaianolido. A diferenca sutil se
encontranas LST do tipo furanoheliangolido, com os tipos eremantolido e goyazensolido como
marcadores de Lychnophorinae (KELES et al., 2010), e hirsutinolido como marcador de
Vernoniinae (BOHLMAN et al., 1981; KOS et al., 2006). Para a subtribo Lychnophorinae, sdo
descritas na literatura atividades antioxidante, antineoplasica, genotdxica, citotoxica,

tripanomicida, antimicrobiana e anti-inflamatoria (KELES et al., 2010).

Pelo o que foi exposto neste item do capitulo 1 deste trabalho, fica evidente a grande
importancia taxonémica, farmacoldgica e econdémica de muitas espécies de Asteraceae.
Entretanto, muitas das espécies destes géneros estdo sendo extintas, tendo em vista as atividades
econbmicas predatdrias no campo, a inexisténcia de estudos de cultivo, a negligéncia e o
descaso das autoridades politicas. De maneira geral, a populagdo ndo Vvé fins praticos para se
preservar tais espécies, sendo algumas inclusive consideradas como ervas daninhas e pragas, a
exemplo da T. diversifolia. Deste modo, cabe a comunidade cientifica demonstrar os ganhos

econdmicos e ambientais que se pode conseguir por meio da preservacao e até mesmo do cultivo
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de tais espécies. Para tanto, investigacdes a respeito das atividades bioldgicas dos metabolitos

de tais géneros, seja em termos farmacologicos ou ecoquimicos, sdo de grande importancia para

que se justifiquem suas preservagoes.

1)

2)

3)

4)

OBJETIVOS GERAIS

Realizar estudos quimiotaxonémicos de Asteraceae, com base no metaboloma de mais
de 250 espécies de 16 tribos diferentes (capitulo 1);

Realizar estudos de inibicdo de LDH-5 com extratos de espécies de Asteraceae, bem
como a triagem de metabdlitos correlacionados com extratos considerados ativos
(capitulo 2);

Estudar melhores condi¢6es de germinacéo e cultivo de A. robusta, A. trichophyllae T.
diversifolia (capitulo 3);

Realizar estudos da influéncia de fatores ambientais no metaboloma de cultivares de
Aldama com base em abordagens metaboldmicas (capitulo 4).
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RESUMO DO CAPITULO 1

No capitulo 1 foi analisada a metabolémica aplicada a quimiotaxonomia de algumas espécies
de Asteraceae. O objetivo foi verificar se seria possivel agrupar as espécies em tribos, com base
em caracteres quimicos provenientes do metaboloma e de acordo com a classificacao de Bremer
(BREMER, 1996) ou Panero (PANERO et al., 2014). Para tanto, foi extraido o metaboloma de
mais de 250 especies, provenientes de 16 tribos. A aquisi¢do dos dados quimicos se deu por
UHPLC-UV/DAD-ESI-HRMS, em cromatografia de fase reversa. Os dados foram analisados
por PCA, HCAbp e OPLS-DA. Pelas técnicas ndo supervisionadas nao foi possivel
correlacionar o agrupamento quimiotaxonémico com as classificacdes de Bremer (BREMER,
1996) ou Panero (PANERO et al., 2014). Deste modo, mais investigacGes devem ser realizadas
antes de se concluir inequivocadamente que os caracteres quimicos nao sdo bons marcadores
guimicos em Asteraceae ao nivel da classificacdo de tribos. Por outro lado, diversas analises de
OPLS-DA permitiram separar as tribos de Barnadesieae, Heliantheae, Vernonieae, Milleriae,
Astereae e Eupatorieae, com base na diferenca de seus constituintes quimicos. Com base nisso,
picos discriminantes de cada tribo foram indicados e desreplicados com base em bancos de
massa e tempo de retencdo de substancias de Asteraceae. Tais substancias podem ser
consideradas marcadores quimiotaxonémicos das tribos, estando correlacionadas com a
adaptacdo ao meio em que vivem suas respectivas espécies, ou com a diferenciacdo evolutiva
entre as tribos.
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SUMMARY OF CHAPTER 1

In chapter 1 the metabolomics applied to the chemotaxonomy of some Asteraceae species were
analyzed. The objective was to verify if it was possible to group the species into tribes, based
on chemical characters from the metabolome and according to Bremer's classification (Bremer
1996) or Panero (PANERO et al., 2014). For that, the metabolome of more than 250 species
from 16 tribes was extracted. The acquisition of the chemical data was by UHPLC-UV/DAD-
ESI-HRMS, in reverse phase chromatography. Data were analyzed by PCA, HCAbp and
OPLS-DA. By the unsupervised techniques it was not possible to correlate the chemotaxonomic
grouping with the classifications of Bremer (BREMER, 1996) or Panero (PANERO et al.,
2014). Thus, further investigations must be conducted before it is unequivocally concluded that
chemical characters are not good chemical markers in Asteraceae at the level of tribes
classification. On the other hand, several analyzes of OPLS-DA allowed to separate the tribes
of Barnadesieae, Heliantheae, Vernonieae, Milleriae, Astereae and Eupatorieae, based on the
difference of their chemical constituents. Based on this, discriminant peaks of each tribe were
indicated and dereplicated based on mass banks and retention time of compounds from
Asteraceae. These substances can be considered chemotaxonomic markers of the tribes, being
correlated with the adaptation to the environment in which their respective species live, or with
the evolutionary differentiation between the tribes.
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1 - INTRODUCAO

1.1 — Quimiotaxonomia

A taxonomia é um campo das ciéncias bioldgicas que determina a organizacdo das
espécies, classificando-as e delimitando-as em relacdo umas as outras em posic¢des hierarquicas
(BEAMAN, 1986), com base em dados morfologicos, genéticos, quimicos, dentre outros.
Analogamente, quimiotaxonomia vegetal pode ser descrita como uma um método de
classificacdo de plantas baseado na similaridade de sua constituicdo quimica (HEGNAUER,
1967; BEAMAN, 1986; WINK, 2003; REYNOLDS, 2007). No entanto, depois da obra
“Origem das Espécies”, de Darwin, publicada em 1859, a relagéo evolutiva tornou-se a base da
classificacdo de espécies (DARWIN, 1859; BEAMAN, 1986). Nesse sentido, a sistematica,
uma das areas da biologia, esta relacionada a classificacdo das espécies de acordo com suas
relacbes evolutivas (filogenia) (BEAMAN, 1986). Deste modo, a sistematica € um estudo mais
amplo que taxonomia, englobando-a. Por assim dizer, a confusdo entre 0s termos
“quimiotaxonomia” e “quimiossitematica” decorre da confusdo que se faz entre os conceitos de
taxonomia e sistematica. Neste trabalho, portanto, considerar-se-4 como sendo mais adequado
usar o termo “quimiotaxonomia” em vez de “quimiossistematica’ para estudos que ndo utilizam

0 conceito de “ancestral comum”, que € o Unico critério de classificacdo da sistematica.

Assim sendo, um estudo quimiotaxondmico pretende, primeiramente, verificar se
existe algum agrupamento dos seres vivos em fungdo de seus constituintes quimicos,
compreendendo a biodiversidade entre diferentes taxa e suas relagdes com o0 meio ambiente.
Apds isso, a quimiotaxonomia pode ser util em auxiliar estudos de sistematica, quando ela
aponta metabolitos especificos (marcadores taxondmicos) que podem estar relacionados com a

filogenia. Neste ultimo caso, estariamos nos referindo a quimiossistematica.

A quimiotaxonomia também esta relacionada a “taxonomia numérica” (fenética), a
qual se ocupa em classificar os seres vivos de acordo com suas similaridades fenotipicas,
mesmo que o processo ndo reflita na ancestralidade comum. Assim, quanto maiores as
similaridades fenotipicas, como os metabolitos, mais proximas estardo as espécies dentro de
um cluster e, portanto, maior serd o grau de parentesco entre elas. Ainda assim, a taxonomia
numérica afirma que as mudangas fenotipicas adquiridas ao longo do tempo por um organismo
poderiam ser usadas para fins filogenéticos (SNEATH e SOKAL, 1973; SOKAL e SNEATH,
1966). Na taxonomia numérica, uma quantidade maior de dados € desejada para melhores

resultados. Nesse sentido, as abordagens metabolémicas sdo Uteis para a quimiotaxonomia.
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Mais precisamente em relacdo a quimiotaxonomia em Asteraceae, ja em 1982 Seaman
(SEAMAN, 1982) relatou que as LST poderiam ser utilizadas como marcadores taxondmicos,
desde que fossem utilizadas com cautela e sob corretas abordagens analiticas (ALVES et al.,
2018, in: SULSEN e MARTINO, 2018). De fato, Seaman advertiu que as LST até entdo
relatadas apresentavam descontinua distribuicdo entre os grupos, e que dados completos de
todos os taxa incluidos em um estudo seriam necessarios para os estudos em sistematica
(SEAMAN, 1982; ALVES et al., 2018, in: SULSEN e MARTINO, 2018). Em outras palavras,
a metabolémica poderia solucionar tais problemas e auxiliar a sistemética, tendo em vista sua

abordagem mais completa.

Ainda em relacdo as LST, Spring e colaboradores propuseram alteracfes taxondémicas
em Helianthus (SPRING et al., 1989, 1990, 1991). Pode-se também notar diferencas entre as
principais cadeias carbonicas de LST quando sdo comparados géneros ou tribos de Asteraceae.
Assim, as LST dos tipos germacrolido, heliangolido e furanoheliangolido com oxigénio no C-
8 sempre com orientacdo em B sdo marcadores em Heliantheae. Por outro lado, a tribo
Vernonieae possui furanoheliangolidos com oxigénio com orientagdo em o, COMO 0S
eremantolidos e goyazensolidos. Pode-se notar também que a subtribo Vernoniinae
(Vernonieae) possui os biomarcadores hirsutinolido (LST do tipo uranoheliangolido) e
glaucolido (LST do tipo germacrolido). Por outro lado, o género Mikania possui como
marcador taxonémico as LST do tipo mikanolido, como comentado no terceiro item da

Introducdo Geral (Figura 4).

Como foi descrito no terceiro item da Introducdo Geral (Figura 4), ha outros
metabolitos que sdo frequentemente documentados em Asteraceae, ao passo que outros ndo o
sdo. Por exemplo, além das LST, as flavonas e flavonois também podem ser descritos como
marcadores em Asteraceae. Os padrfes de substituicdo mais frequentes para as flavonas sao a
trioxigenacdo 5,7,4’ (tipo apigenina) e a tetraoxigenacdo 5,7,3’,4> (tipo luteolina). Para os
flavonois, a tetraoxigenacdo 3,5,7,4 (tipo canferol) e pentaoxigenacdo 3,5,7,3’,4 (tipo de
quercetina) sdo mais comuns (BOHM e STUESSY, 2001; GUO et al., 2017).

Em 1987, Emerenciano e colaboradores descreveram que 0s niveis de oxigenagdo e
especializacao do esqueleto de LST e flavonoides poderiam estar sugerindo evolucdo entre as
tribos de Asteraceae, uma vez que se distribuiam discriminantemente entre elas
(EMERENCIANO et al., 1987). Além disso, Emerenciano et al. (2006) construiu um modelo
com PLS empregando um banco de dados de metabolitos secundarios de Asteraceae coletados

da literatura, visando avaliar os niveis de oxidagdo de acordo com a classificagdo taxonémica
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(EMERENCIANO et al., 2006). Seus resultados mostraram uma interdependéncia entre os
estados de oxidacdo de cada classe de metabdlito secundario em niveis de tribo e subtribo de
Asteraceae (EMERENCIANO et al., 2006). Em 2001, um estudo similar realizado com base
em PCA demonstrou correlacdo entre metabdlitos secundarios e tribos de Asteraceae
(ALVARENGA et al., 2001). Um outro estudo de filogenia foi realizado com base em 389
caracteres quimicos de ca. 7.000 metabolitos descritos na literatura para 3.159 espécies de
Asteraceae (CALABRIA et al., 2006). Esse estudo concluiu que a falta de dados quimicos da
literatura, bem como sua inconsisténcia, estaria comprometendo os resultados sobre a filogenia
das tribos de Asteraceae (CALABRIA et al., 2006), o que certamente pode ser superado por
abordagens metabolémicas. Em 2005, Da Costa et al. utilizou 144 estruturas quimicas em
formato 3D para classificar 7 subtribos dentro das tribos Eupatorieae, Heliantheae e VVernonieae
por meio de redes neurais artificiais (Da Costa et al., 2005). A correlacéo entre dados quimicos
e a classificagdo taxonémica desse estudo indica que redes neurais podem ser utilizadas no
auxilio em classificacdes taxondmicas de Asteraceae (DA COSTA et al., 2005). Utilizando a
mesma técnica, Correia e seus colaboradores concluiram que as redes neurais sdo uma eficaz
técnica em se classificar tribos de Asteroideae, bem como em classificar subtribos de
Heliantheae e géneros de Helianthinae, com base em diferengas estruturais de seus metabolitos
(CORREIA et al., 2008 e 2012).

Conforme comentado no paragrafo anterior, a utilizacdo de técnicas de quimiometria
e data mining aplicada a dados quimicos coletados da literatura certamente € util para a
realizacdo de classificacBes quimiotaxondmicas e podem auxiliar na compreenséo das relacfes
das plantas com o meio-ambiente, ou mesmo auxiliar em problemas de delimitacOes
taxondmicas, em estudos de quimiossistematica. Entretanto, podemos também notar que a falta
de dados na literatura torna-se uma limitacao das técnicas. De fato, ndo € porque uma substancia
ndo foi descrita para determinado taxon, que ela ndo foi biossintetizada. O isolamento e
caracterizagdo de substancias quimicas depende drasticamente das técnicas de extracdo e
fracionamento empregadas, bem como dos objetivos do isolamento. Por outro lado, o
metaboloma engloba uma maior quantidade de constituintes quimicos produzidos em um
tecido/6rgéo de estudo. Deste modo, uma vez que a metabolémica seja padronizada para todos
os individuos do estudo, ela pode trazer melhores resultados quimiotaxonémicos. Deste modo,
Martucci et al. (2015) pode agrupar em quatro grupos distintos dez espécies de Vernonia com
base em seu metaboloma adquirido por LC-MS (MARTUCCI et al., 2015). Um outro trabalho

ainda mais amplo, com dados de LC-MS de 79 espécies das subtribos Vernoniinae,
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Lepidaploinae e Rolandrinae, também foi capaz de classificar as espécies em quatro grupos
distintos e, por meio de analises supervisionadas, como OPLS-DA, apontar seus metabolitos
discriminantes (GALLON et al., 2018). Além disso, 62 espécies de plantas de seis familias
diferentes (Asteraceae, Rosaceae, Fabaceae, Fagaceae, Betulaceae e Aceraceae) também foram
agrupadas por anélises ndo supervisionadas, como PCA e HCA, e distinguidas de acordo com
seu metaboloma (LEE et al., 2015). Na ocasido, Lee e seus colaboradores também aplicaram
analises baseadas em PLS-DA e OPLS-DA a fim de separarem as espécies com base na
taxonomia e atividade biologica (LEE et al.,, 2015). Outro trabalho recente utilizou
metaboldémica direcionada para a identificagdo de flavonoides e, de acordo com os dados,
distingdo de quatro espécies e duas subespécies de Chrysanthemum L. (Asteraceae) (UEHARA
etal., 2017). Um outro trabalho utilizou metabolémica baseada na espectroscopia de RMN uni
e bidimensional para agrupar onze espécies de llex L. (Aquifoliaceae) através de varias
abordagens quimiométricas (KIM et al., 2010). J& por meio de metabolémica baseada em GC-
MS, um estudo agrupou 18 espécies de Ferula L. (Apiace) em quatro grupos principais
(KANANI et al., 2011), caracterizando-0s quimicamente. Por fim, um outro trabalho, também
baseado em GC-MS, pode agrupar e caracterizar quimicamente trinta e uma espécies da
subtribo Espeletiinae (Asteraceae) (PADILLA-GONZALEZ et al., 2016).

Deste modo, considerando-se o potencial da quimiotaxonomia assistida por
metaboldmica, os géneros (e grupos infragenéricos) de Asteraceae estudados durante este
trabalho poderiam ser caracterizados quimicamente, apontando seus metabdlitos discriminantes
e biomarcadores. Uma vez encontrados os metabdlitos discriminantes, estes poderiam ser
correlacionados com a filogenia dos géneros (GALLON et al., 2018) em estudos
quimiossistematicos, bem como evidenciar possiveis interacbes entre o habitat e a quimica do

género, em estudos ecoquimicos.

2 - OBJETIVOS

Os objetivos deste capitulo foram:

1) realizar a quimiotaxonomia de Asteraceae e observar se 0 agrupamento das espécies
se corrobora com a taxonomia das tribos proposta por BREMER et al., 1996 ou de PANERO
etal., 2014;
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2) apontar metabolitos discriminantes ao nivel da classificacdo de tribos das espécies

de Asteraceae investigadas neste estudo por meio de OPLS-DA com dados do metaboloma;
3 - MATERIAL E METODOS

3.1 — Material vegetal

O material vegetal utilizado neste capitulo sdo folhas coletadas ou adquiridas
comercialmente de ca. 250 espécies de Asteraceae, classificadas em 16 tribos (Apéndice A),
dentre as quais constam espécies dos géneros Aldama, Baccharis, Espeletia Mutis ex Bonpl.,
Helianthus, Lychnophora, Mikania, Tithonia, Vernonia, dentre outras. Neste trabalho, algumas
espécies foram analisadas em replicata, avaliando-se a reprodutibilidade da intensidade dos

picos e 0s tempos de retencdo cromatogréficos.

3.2 — Extracéao e aquisicao dos dados quimicos

Para a extracao, foram pesadas 10 mg de droga vegetal seca previamente moidas em
moinho analitico (IKA® A11, Sigma Aldrich, Alemanha) e extraidas com 500 pL de EtOH-
H20 (4:1). Apo6s o respectivo tempo de extracdo, a mistura foi centrifugada a 10.000 g por 15
min (Eppendorf 5810R, Alemanha). Apds esta etapa, foi realizado o clean-up com n-hexano
grau HPLC (Macron Chemicals, EUA). O sobrenadante contendo o extrato foi coletado e
colocado em novos microtubos (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) previamente pesados. Tal
extrato foi secado em centrifuga a vacuo a 40 °C (SpeedVac SAVANT SPD 2010, Thermo
Electron Corporation, EUA) e ressuspendido em CH3CN-H20 (1:1) a uma concentracao de 1
mg/ml. Por fim, o extrato foi filtrado em membranas Mini-Uniprep™ PTFE de 0.2 um
(Whatman, EUA) e 4 pyL foram injetados em UHPLC-UV/DAD-ESI-HRMS, com analisador
Exactive Plus Orbitrap™ (Thermo Scientific, EUA). Trés padrdes internos (cafeina, daidzeina
e ac. 3-a-acetoxi-copalico) também foram injetados juntamente com cada uma das réplicas de

todas as amostras, a fim de se validar o método.

Foi utilizada uma coluna cromatogréafica de fase reversa (XB-C-18, coreshell, 150 x 2.1
mm, 1.7 um de didmetro de particula, Kinetex®, Phenomenex, EUA) para o UHPLC (Accela
1250, Thermo Scientific, Alemanha), protegida por uma pré-coluna equivalente, operando em
forno de coluna a 30 °C. A analise foi realizada através de um sistema de eluicdo por gradiente:
0-15 min (5-50% de solvente B), 15-20 (50-50% B), 20-30 (50-100% B), 30-35 (100-100% B),
35-40 (100-5% B), sendo o solvente A (H20 deionizada (MilliQR Merck Millipore Corporation,
EUA) e solvente B (CHsCN (grau LC-MS, Macron Fine Chemicals, EUA), ambos com 0.1%
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de &cido formico grau HPLC (Sigma-Aldrich, Alemanha). A vazao foi estabelecida em 400

pL/min.

Para a andlise de espectrometria de massas, a voltagem do spray foi selecionada em
3,6 kV para o modo positivo e 3,2 kV para o0 modo negativo (heater temperature = 300 °C;
capilar temperature = 320 °C). O intervalo de varredura foi selecionado de 100,0 a 1500,0 m/z.
A resolucdo foi de 70.000 para ambos modos de ionizacdo. A fragmentacédo foi realizada em
cela HCD (higher-energy collisional dissociation) com NCE (normalized collision energy) de
35%. Para todos os calibrantes (solucdo de calibrantes Thermo calmix, Sigma-Aldrich)

observou-se acuracia de 0,1 ppm (modo positivo) e 0,2 ppm (modo negativo).
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3.3 — Processamento dos dados do LC-MS

Os dados brutos adquiridos do LC-MS em formato .raw foram transformados em
formato .mzXML por linha de comando usando-se a funcdo MSconvert do software
ProteoWizard (KESSNER et al., 2008). Ap0s isso, o processamento dos dados foi conduzido
no software MZmine 2.23 (PLUSKAL e al., 2010) sequencialmente por: Mass Detection, FTMS
Filter Gaussian, Chromatogram builder, Smoothing, Deconvolution, Isotopic peaks grouper,
Filtering, Alignment, Gap filling e Duplicate Filter. Os parametros especificos estdo no
Apéndice C. Os valores de [M+H]* e [M-H]" dos picos detectados foram confrontados com os
valores de massa exata de aproximadamente 2.000 substincias descritas na literatura
provenientes de  diferentes géneros da familia  Asteraceae @ (AsterDB -
asterbiochem.org/asterdb). Tambéem foram utilizados os valores de massa e tempo de retencéo
do banco de dados in-house da biblioteca de substancias (cerca de 200 substancias) para a

identificacdo dos picos detectados.
3.4 — Andlises quimiométricas

Os dados quimicos de todos os extratos apds serem processados foram exportados em
planilha (.csv), organizados de modo a colocar as variaveis nas colunas e amostras nas linhas,
e as areas sob os picos detectados foram normalizadas para posterior analise multivariada e
decision tree. Para as andlises de quimiotaxonomia os dados foram normalizados por log

transformation e por Pareto, de acordo com os seguintes calculos:

Log Transformation: ¢;; = loglo(xl-]-) , Seguida por Yy =tj—ti onde log é o

logaritmo na base 10 da area do pico detectado, e x € a média das areas dos picos.

onde x € a média da area dos picos detectados e SD é o

Pareto: yl] = xij - xi/ SDij,

desvio padrao.

A PCA e OPLS-DA foram realizadas no software SIMCA v.13.0.3 (Umetrics —
Suécia). Para apenas as analises de triagem de inibidores de LDH-5, os dados foram também
analisados por decision tree pelo software Weka 3.6 (Universidade de Waikato, Nova
Zelandia).

A avaliacdo dos resultados da PCA e OPLS-DA foi realizada por meio da inspecao
dos valores de coeficiente de correlagdo multipla (R« e Ry?), capacidade preditiva (Q?, leave-

one-out 7-fold cross validation) e raiz quadrada do erro médio da validacao cruzada (RMSEcv).
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Valores de R? superiores a 0.6 e de Q? superiores a 0.3 sdo desejaveis em metabolomica,
considerando-se presenca de overfitting quando o valor de R? — Q? for superior a 0.3. Valores
de RMSEcv préximos a 0 sao desejaveis. Além disso, os resultados foram também avaliados a

um nivel de significancia de 95% (valor p < 0,005).

A HCA por reamostragem (bootstrapping), ou HCAbp, foi realizada para se avaliar os
dados de quimiotaxonomia. Nesta andlise, os dados foram normalizados por Pareto. A
finalidade foi obter ndo somente os agrupamentos hierarquicos, mas também seus graus de
incertezas, fornecendo estimativas da probabilidade do cluster. A HCAbp pode ser realizada
por meio do pacote pvclust no software R v.3.4.3 (The R Project for Statistical Computing,
http://www.r-project.org, SUZUKI, R. e SHIMODARA, H., 2006). Para acessar a

confiabilidade do cluster foram realizadas 10.000 replicatas bootstrap (nboot = 10.000).

4 — RESULTADOS DE DISCUSSAO

4.1 — Resultados da quimiotaxonomia de Asteraceae

Primeiramente foi realizada a checagem da reprodutibilidade do tempo de retencéo e
da intensidade dos picos das moléculas protonadas dos padrdes internos que foram adicionados
aos extratos para fins de validacdo. Tal inspecéo foi realizada escolhendo-se os extratos de ID
10, 50, 100, 150 e 200 no software MZmine (Figura 5). Constou-se que o tempo de retencéo
dos padrdes internos se alterou muito pouco, o que gera confiabilidade em relacdo ao método
cromatografico utilizado (Figura 5). Por outro lado, a intensidade dos picos, a qual reflete a
ionizacdo e concentragdo do analito no extrato, variou um pouco (Figura 5). A primeira vista,
pode parecer que h&d muita variacao na intensidade dos picos, mas se for levado em consideracao

a escala dos picos, todos estdo acima de 10°.
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Figura 5 — Exemplo da reprodutibilidade da andlise destacando padroes internos (cafeina, RT = 4,39 e [M+H]+ = 195;
daidzeina, RT = 9,78 e [M+H]+ = 253) nos extratos de 1D 10, 50, 100, 150 e 200, analisados no software MZmine.

Também foi avaliada reprodutibilidade do tempo de retencéo e da intensidade dos
picos das moléculas protonadas (ou desprotonadas) do estudo por meio da inspe¢éo de algumas
das réplicas (Figuras 6 e 7). Assim, tendo em vista os extratos de ID 14 (Figura 6) e 159 (Figura
7), por exemplo, pode-se notar alta reprodutibilidade nos tempos de retencdo e intensidade das
moléculas protonadas, com total sobreposicao dos picos, inclusive dos padrdes internos, cafeina
e daidzeina, que eluem em aproximadamente 4,39 e 9,78 min, respectivamente.

C, miz: 80,0033 - 1199.8796

35 400 450 500 S50 600 650 700 750 800 850 900 950 000 1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 1450 1500 1550 1600 1650 1700 1750 1800 1850 1900 1950 2000 2050 2100
Retention time

TReres — 14, et — 12, meea

Figura 6 - Inspegdo das réplicas de ID 14, com os respectivos padrdes internos, cafeina e daidzeina, em 4,39 € 9,78
min., respectivamente.
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Em tais figuras, nota-se também uma boa resolucdo cromatogréfica. De fato, a
variacdo do tempo de retencdo para tais amostras e sistema cromatograficos escolhidos foi
menor que 5% (dados néo disponibilizados). Foi concluido que o método “se mostrou robusto,
preciso, acurado, linear e seletivo” (ROSA, 2018, dados né&o publicados). Do mesmo modo, 0
coeficiente de variacdo (VC), ou desvio padréo relativo, do tempo de retencdo dos padrdes
internos foi menor que 1%. O VC é uma medida de disperséo de variaveis, sendo definido pela

razdo do desvio padrdo (o) pela média (), de acordo com a férmula:

VC =0/

MIC, Mz 60,0033 - 11996796

e
o

s
o

50 1200 1250 1300 1350
Retention time

— 150 pos XML ered — 150_161101205312 pos maXM. ered — 159_1611021 75043 pos maXML. e

Figura 7 - Inspecéo das réplicas de ID 159, com os respectivos padrdes internos, cafeina e daidzeina, em 4,39 e 9,78
min., respectivamente.

Os dados quimicos ja processados e normalizados foram também inspecionados em
PCA. De fato, seria esperado que em uma analise multivariada do metaboloma extraido no
extratos de diversas espécies de Asteraceae conseguisse agrupar ndo somente as réplicas, mas
também os taxa mais proximos. Assim sendo, a anélise de PCA representada pela Figura 10
pode, de fato, revelar ligeira semelhanca entre réplicas de extratos provenientes das tribos
Eupatorieae, Vernonieae, Astereae e Millerieae, embora ndo tenha sido observado agrupamento

entre tais tribos, nem mesmo entre amostras do género Espeletia (IDs 9, 33 e 40) (Figura 8).
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Figura 8 - Inspecéo de réplicas de extratos provenientes de espécies das tribos Eupatorieae, Vernonieae, Astereae e
Millerieae. A identificacdo dos codigos e seus respectivos I1Ds pode ser consultada no Apéndice A.

Assim, tendo em vista a sobreposi¢do de picos referentes a padrfes internos e as
réplicas, e a ligeira semelhanca entre as réplicas, quando analisadas do ponto de vista
metabolémico por PCA, uma maior andlise foi realizada com todas as 248 espécies de 16 tribos
de Asteraceae deste trabalho, presentes no Apéndice A. Para tal analise, a matriz de dados
contendo 2.046 picos provenientes do modo negativo e 2.066 provenientes do modo positivo
foi analisada por PCA, HCAbp e OPLS-DA. O intuito seria visualizar agrupamento entre
espécies da mesmo tribo de acordo com seus constituintes quimicos. Deste modo, por meio da
PCA néo foi possivel visualizar qualquer agrupamento entre as espécies de modo que se
pudesse realizar comparacdo com dados da literatura (PCA ndo mostrada), sejam aqueles
provenientes de filogenia (BREMER, 1996; PANERO et al., 2014), ou aqueles com base em
caracteres quimicos (CALABRIA et al., 2006). Além disso, também foi realizado HCAbp com
todas as mencionadas espécies e, do mesmo modo, ndo foi possivel visualizar clara distin¢éo
entre as tribos (HCA ndo mostrada). Os provaveis motivos para tais resultados podem ser
diversos, tal como origem do material vegetal (ndo padronizacdo da coleta, por exemplo),
extracdo quimica das folhas, falhas analiticas no sistema LC-MS e mau processamento dos
dados brutos. Por exemplo, assim, tal como sera melhor abordado no capitulo 4, os metabolitos
secundarios sofrem influéncia do meio ambiente (GOBBO-NETO e LOPES, 2007), tal como
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ritmo circadiano, luminosidade, disponibilidade hidrica, sazonalidade, dentre outras. Decorre
disso que, caso ndo tenha ocorrido padronizacdo na coleta, pode ter sido gerado uma alteracéo
metabdlica ndo relacionada com a taxonomia, mas com o0 meio ambiente. Além disso, nenhuma
destas espécies foi coletada e prontamente congeladas em N2 liquido para cessar seu
metabolismo, tal como protocolado pela literatura (DE VOS et al., 2007), o que pode ter gerado
maior quantidade de produtos de degradacdo metabdlitos, os quais ndo se relacionam
necessariamente com a classificacdo taxonémica (MOREIRA et al., 2018). De fato, foi
constatado que éacidos cafeoilquinicos, derivados biossintéticamente do &cido p-cumaérico, se
acumulam nas folhas apds a coleta, caso ndao sejam congeladas (MOREIRA et al., 2018).
Ademais, a extracéo foi realizada e seguida por cleanup, o que pode ter descartado metabolitos
importantes para quimiotaxonomia. Entretanto, as causas do ndo agrupamento observado entre

as tribos sdo hipotéticas e serdo melhor investigadas futuramente.

Persistindo com as analises ndo supervisionadas e com a quimiotaxonomia, a analise
dos dados foi realizada, mas com uma menor quantidade de tribos, selecionando-se aquelas
mais representativas deste trabalho: Eupatorieae, Astereae, Millerieae, Vernonieae, Heliantheae
e Barnadesieae, taxon basal em Asteraceae. A PCA realizada com tais tribos mostra que houve
certo agrupamento entre as tribos Vernonieae, Astereae e Millerieae (Figura 9), com algumas
excecOes. Ainda assim, do ponto de vista metabolémico, ha pouca tendéncia de agrupamento

entre estas tribos analisadas, bem como pouca separagéo entre as tribos.
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Figura 9 — PCA (4 componentes, 0,29) com espécies de Asteraceae das tribos Heliantheae, Eupatorieae, Vernonieae,
Astereae, Barnadesieae e Milleriae. Percebe-se que, do ponto de vista metaboldmico, ha pouca tendéncia de
agrupamento entre estas tribos analisadas. Ainda assim, Vernonieae, Milleriae e Astereae tendem a se localizar em
clusters, embora ndo totalmente separados.

Foi também realizada diversas HCAbp pelo método de Ward e distancia Euclidiana
com tais tribos com o intuito de visualizar agrupamento entre as espécies de acordo com a
classificacdo taxondmica de Asteraceae ao nivel de tribos. Na ocasido, foi esta anélise foi
constantemente inspecionada em termos de amostras que apresentavam alto valor de desvio
padrdo em termos de valor-p AU (approximately umbiased) e foram removidas da analise.
Assim, uma HCAbp mais simples e com menores erros era gerada subsequentemente em
relacdo a anterior. Ainda assim, a ultima HCAbp realizada revela pouco padrdo de agrupamento
e separacdo entre as tribos (Figura 11). Além disso, pode-se notar que a confiabilidade dos
agrupamentos € baixa, revelados pelos valores-p AU e BP (bootstrap probability) menores que
60 ou O (Figura 11), o que ainda indica amostras com alto teor de desvio padrdo em termos de
valor-p AU (Figura 10). Na Figura 10 destaca-se em retangulo os clusters com confiabilidade

maior que 95% para o conjunto de dados analisados.
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Figura 10 - Gréfico de erro padrao por valor-p AU. Os pequenos circulos sdo as amostras dispersas em relagéo ao erro
e valor-p AU. Os nimeros préximos aos circulos indicam amostras que foram deletadas, a fim de se verificar se ocorria
melhora na HCAbp.
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Figura 11 — HCADbp realizado com algumas espécies das tribos Barnadesieae, Eupatorieae, Astereae, Millerieae, Vernonieae e Heliantheae. Os retangulos indicam clusters com

confiabilidade acima de 95%. Ainda assim, observa-se pouco agrupamento e separa¢do das tribos de Asteraceae.
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Pela HCADbp da Figura 13 nao foi possivel observar distin¢do entre as tribos, com base
em seus caracteres quimicos e com base nas classifica¢fes propostas por Bremer (BREMER,
1996) ou Panero e colaboradores (PANERO et al., 2014). Calabria e colaboradores também
indicaram problemas no agrupamento filogenético quando construido com 389 caracteres
quimicos de cerca de 7.000 metabolitos descritos na literatura para 3.159 espécies de Asteraceae
(CALABRIA et al., 2006). Ainda assim, mais estudos deverao ser realizados, a fim de se obter
melhores conclusfes a respeito da comparagdo da quimiotaxonomia obtida por técnicas ndo
supervisionadas e as classificacdes filogenéticas de Asteraceae. Devemos também levar em
consideracao efeitos de fatores ambientais sobre 0 metaboloma, o que pode causar equivocos
na quimiotaxonomia (PADILLA-GONZALEZ et al., 2017). Assim sendo, alguns fatores
ambientais foram melhor estudados no capitulo 4, desta tese, utilizando-se como modelo A.

robusta e A. trichophylla (Asteraceae).

Posteriormente as analises quimiotaxonémicas realizadas por técnicas nao
supervisionadas, foi realizado OPLS-DA a fim de se encontrar metabdlitos discriminantes de
cada tribo, ou seja, mais correlacionados com cada tribo de Asteraceae. De fato, 0 ndo
agrupamento das tribos visualizado em PCA e HCAbp ndo significa que ndo existam diferencas
metabolicas entre as tribos, mas apenas que as técnicas ndo supervisionadas ndo encontram
padrdo de agrupamento entre todas as varidveis de maneira geral e naturalmente. As técnicas
supervisionadas, por outro lado, apontam variaveis latentes, ou seja, aquelas que s&o
importantes para a discriminacdo de grupos, mas que nao sdo facilmente visualizadas no
conjunto das variaveis. Deste modo, fica muito clara a utilidade do OPLS-DA na anélise de
dados de metaboloma. Com base nisso, foram realizadas sucessivas OPLS-DA com as tribos
mais representativas deste trabalho, a fim de se encontrar metabolitos discriminantes para cada
uma delas. Sempre em alguma OPLS-DA foi necessario excluir alguma tribo a fim de tornar o
modelo mais simples e facilitar a separacéo entre as tribos pela técnica empregada. Dito isso,
foi possivel realizar uma OPLS-DA (OPLS-DA.1) para se apontar as variaveis discriminantes

correlacionadas com a tribo Barnadesieae (Figura 12).
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Figura 12- OPLS-DA.1 (3 + 7) (R2 = 0,90 e Q2 = 0,37) mostrando um agrupamento das espécies de Asteraceae com base
no metaboloma das tribos Barnadesieae, Heliantheae, Eupatorieae e VVernonieae. Por meio desta analise é possivel identificar
metabolitos discriminantes de cada tribo, embora o modelo n&o esteja totalmente livre de overfitting (Q? relativamente baixo em relagéo
ao R?). Outras andlises de OPLS-DA foram realizadas, por meio das quais se conseguiu maiores valores de Q? (Figura 13 e 14), mas
sem a tribo Barnadesieae. RMSEcv < 0,29, Valor-p = 7,98x10°%°.

A OPLS-DA.1 (Figura 12) apresentou boa separacdo entre as tribos, mas um valor
relativamente baixo de Q?, o que pode sugerir overfitting na analise. Ainda assim, o os valores
de RMSEcv e valor-p foram baixo, o que indicam baixo desvio padrdo das amostras e baixa
probabilidade de que a separacdo tenha sido ocasionada pelo acaso. Com base nesta OPLS-
DA.1 foi também realizada uma classificacdo das espécies a fim de se verificar se elas seriam
corretamente classificadas de acordo com suas tribos (Tabela 1). Por meio da OPLS-DA.1
foram classificadas corretamente, de acordo com o metaboloma, 78,3% das espécies, um valor
relativamente bom, embora ainda tenha sido visualizado maiores erros justamente para
Barnadesieae. Ainda assim, este foi o0 melhor modelo que se conseguiu construir para tal tribo

e, por meio dele, gerar suas variaveis discriminantes (Tabela 2).
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Tabela 1 - Classificagdo das espécies das tribos Heliantheae, Eupatorieae, Vernonieae e Barnadesieae, segundo o modelo
OPLS-DA-1 (Figura 12), construido a partir do metaboloma de tribos de Asteraceae, utilizado para encontrar variaveis
discriminantes de Barnadesieae. Destaca-se em negrito a quantidade de espécies classificadas corretamente.

Classificacéo
Tribos Espécies | Correto | Heliantheae | Eupatorieae | Vernonieae | Barnadesieae
Heliantheae 15 100% 15 0 0 0
Eupatorieae 20 65% 6 13 1 0
Vernonieae 78 79,49% 15 1 62 0
Barnadesieae 7 57,14% 1 0 2 4
Total 120 78,33% 37 14 65 4

As varidveis discriminantes da tribo Barnadesieae foram identificadas com base no
banco AsterDB (ver o item 3.3 de Material e Métodos, pag. 22) e sdo, provavelmente,
principalmente pertencentes a classe dos diterpenos, embora também tenham sido sugeridos
policetideos, uma catequina e uma LST do tipo furanoheliangolido (Tabela 2). Esta ultima
pouco provavel, uma vez que, até o presente momento, ndo foi relatada tal classe na tribo

Barnadesieae.

A segunda OPLS-DA.2 realizada foi necessaria para encontrar variaveis discriminantes
da tribo Eupatorieae (Figura 13). Neste modelo, tanto Heliantheae quanto Barnadesieae tiveram
de ser excluidas a fim de se otimizar o medelo. Foi possivel visualizar uma clara distin¢do entre
as tribos (alto valor de R?) e boa capacidade preditiva em termos de validacdo cruzada (alto
valor de Q?), o que nio indica overfitting. Além disso, os baixos valores para o erro da anélise
(RMSEcv) e a probabilidade de significancia (valor-p) também indicam bons resultados da

analise (Figura 13).



38

A . Eupatorieae
Vernonieae
Astereae
154 % Milleriae
10
@)
O O
© %o
5 @) D
@] @]
g @
X
R0 @)
g ©
e : 4
B °dee
o b

-5 Y

-104

~154

-20 T T T T T T T L

-40 -30 -20 -10 0 10 20 30 40
1.00323 * t[1]

Figura 13 - OPLS-DA.2 (4 + 3) (R? = 0,93 e Q%= 0,78) mostrando um agrupamento das espécies de Asteraceae com base no metaboloma
das tribos Astereae, Milleriae, Eupatorieae e Vernonieae. A analise evidencia clara separagéo entre os grupos (alto valor de R?) e alta
capacidade preditiva (alto valor da validagdo cruzada, Q?). Os representantes da tribo Eupatorieae desta andlise se distinguem
claramente das demais tribos, razéo pela qual se encontram foram do limite do Hotelling T2, com intervalo de confianga de 95%.

RMSEcv < 0,21, Valor-p = 0,00.
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Tabela 2 - Identificacdo das varidveis discriminantes da tribo Barnadesieae, segundo modelo OPLS-DA-1. O sobrescrito “std” se refere a “standard” (substancias do banco de
padrdes do AsterBioChem, previamente isolados ou comprados), os quais foram injetados no mesmo método cromatogréafico a fim de se obter valores de tempo de retencéo e
perfil de fragmentacdo. Deste modo, as desreplicagdes que apontam para substancias pertencentes ao banco de padrdes sdo mais confiaveis, uma vez que ndo somente houve
correlagdo com os valores de m/z, mas também com o tempo de retencdo (RT). Var ID = nimero de identificacdo e respectivo modo de ionizagdo em que se detectou o pico (pos
= positivo; neg = negativo). As estruturas podem ser visualizadas em http://zinc15.docking.org/catalogs/asternp/substances/, em “Lookup”, ou em http://143.107.203.160:8080/,
em “Compound Search”, inserindo-se seu nome usual ou cédigo InChlKey. N.i. = pico ndo identificado.

Var ID RT m/z Identificagdo discriminantes de Barnadesieae (nome usual ou cédigo InChiKey) Classe
183 pos 4,68 122,081 |n.i.
1110 pos 14,06 369,227 | n.i.

634 pos 10,21 365,159 | CDLFKILFYKQREE-DVGHFYJSSA-N LST-furanoheliangolido
21 pos 1,21 182,985 |n.i.

352 pos 6,83 713,155 |n.i.

33 pos 1,29 162,076 | n.i.

431 pos 8,04 116,071 |n.i.

UANHYLJGDUVWED-ZHACIKMWNA-N; CNXRXTXGTZPXPV-
1708 pos 20,96 285,185 | VTMWINSUNA-N Poliacetilenos
243 pos 5,63 195,088 |n.i.
Diterpeno e

1390 pos 16,05 321,242 | XJISSRXITQUJZLO-IVIAHPGISA-N; CASWWQVDGSTYMZ-UDVNOLRYNA-N | Poliacetileno
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Diterpeno e
PMUKMASMUOTCMA-FIXWDHIASA-N Poliacetileno
1541 pos 17,64 503,279 | n.i.
610 pos 9,99 401,156 | n.i.
kaurenal; JCAVDWHQNFTFBW-XRNRSIMDSA-N; IXIINGQFXAAIPH-
1283 pos 15,30 287,236 | XRNRSIJMDSA-N; Diterpenos
JCAVDWHQNFTFBW-DAUOMPHXSA-N; MUDDKIQZZPCIQA-
FGSPNWDHSA-N Diterpenos
1874 pos 25,86 722,503 | n.i.
717 pos 10,79 286,201 | n.i.
1647 pos 19,34 259,115 |n.i.
1957 pos 27,19 467,315 | n.i.
944 pos 12,60 333,132 | NCWCJRLHJAVFD-UHFFFAOYNA-N Catequina
1075 pos 13,73 305,247 | n.i.
1308 pos 15,48 275,162 | n.i.
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Derivado do acido

1360 pos 15,83 331,19 | PKAIECBWQZFYRP-SZUIKGGKSA-N; AYCMMSGIYHDUSS-MPIDIJNAQSA-N | cindmico e diterpeno
75 pos 1,98 113,06 |n.i.

1786 pos 23,62 447,253 | n.i.

1010 pos 13,10 289,141 |n.i.

962 pos 12,74 303,231 | ent-kaurenoic acid; pimaric acid; abietic acid Diterpenos

1969 pos 27,31 507,272 | n.i.
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Assim, por meio da OPLS-DA.2 foi possivel indicar com confiabilidade bons
discriminantes para a tribo Eupatorieae (Tabela 4). Os representantes da tribo Eupatorieae desta
analise se distinguem claramente das demais tribos, razdo pela qual se encontram foram do
limite do Hotelling T2. Além disso, houve um bom acerto da classificacdo das espécies em suas
respectivas tribos (Tabela 3), com 84% de acerto total, dos quais 70% de acerto para

Eupatorieae.

Tabela 3 - Classifica¢do das espécies das tribos Eupatorieae, Vernonieae, Astereae e Milleriae, segundo o modelo OPLS-
DA-2 (Figura 13), construido a partir do metaboloma de tribos de Asteraceae, utilizado para encontrar variaveis
discriminantes de Eupatorieae.

Classificacdo
Tribos Espécies | Correto | Eupatorieae Vernonieae | Astereae | Milleriae
Eupatorieae 20 70% 14 3 3 0
Vernonieae 78 89,74% 3 70 5 0
Astereae 94 82,98% 0 16 78 0
Milleriae 58 82,76% 1 8 1 48
Total 250 84% 18 97 87 48

J& os picos apontados como discriminantes de Eupatorieae (Tabela 4) foram
identificados principalmente em sesquiterpenos, flavonoides glicosilados, LST dos tipos
guaianolido, eudesmanolido, seco-eudesmanolido e heliangolido, além de diterpenos,
principalmente com base no AsterDB. Os flavonoides glicosilados isorhamnetina-3-glucosideo
e quercitrina-O-rhamnosideo (Tabela 4), foram identificados com base em dados de tempo de
retencdo e [M+H]+ de padrdes externos da biblioteca de substancias do AsterBioChem. Deste
modo, tais identificagdes tém bons niveis de confiabilidade (SUMNER et al., 2007; SALEK et
al., 2013).

Por fim, foi realizada mais um OPLS-DA.3 para se apontar substancias discriminantes
de Vernonieae, Millerieae, Astereae e Heliantheae (Figura 14). Neste modelo, foram excluidas
as tribos Barnadesieae e Eupatorieae, a fim de se otimizar o modelo. Também foi possivel
visualizar clara separacéo entre as tribos e boa capacidade preditiva, sendo os valores de R?,
Q?, RMSEcyv e valor-p muito semelhantes aos do modelo anterior. Entretanto, foi escolhida a

OPLS-DA.3 para se apontar os metabolitos discriminantes de Vernonieae, Millerieae e
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Astereae, pois seu valor de Q2 e RMSEcv foram ligeiramente melhores que aqueles visualizados
no modelo OPLS-DA.2.
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Tabela 4 - Identificacdo das variaveis discriminantes da tribo Eupatorieae, segundo modelo OPLS-DA-2. O sobrescrito “std” se refere a “standard” (substancias do banco de
padrdes do AsterBioChem, previamente isolados ou comprados), os quais foram injetados no mesmo método cromatogréfico a fim de se obter valores de tempo de retencéo e
perfil de fragmentacdo. Deste modo, as desreplicacfes que apontam para substancias pertencentes ao banco de padrdes sdo mais confiaveis, uma vez que ndo somente houve
correlagdo com os valores de m/z, mas também com o tempo de retencdo (RT). Var ID = nimero de identificacdo e respectivo modo de ionizagdo em que se detectou o pico (pos
= positivo; neg = negativo). As estruturas podem ser visualizadas em http://zinc15.docking.org/catalogs/asternp/substances/, em “Lookup”, ou em http://143.107.203.160:8080/,
em “Compound Search”, inserindo-se seu nome usual ou cédigo InChlKey. N.i. = pico ndo identificado.

Var ID RT m/z Identificacdo discriminantes Eupatorieae (nome usual ou cddigo InChiKey) Classe

1782 pos | 23,61 | 284,295 | n.i.

390 pos | 7,55 | 495,113 |n.i.

30 pos 1,25 | 641,17 |n..

1103 pos | 14,01 | 127,112 | n.i.

1995 pos | 28,09 | 509,403 | n.i.

1922 pos | 26,63 | 605,421 | n.i.

1985 pos | 27,69 | 301,216 | (-)-dehydroabietic acid; RIIPNPHMQGDUBW-RFGKEDTNSA-N e isdmeros Diterpenos

560 pos | 9,42 | 449,107 | quercitrin-O-rhamnosideo®™: cynaroside; luteolin 7-O-glucoside; astragalin; quercitrin | Flavonoides-glicosilados
OVSQVDMCBVZWGM-QSOFNFLRSA-N e isdmeros; VNTMXJLNIJFLIF-
QNDFHXLGSA-N e isbmeros Flavonoides-glicosilados

1501 pos | 17,11 | 273,111 |n.i.
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398 pos

7,61

231,101

n.i.

543 pos

9,22

457,206

n.i.

1887 pos

26,09

239,149

n.i.

1733 pos

21,58

149,132

n.i.

515 pos

8,92

241,704

n.i.

1655 pos

19,58

361,234

AQBQBBLJTDSVLC-RVXFQSDISA-N

Diterpeno

450 pos

8,26

479,118

isorhamnetin-3-glucoside*™

Flavonoide-glicosilado

1541 pos

17,64

503,279

n.i.

1736 pos

21,63

191,179

n.i.

1968 pos

27,30

421,352

n.i.

1747 pos

22,22

189,164

n.i.

846 pos

11,94

301,216

(-)-dehydroabietic acid; RIIPNPHMQGDUBW-RFGKEDTNSA-N e isdmeros

Diterpenos

940 pos

12,58

273,221

n.i.
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840 pos | 11,87 | 147,044 | Coumarin Derivado do 4cido cindmico
artecanin e canin; ANTYQIKMKBUESI-NVULAGHYSA-N;

654 pos | 10,39 | 279,122 | DLMKPBDNRSJGBM-DBMMHUENSA-N LST guaianolido, aciclica,
WFYBOEGIJBIGPA-ZPBKDSQCSA-N; RTOGTHITQOMSQZ-QMPIGLIWSA-N e | eudesmanolido,
estereoisémeros; heliangolido
OURDJVKQQOPENX-OTOORWMLSA-N

1548 pos | 17,77 | 445,256 | n.i.

YVXVOMWUXKMTIT-VBCXXGINSA-N; RCKXDYPRQOIBKT-

1488 pos | 17,01 | 279,159 | CUOATXAZSA-N LST seco-eudesmanolido

338 pos | 6,73 | 203,143 |n.i.

1506 pos | 17,16 | 255,21 |n.i.
elemene, cadinene, bourbonene, germacrene, bisbolene, humulene, isocomene,

1778 pos | 23,39 | 205,195 |isocaryophylene, cubebene, farnesene, Sesquiterpenos
gamma-curcumene, selinene, bulnesene, zingiberene, bergamotene, himachalene,
caryophyllene, santalene, Sesquiterpenos
gurjene, valencene, biciclogermacrene, amorpha-4,11-diene e esterecisomeros Sesquiterpenos

311 pos | 6,51 | 209,153 |n.i.
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1963 pos | 27,25 | 344,228 | n.i.

1610 pos | 18,54 | 329,174 | SIVSTSIMZBDXBG-CJIKOKKRSA-N e estereoisomeros LST guianolido
1510 pos | 17,22 | 389,268 | AGFZWPUDRZOSPR-KYKUXKSPSA-N e estereoisomeros Diterpeno

1479 pos | 16,88 | 253,195 | n.i.

1721 pos | 21,21 | 337,104 |n.i.
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Figura 14 - OPLS-DA.3 (4 + 3) (R? = 0,92 e Q? = 0,79) mostrando um agrupamento das espécies de Asteraceae com
base no metaboloma das tribos Astereae, Milleriae, Heliantheae e Vernonieae. A analise evidencia clara separagéo
entre os grupos (alto valor de R?) e alta capacidade preditiva (alto valor da validag&o cruzada, Q). Os representantes
da tribo Heliantheae desta andlise se distinguem claramente das demais tribos, razdo pela qual se encontram foram
do limite do Hotelling T2, com intervalo de confianca de 95%. RMSEcv < 0,20, Valor-p = 0,00.

Com base na OPLS-DA.3 também foi realizada uma classificacdo das espécies com
base em suas tribos (Tabela 5), o que revelou acerto de 80% ou mais para todas as tribos, e
acertou de 83,7% para todas as espécies. Deste modo, foi gerada uma lista de substancias

discriminantes para todas estas tribos (Tabela 6).
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Tabela 5 — Classificacdo das espécies das tribos Heliantheae, Vernonieae, Astereae e Millerieae, segundo o modelo
OPLS-DA-3 (Figura 14), construido a partir do metaboloma de tribos de Asteraceae, utilizado para encontrar
variaveis discriminantes de Heliantheae, Vernonieae, Astereae e Millerieae. Destaca-se em negrito a quantidade de
espécies classificadas corretamente.

Classificacao

Tribos Espécies | Correto | Heliantheae | Vernonieae | Astereae | Millerieae
Heliantheae 15 80,0% 12 0 3 0
Vernonieae 78 84,6% 5 66 7 0
Astereae 94 84,0% 9 6 79 0
Milleriae 58 82,8% 1 7 2 48
Total 245 83,7% 27 79 91 48
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Tabela 6 - Identificagdo das variaveis discriminantes da tribo Heliantheae, Vernonieae, Astereae e Millerieae, segundo modelo OPLS-DA-3. O sobrescrito “std” se refere a
“standard” (substancias do banco de padrées do AsterBioChem, previamente isolados ou comprados), os quais foram injetados no mesmo método cromatogréafico a fim de se
obter valores de tempo de retencéo e perfil de fragmentacdo. Deste modo, as desreplicacdes que apontam para substancias pertencentes ao banco de padrdes sdo mais confiaveis,
uma vez que ndo somente houve correlagdo com os valores de m/z, mas também com o tempo de retencgdo (RT). Var ID = nimero de identificagéo e respectivo modo de ionizagédo
em que se detectou o0 pico (pos = positivo; neg = negativo). As estruturas podem ser visualizadas em http://zinc15.docking.org/catalogs/asternp/substances/, em “Lookup”, ou em
http://143.107.203.160:8080/, em “Compound Search”, inserindo-se seu nome usual ou cédigo InChlKey. N.i. = pico ndo identificado.

Var ID RT m/z Identificacdo de Heliantheae (nome usual ou cédigo InChlKey) Classe
38 pos 1,34 | 186,994 |n.i.
1975pos | 27,51 | 307,193 |n.i.
318 pos 6,55 119,09 |n.i.
192 pos 4,78 | 207,138 | 2-phenylethyl 3-methylbutanoate
1874 pos | 25,86 | 722,503 |n.i.
396 pos 7,59 | 191,179 |n.i.
1286 pos | 15,32 | 317,102 | eriodictyol 7,3'-dimethyl ether*; persicogenin Flavonoides
1922 pos | 26,63 | 605,421 |n.i.
Derivados do acido
588 pos 9,75 193,049 | isoscopoletin; scopoletin cinamico
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1543 pos | 17,70 431,24 |n.i.
338 pos 6,73 | 203,143 |n.i.
1995 pos | 28,09 | 509,403 |n.i.
679 pos | 10,63 | 303,05 |quercetin®; morin®; 6-hydroxyluteolin Flavonoides
Var ID RT m/z Identificacdo de Vernonieae (nome usual ou codigo InChlKey) Classe
2056 pos | 29,67 | 409,383 |n.i.
LST
653 pos | 10,37 | 379,138 | diacetilpiptocarfol (hirsutinolideo)* furanoheliangolido
2063 pos | 29,89 | 122,081 |n.i.
492 pos 8,72 447,092 | n.i.
516 pos 8,93 | 381,154 |n.i.
1960 pos | 27,21 | 487,359 |n.i.
525 pos 9,01 | 477,102 |n.i.
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714 pos 10,78 | 625,155 | n.i.

601 pos 9,89 | 613,144 |n.i.

1063 pos | 13,59 | 287,055 | morin [M-OHT"™: luteolin, quercetin, scutellarein, kaempferol, isoscutellarein Flavonoides

2047 pos | 29,25 | 243,121 |n.i.

88 pos 2,23 | 319,186 | ASZVUCPOPSJEJZ-OCVRCQPFSA-N e estereoisomeros LST germacranolido

ZPHXKYPRCCFEEM-CKFGLLJZSA-N e estereoisomeros LST eudesmanolido

496 pos 8,74 | 351,143 |n.i.
quercitrin-O-rhamnoside®®; cynaroside; quercitrin, triofolin, astragalin, luteolin 7-O- Flavonoides

560 pos 9,42 | 449,107 | glucoside glicosilados
16a-(1',2'-epoxy-1'-methylprop)-eremantholide®™®; KOMKVTZGCJDXPN-RYZYPSNUSA-

984 pos 12,95 | 377,159 | N, eupatundin, LST eremantolido

ILVSKWHMMYOGQO-IWJZIBDRSA-N; WLFVPPSXKYSJGO-WJVSDBCXSA-N,

LST germacranolido,

HHMGKCVCAMWORU-BVLUOJBOSA-N, IWUUZXOHPRFBRM-NVNZQMQSSA-N

eudesmanolido,
guaianolido

AFRRMOVQZXLLAY-HZACFNRPSA-N e estereoisomeros
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UKUKZUAKMMJYFZ-NVGRPZBPSA-N, euparotin acetate, JEVIXRUYDZFTD-

LST guaianolido e

1485pos | 16,95 | 419,17 |CVQTXJIQTSA-N e estereoisomeros germacranolido

880 pos 12,24 | 215,106 | Ichthyothereol Poliino
chrysoeriol™; hipidulin®®; diosmetin®; rhamnazin®; geraldol; sorbifolin; luteolin 7-methyl

888 pos | 12,29 | 301,07 |ether Flavondides

1952 pos | 27,13 | 443,333 |n.i.

1948 pos | 27,04 | 355,281 |n.i.

782 pos 11,40 | 125,096 |n.i.

1984 pos | 27,67 | 439,381 |n.i.

587 pos 9,75 | 415,135 |n.i.

721 pos 10,81 | 523,287 |n.i.

1430 pos | 16,38 | 423,201 | ALKJEOWDCFQCTJ-DGRDYZOHSA-N; UVRIFAYGSSDVER-QGYAONMESA-N LST germacranolido
KYJZJPDRJIRSOL-SEXCCMIOSA-N e estereoisomeros

2010 pos | 28,25 | 371,257 |n.i.
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108 pos 3,06 | 357,094 |n.i.
chrysoeriol; hipidulin®®; diosmetin®; rhamnazin®“; geraldol; sorbifolin; luteolin 7-methyl

1078 pos | 13,75 | 301,07 |ether Flavondides

Var ID RT m/z Identificacdo de Astereae (nome usual ou cédigo InChiKey) Classe
IKUIXDOLQGOQFB-MODKSPOCSA-N; arbusculin A; LEXBBZCFWJINTGC- Sesquiterpeno, LST

167 pos 4,52 | 251,167 | FOENDFONSA-N; germacranolido,
JWIOVYZAXACWBK-XYFSKKJPSA-N; KVWUOMNJFDNWQM-RMIQQSQVSA-N; xantanolido, seco-
MTIXBBDFRVGBOQ-WQFFSLPPSA-N; eudesmanolido,
FEYQLINGWGWQNT-OVIZQLOJSA-N; FEYQLIJGWGWQNT-ZGILNNDFSA-N;
KQEADOUDJYBGFC-AIHGEPKZSA-N; eudesmanolido
UEOBEAJSRIXKEQ-XPCJQDJLSA-N e estereoisomeros
RXXOJGKRNHHLDL-WVMNWVHY SA-N; GMXGAPWNZFBSDY-NQOFJFAASA-N;

1545 pos | 17,71 | 305,247 | GWTHBPSLWRXRSF-KVPLUYHFSA-N; Diterpeno

SSGGIEQQCQEEEL-JTBPYRKJISA-N; KARUSPOBGJZEMI-INTGFUSFSA-N;
OJSKIQFODPKTBT-XUFBONQXSA-N;

NOMCEPDYZFZNLH-JGFIGGHZSA-N; IQQKVAVYUUIDKR-UQEPQNNOSA-N e
estereoisomeros
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1708 pos | 20,96 | 285,185 | UANHYLJGDUVWED-ZHACIKMWNA-N; CNXRXTXGTZPXPV-VTMWINSUNA-N Poliacetilenos
512 pos 8,91 | 277,216 |n.i.

nevadensin; pedunculin; 2-(3,4-dimethoxyphenyl)-3,5-dihydroxy-7-methoxychromen-4-one;
1173 pos | 14,50 | 345,096 |eupatorin Flavondides
130 pos 3,64 | 177,055 |n.i.
691 pos 10,70 | 347,076 | SWRUBNXINAMYJO-UHFFFAOYNA-N; dihydroquercetin 3-acetate Flavondides
866 pos | 12,11 | 361,092 |acerosin; sudachitin Flavondides
542 pos 9,20 | 287,091 |sakuranetin; isosakuranetin Flavondides
1817 pos | 24,40 | 285,221 |n.i.
535 pos 9,13 | 273,221 |n.i.
1722 pos | 21,22 | 217,195 |n.i.
1531 pos | 17,43 | 285,221 |n.i.

RXXOJGKRNHHLDL-WVMNWVHY SA-N; GMXGAPWNZFBSDY-NQOFJFAASA-N;
1794 pos | 23,82 | 305,247 | SSGGJEQQCQEEEL-JTBPYRKJSA-N; Diterpenos
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KARUSPOBGJZEMI-INTGFUSFSA-N; IQOKVAVYUUIDKR-UQEPQNNOSA-N;

QFNNNZPXWWTDRE-IHIZMXTDSA-N Diterpenos

1604 pos | 18,44 | 449,286 | PUQINULVCTWMIY-RHFDULIZSA-N Diterpeno

973 pos | 12,87 | 283,17 |n.i.

1907 pos | 26,39 | 271,241 |n.i.

1654 pos | 19,56 | 305,247 |n.i.

1844 pos | 25,23 | 337,237 | QFOKXRAQWYQLQM-VIRHNSBINA-N; ACCLBNYEFRAUCK-BIDMWUBCSA-N Polieno

163 pos 4,42 215,081 | n.i.

VAKACABDOYKFHJ-MAPHFDCTSA-N; OCUPFQFFVVEGAS-HZTYIQCYSA-N;

1284 pos | 15,31 | 323,258 | JRMZVZSBORMZSD-RUSOHIBLSA-N; Diterpenos
VAKACABDOYKFHJ-JLPZLSSXSA-N; JRMZVZSBORMZSD-QMBFBY QJSA-N Diterpenos
kaurenal; IXIINGQFXAAIPH-XRNRSIMDSA-N; JCAVDWHQNFTFBW-

1854 pos | 25,40 | 287,237 | DAUOMPHXSA-N Diterpenos
MUDDKIQZZPCIQA-FGSPNWDHSA-N Diterpenos

1140 pos | 14,22 | 217,105 |n.i.
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tricin; 2-(3,4-dihydroxyphenyl)-5-hydroxy-3,6-dimethoxychromen-4-one; quercetin 3,4'-

836 pos | 11,83 | 331,081 |dimethyl ether; jaceosidin; desmethoxycentaureidin; cirsiliol Flavondides
1437 pos | 16,43 | 285,221 |n.i.

370 pos 7,28 277,07 | n.i.

Var ID RT m/z Identificacdo de Millerieae (nome usual ou codigo InChlKey) Classe
602 pos 9,90 | 710,133

1721 pos | 21,21 | 337,104

1242 pos | 15,06 | 619,096

1171 pos | 14,49 | 589,097

1205 pos | 14,82 | 617,092

816 pos | 11,67 | 355,066

1076 pos | 13,74 | 573,103

1468 pos | 16,75 | 617,092
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636 pos | 10,24 | 629,092

1169 pos | 14,48 | 603,076

645 pos 10,30 | 579,134

1478 pos | 16,85 | 917,119

1435 pos | 16,41 | 389,159 | KTIPQHCMSXAIBC-XGHQBKJUSA-N

352 pos 6,83 | 713,155

VCMZMMIHEOEXSR-GEEBZKHNSA-N; IQFFYNSHANWLIR-FJIKOOJNLSA-N; LST germacranolido,

907 pos 12,43 | 261,112 | SPZKJZINPQNEKT-WRXSAAJRSA-N guaianolido
292 pos 6,28 | 329,065

1734 pos | 21,59 | 253,195

1479 pos | 16,88 | 253,195

1319 pos | 15,57 | 397,125

1321 pos | 15,59 | 459,162

1411 pos | 16,20 | 349,127
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deoxyelephantopin; LLFFQXOEXCHHKX-ZVMMMAAASA-N; FKDIIXZIKCNXAT-

LST germacranolido,

1810 pos | 24,16 | 345,169 | SLFMQDIPSA-N; guaianolido
DWYSOHIJKGRHGTF-SIBKCFBNSA-N; JEAWGNYMYMHNGM-LSLHFRIISA-N;
FKDHXZIKCNXAT-USVHXFPUSA-N
JEAWGNYMYMHNGM-NYVXQQPPSA-N e estereoisomeros

LST
15-desoxy-goyazensolide®®; MSTZNVVCBOEAGA-ZZTPXLKCSA-N; furanoheliangolido,

1168 pos | 14,45 | 345,132 | IMUOPRSXUVOHFE-MCYOVBASSA-N guaianolido,
RYBHZNMPMHOBAR-MFRWKCHVSA-N e estereoisomeros

895 pos | 12,34 | 375,107 | hymenoxin; quercetin 3-methyl ether Flavondides

1186 pos | 14,66 | 317,065 | nepetin; isorhamnetin; tamarixetin; pedaltin; onopordin; 6-methoxykaempferol Flavonoides

1436 pos | 16,43 | 289,107




60

De acordo com a OPLS-DA.3 e a base de dados AsterDB, poucas variaveis puderam
ser identificadas para a tribo Heliantheae, embora com grande confiabilidade dois flavonoides,
sendo eles o eriodictiol 7,3'-dimetil eter e a quercetina, ou seu estereoisdmero morina, todos
presentes em na biblioteca de substancias puras do AsterBioChem (Tabela 6). Em Vernonieae,
também foram identificadas com bom nivel de identificacdo metabolémica (SUMNER et al.,
2007; SALEK et al., 2013) outros flavonoides, como o quercitrina-O-rhamnosideo e crisoeriol,
ou seus estereoisdbmeros, e também uma LST do tipo eremantolido, 16a-(1’,2’-epoxy-1’-
metilprop)-eremantolideo, e outra LST do tipo hirsutinolido, diacetilpiptocarfol (Tabela 6). E
importante destacar que, tal como foi abordado na introducdo deste capitulo, as LST do tipo
eremantolido e hirsutinolido sdo bons marcadores taxonémicos de Vernonieae (KELES et al.,
2010; BOHMAN etal., 1981; KOS et al., 2006), fato que se corrobora com as analises e validam

0 emprego de OPLS-DA em apontar discriminantes taxondmicos.

Na tribo Milleriae foi identificado o metabdlito 15-desoxi-goyazensolideo, da classe
das LST do tipo furanoheliangolido, de acordo com o banco de padrdes (Tabela 6), e o restante
dos outros supostos metabolitos (putative metabolites) seriam pertencentes a outras LST dos
tipos germacrolido ou guaianolido. Além disso, é importante destacar que o 15-desoxi-
goyazensolideo é marcador do género Lychnophora e Eremanthus, ambos da tribo VVernonieae,
mas n&o foi apontado como discriminante em tal tribo. E importante destacar que o OPLS-DA
¢ uma analise estatistica multivariada que emprega validacdo cruzada. Sendo assim,
probabilisticamente, 0 15-desoxi-goyazensolideo seria mais discriminante de Milleriae do que
de Vernonieae e, além disso, poderia ser considerado um marcador taxonémico em comum para
as duas tribos, o que se corrobora com a proximidade de Vernonieae (subfamilia Cichorioideae)
com a subfamilia Asteroideae (PANERO et al, 2014, Figura 2), a qual pertence a tribo
Millerieae. Quanto a tribo Astereae, todos os metabolitos foram identificados somente com base
nos valores de [M+H]+ e [M-H]- das substancias presentes no banco AsterDB. Pode-se destacar
para esta tribo principalmente metabdlitos da classe dos diterpenos e flavonoides, com alguns

casos de LST e um provavel caso de poliacetileno e polieno.
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5- CONCLUSAO DO CAPITULO 1

Pelas técnicas ndo supervisionadas ndo foi possivel correlacionar o agrupamento
qguimiotaxondmico com as classificacdes de Bremer (BREMER, 1996) ou Panero (PANERO
et al., 2014). Deste modo, mais investigacdes devem ser realizadas antes de se concluir
inequivocadamente que os caracteres quimicos ndo sdo bons marcadores quimicos em
Asteraceae ao nivel da classificacdo de tribos. Por outro lado, diversas analises de OPLS-DA
permitiram separar as tribos de Barnadesieae, Heliantheae, VVernonieae, Milleriae, Astereae e
Eupatorieae, com base na diferenca de seus constituintes quimicos. Com base nisso, picos
discriminantes de cada tribo foram indicados e desreplicados com base em bancos de massa e
tempo de retencdo de substancias de Asteraceae. Tais substancias podem ser consideradas
marcadores quimiotaxondmicos das tribos, estando correlacionadas com a adaptacdo ao meio

em que vivem suas respectivas espécies, ou com a diferenciacéo evolutiva entre as tribos.
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CAPITULO 2: ESTUDOS DE INIBICAO DE LDH-5 E
TRIAGEM DE METABOLITOS ATIVOS COM BASE NA
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RESUMO DO CAPITULO 2

No capitulo 2 foi analisada a metabolémica aplicada a triagem de inibidores de lacatato
desidrogenase-5 (LDH-5) de extratos provenientes de cerca de 80 espécies de Asteraceae. A
enzima LDH-5 esta superexpressada em diversos canceres e relacionada com as suas
sobrevivéncias. Deste modo, os objetivos foram: analisar se os extratos seriam capazes de inibir
a enzima e, apés esse ensaio, realizar analises metabolémicas com o intuito de se descobrir
substancias discriminantes de extratos ativos, além de realizar a predicao de outros extratos que
ndo foram ensaiados. Nos ensaios, a atividade enzimatica foi mensurada de acordo com a
oxidacdo de NADH em NADH+, ap0s a conversdo de piruvato em lactato (GRANCHI et al.,
2011). A mebolémica foi realizada por meio da extracdo do metaboloma de mais de 250
espécies de Asteraceae, com aquisi¢do dos dados quimicos via UHPLC-UV/DAD-ESI-HRMS,
em cromatografia de fase reversa. Os dados do metaboloma foram analisados por OPLS-DA e
decision tree. Deste modo, a analise de inibicdo de LDH-5 revelou que 11, dos 80 extratos
ensaiados, foram capazes de diminuir a atividade enzimatica em mais de 45%, ou mesmo quase
100% (completa inibicdo). O modelo de OPLS-DA construido permitiu uma clara separacao
dos extratos ativos, dos ndo ativos, com base em suas constituicfes quimicas. Os valores de
validagdo desta OPLS-DA (Q? = 0,77; P? = 0,81) indicam um modelo robusto e com alta
capacidade preditiva. Com base nisso, 0s outros extratos ndo ensaiados tiveram suas atividades
preditas. Além disso, foram propostas algumas substancias discriminantes dos extratos
considerados ativos. As analises por decision tree igualmente tiveram bons valores de validacao
(Q?=0,72; P? = 0,56, sem aplicagao do algoritimo “atribute selection”), o que também permitiu
indicar provaveis substancias quimicas discriminantes dos extratos ativos. Tais substancias
ativas serdo isoladas futuramente e ter&o suas atividades confirmadas.
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SUMMARY OF CHAPTER 2

In Chapter 2 the metabolomics applied to the screening of lactate dehydrogenase-5 (LDH-5)
inhibitors from extracts from about 80 Asteraceae species were analyzed. The LDH-5 enzyme
Is overexpressed in several cancers and related to its survival. Thus, the objectives were: to
analyze if the extracts would be able to inhibit the enzyme and, after this test, carry out
metabolomic analyzes with the purpose of discovering discriminant substances of active
extracts, in addition to predicting other extracts that were not tested . In the assays, the
enzymatic activity was measured according to the NADH oxidation in NADH +, after the
conversion of pyruvate to lactate (GRANCHI et al., 2011). The mebolomics were performed
by extracting the metabolome of more than 250 Asteraceae species, with the acquisition of
chemical data via UHPLC-UV/DAD-ESI-HRMS, in reverse phase chromatography. The
metabolome data were analyzed by OPLS-DA and decision tree. Thus, LDH-5 inhibition
analysis revealed that 11 out of the 80 extracts tested were able to decrease enzyme activity by
more than 45%, or even almost 100% (complete inhibition). The built-in OPLS-DA model
allowed a clear separation of active and non-active extracts based on their chemical
constitutions. The validation values of this OPLS-DA (Q? = 0.77; P? = 0.81) indicate a robust
model with high predictive capacity. Based on this, the other untested extracts had their
activities predicted. In addition, some discriminant substances of the extracts considered active
have been proposed. The decision tree analyzes also had good validation values (Q% = 0.72, P2
= 0.56, without application of the "attribute selection” algorithm), which also allowed to
indicate probable discriminant chemical substances of the active extracts. Such active
substances will be isolated in the future and their activities confirmed.
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1 - INTRODUCAO

1.1 — A enzima lactato desidrogenase-5 (LDH-5) como alvo anticancerigeno

Atualmente, o cancer é responsavel por uma em cada seis mortes no mundo. Mais de
14 milhdes de pessoas desenvolvem cancer todos 0s anos, e esse numero deve subir para mais
de 21 milhdes de pessoas em 2030 (ONU Brasil, 2017). Além disso, o Instituto Nacional de
Céancer (NCI) revelou em 2017 que as mortes por cancer aumentaram 31% no Brasil em 15
anos, de acordo com a OMS (NCI, 2017). Em 2017 a Organizacdo Mundial da Saide (OMS)
informou que a cada ano 8,8 milhdes de pessoas morrem de cancer no mundo, sendo esta a

segunda doenca mais mortal (WHO, 2017).

Céncer, também conhecido como neoplasia maligna, € o nome dado a um conjunto de
mais de 100 doencas que tém em comum o crescimento desordenado de células, com potencial
para invadir e se espalhar para outros tecidos e 6rgaos do corpo, fendbmeno conhecido como
metastase. Para que uma célula sadia se transforme em uma célula cancerigena, 0s genes que
regulam o crescimento e a diferenciacdo celular tém de sofrer mutacdo. Nesse sentido, varias

rotas bioquimicas estdo envolvidas no funcionamento das células cancerigenas.

No entanto, a maioria dos canceres possui uma caracteristica metabolica em comum,
conhecida como “efeito Warburg” (WARBURG et al., 1926; WARBURG et al., 1956), em
homenagem ao fisiologista e médico aleméo Otto Heinrich Warburg (Figura 15), laureado com
0 Nobel de medicina em 1931 por suas descobertas. O efeito Warburg consiste em uma
observacdo experimental de que as células cancerigenas utilizam a via glicolitica para a
obtencdo de energia, preferencialmente a via da fosforilacdo oxidativa (Figura 16). Na via
glicolitica, moléculas de piruvato sdo convertidas em lactato pela enzima lactato desidrogenase
(LDH), com a producdo de ATP para energia celular (WARBURG et al., 1956; GOGVADZE
etal., 2010; WARD e THOMPSON, 2012) (Figura 16). Sabe-se também que a perda de fungéo
do gene supressor tumoral p53, ou sua baixa expressdo, pode aumentar a glicélise, além de
impedir a apoptose celular em condigdes de estresse metabdlico (WARD e THOMPSON,
2012).
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Para que as células cancerigenas fornecam ATP pela via glicolitica deve ocorrer
inducgdo do heterodimero “fator induzido por hipoxia-1” (HIF-1) (WANG e SEMENZA, 1993),
0 qual estimula a expressdo do gene LDH-A. Em humanos, a LDH é uma enzima tetramérica
que pode existir em cinco isoformas (hLDH1-5). Existem apenas dois tipos de subunidades:
LDH-A e LDH-B. As cinco isoformas sdo constituidas pelas seguintes combinagdes destas duas
subunidades: LDH-1 = LDH-B4; LDH-2 = LDH-AB3; LDH-3 = LDH-A2B2; LDH-4 = LDH-
A3B; LDH-5 = LDH-A4. Destas isoformas, é sabido que apenas a LDH-5 esta superexpressada
em muitos carcinomas (GRANCHI et al., 2011; AUGOFF et al., 2015), sendo, portanto, um
importante alvo farmacologico. Deste modo, trabalhos recentes tém avaliado a inibicdo da
LDH-5, ou de sua subunidade, frente as substancias quimicas isoladas (GRANCHI et al., 2011)
e extratos de plantas (DEIAB et al., 2013). Além disso, um recente trabalho demonstrou que a
inibicdo da LDH-A foi capaz de reverter alteracdes induzidas pela inflamag&o no cancer de
colon (MANERSB et al., 2013), bem como reduzir a tumorgénese em modelos de ratos com
tumor (XIE et al., 2014).

Diversas espécies da familia Asteraceae foram investigadas do ponto de vista
bioldgico frente a diversos alvos, muitos dos quais farmacolégicos, tal como descrito no terceiro
item da Introducdo Geral. Muitas de suas substancias e extratos brutos foram avaliados por
meio de triagens que revelaram promissores efeitos farmacoldgicos. Entretanto, apesar desses
promissores resultados, ainda ha poucas substancias investigadas quanto a sua propriedade de
inibicdo da LDH-5, ou de sua subunidade A. Portanto, tendo em vista a ampla variedade
quimica dos géneros aqui investigados, tal como descrito no terceiro item da Introducdo Geral,
bem como da necessidade pela busca de mais farmacos anticancerigenos, faz sentido realizar
uma triagem de inibigdo das LDH-5, a fim de ser verificar o potencial inibitorio das espécies

de Asteraceae deste projeto, bem como de seus metabdlitos isolados.

2 - OBJETIVOS

Os objetivos deste capitulo foram:
1) avaliar o potencial de extratos de algumas espécies de Asteraceae em inibir a enzima

LDH-5;

2) realizar a triagem de inibidores de LDH-5 por meio do metaboloma das espécies de

Asteraceae e analises por OPLS-DA e decision tree;
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3) realizar um estudo de predicdo de inibicdo de LDH-5 com base em OPLS-DA e
decision tree para extratos de outras espécies de Asteraceae que ndo foram ensaiadas.

3 - MATERIAL E METODOS

3.1 — Material vegetal
O material vegetal utilizado foi o mesmo do capitulo 1.

3.2 — Extracéao e aquisicao dos dados quimicos
A extracdo e aquisicdo dos dados foram realizadas de acordo com o capitulo 1.
3.3 — Andlise de inibicdo de LDH-5

A atividade de inibicdo de LDH-5 (Lee Biosolution, Inc., EUA) foi determinada a 37
°C por meio da mensuracdo espectrométrica em 340 nm da oxidacdo do NADH (Sigma-
Aldrich, Inc., EUA) como func¢do do tempo. A cinética enzimatica foi mensurada em 5 min,
com tempo de agitacdo de 20 s (GRANCHI et al., 2011). O piruvato (Sigma-Aldrich, Inc.,
EUA) foi utilizado como substrato natural da enzima. Deste modo, quando a enzima converte
piruvato em lactato, ocorre a oxidacdo de NADH para NAD®. As concentragbes da analise
foram: 0,00125u/pl (quantidade final no poco de 0,005 u) de LDH-5 por 0,1 M de tampéo
fosfato em pH 7.4; 25 uM de NADH; 1 mM de piruvato; 800 pg de cada extrato solubilizados
em 1 ml de solugdo MeOH 10% (GRANCHI et al., 2011, adaptado). Todas as analises foram
realizadas em quintuplicata e o branco (piruvato, NADH e solugéo de extrato, sem enzima) em
triplicata. Também foi realizada uma analise em triplicata da inibicdo da enzima provocada pelo
MeOH, sendo esta solucéo considerada o controle negativo da reacdo. Deste modo, a atividade
dos extratos foi comparada com a solucdo de MeOH 10%, sendo considerados ativos aqueles
que foram capazes de reduzir a atividade enzimatica em mais de 45% (porcentagem de inibicao
relativa, GRANCHI et al., 2011, adaptado).

3.4 — Processamento dos dados do LC-MS

Os dados brutos adquiridos do LC-MS em formato .raw foram transformados de

acordo com o capitulo 1.
3.5 — Andlises quimiométricas e data mining com Decision Tree

Os dados quimicos de todos os extratos apds serem processados foram exportados em
planilha (.csv), organizados de modo a colocar as varidveis nas colunas e amostras nas linhas,

e as areas sob os picos detectados foram normalizadas para posterior analise multivariada e
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Decision Tree. Para as andlises de triagem de inibidores de LDH-5, foram normalizados por

Pareto, de acordo com o seguinte calculo:

Pareto: Yy = Xy~ x;/ |SD;;, onde x € a média da area dos picos detectados e SD é o

desvio padrao.

A PCA e OPLS-DA foram realizadas no software SIMCA v.13.0.3 (Umetrics —

Suécia) e analisadas de acordo com o capitulo 1.

Os parametros escolhidos para rodar a decision tree foram escolhidos “by default”. Os
resultados foram avaliados em termos de quantidade de amostras classificadas corretamente
empregando métricas de estatistica, tais como “mean absolute error” (MAE) e “root mean
squared error” (RMSE), valores de validacéo cruzada (Q?) e validagio externa (P?) (25% das
amostras escolhidas aleatoriamente). Num segundo momento, e a fim de se produzir modelos
mais simples e com melhores resultados, foi também utilizado o algoritmo “atribute selection”,
presente no software Weka, o qual se trata de um filtro supervisionado que seleciona

automaticamente os atributos (variaveis) mais correlacionados com o modelo.

4 — RESULTADOS DE DISCUSSAO

4.1 — Resultados de triagem de inibidores de LDH-5

Para que fosse possivel construir um modelo com base em metabolémica e estatistica
multivariada para a identificacdo de variaveis correlacionadas com a inibicdo de LDH-5, foi
realizado o ensaio de alguns extratos de espécies de Asteraceae, de diferentes tribos e géneros,
a fim de garantir variabilidade quimica e, portanto, variabilidade de resposta de inibicdo. A
enzima LDH-5 esté& superexpressada em diversos tecidos cancerigenos e sua inibi¢do tem sido
relatada pela literatura como um potencial alvo farmacologico (GRANCCHI et al., 2011). As
amostras selecionadas para tal analise sdo as mesmas das do item anterior (quimiotaxonomia),
as quais passaram por cleanup, podendo ser observadas no Apéndice A. O intuito de se realizar
ensaio com extratos que passaram por cleanup seria eliminar o excesso de material graxo e
pigmentos do extrato e, deste modo, falsos positivos na anélise, como consta em protocolos de
triagem de extratos. Deste modo, a analise de inibicdo de LDH-5 revelou que 11, dos 80 extratos
foliares de espécies diferentes de Asteraceae, foram capazes de diminuir a atividade enzimatica

em mais de 45%, ou mesmo quase 100% (completa inibi¢do) (Tabela 7). Contudo, pode-se
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notar que os extratos foliares da maioria das espécies apresentaram uma atividade muito baixa,
ou mesmo insignificante, quando comparada com o controle. E interessante também observar
que as Unicas duas espécies de Lychnophora (L. salicifolia e L. ericoides) utilizadas neste estudo
apresentaram atividade proxima e acima de 50% de inibicdo, podendo ser considerado um
género promissor para este alvo bioguimico (Tabela 7). Entretanto, de maneira geral, ndo parece
que o extrato foliar de um género apresente mais atividade que outro neste ensaio. De maneira
geral, tais resultados sdo semelhantes ao que se apresenta na literatura. Por exemplo, Deiab e
colaboradores verificaram que 115 extratos alcoolicos de plantas, de um total de 905, a uma
concentracdo de 500 ug/ml, foram capazes de inibir 50% da enzima LDH-5 (DEIAB et al.,
2013). Do mesmo modo, em outro estudo relacionado com a inibicdo de alvos enzimaticos por
extratos, Chagas-Paula e colaboradores verificaram que 13 de um total de 57 extratos
hidroalco6licos provenientes de espécies de Asteraceae foram capazes de inibir as enzimas
inflamatdrias ciclooxigenase-1 (COX-1) e lipoxigenase-5 (5-LOX) (CHAGAS-PAULA et al.,
2015). Destas 13 espécies, nenhuma se encontra entre as 11 mais promissoras descritas na tabela
7. Pelo contrério, espécies como A. robusta e A. trichophylla (escolhidas para estudos de cultivo
presentes neste trabalho, descritos no

capitulo 3) apresentaram baixa capacidade de inibigdo frente a LDH-5.
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Tabela 7— Espécies investigadas no ensaio de inibicdo da enzima LDH-5 e seus respectivos codigos. A coluna “Inibicao” se refere ao quanto o extrato foi capaz de diminuir a
atividade enzimética em comparagao com o controle (enzima atuando sem inibidores). Com base nos valores de inibicao foram criados dois modelos, o primeiro considerou como
de “baixa atividade” (low activity) os extratos que diminuiram a atividade enzimatica de 1% a 45%. O segundo modelo considerou como “sem atividade” (no activity) todos os
extratos que ndo foram capazes de diminuir em 45% a atividade enzimatica. Os dois modelos consideraram como “ativos” (active) os extratos que foram capazes de diminuir
em mais de 45% a atividade enzimatica. Destacam-se em negrito as espécies cultivadas neste projeto: A. robusta e A. trichophylla, ambas sem atividade de inibigdo. O modelo 2
apresentou melhores resultados em termos de R? e Q? para a busca de variaveis (possiveis metabdlitos) discriminantes dos extratos ativos.

Espécie Cddigo Ensaio | Codigo mzXML Inibicéo Modelo 1 Modelo 2
Matricaria chamomila Extrato 54 41 100% active active
Schlechtendalia luzulaefolia Extrato 64 47 93% active active
Pluchea quitoc Extrato 61 46 90% active active
Baccharis dracunculifolia Extrato 28 74 82% active active
Lychnophora salicifolia Extrato 53 39 71% active active
Lychnophora ericoides Extrato 52 128 59% active active
Proteopsis argentea Extrato 63 145 59% active active
Gymnanthemum amygdalinum | Extrato 50 230 58% active active
Baccharis sessifolia Extrato 25 156 49% active active
Aldama discolor Extrato 17 61 49% active active
Chuquiraga spinosa Extrato 13 A 26 48% active active
Dasyphyllum spinensis - caule | Extrato 34 193 31% low activity no activity
Lactuca sativa Extrato 51 37 29% low activity no activity
Mikania cordifolia Extrato 56 42 27% low activity no activity




Vernonia platensis Extrato 68 150 26% low activity no activity
Eremanthus veadeiroensis Extrato 47 115 26% low activity no activity
Mikania fulva Extrato 55 240 24% low activity no activity
Arnica montana Extrato 21 11 24% low activity no activity
Baccharis augustifolia Extrato 26 64 23% low activity no activity
Achillea millefolium Extrato 1 A 1 20% low activity no activity
Baccharis trimera Extrato 24 91 20% low activity no activity
Paralychnophora atkinsiae Extrato 60 44 19% low activity no activity
Espeletia cayetana Extrato 49 117 18% low activity no activity
Stevia rebaudiana Extrato 65 53 17% low activity no activity
Vernonia polyanthes Extrato 69 59 15% low activity no activity
Eremanthus uniflorus Extrato 46 114 15% low activity no activity
Aldama gardneri Extrato 18 8 14% low activity no activity
Espeletia arbelaezii Extrato 48 194 13% low activity no activity
Artemisia annua Extrato 23 13 12% low activity no activity
Baccharis crispa Extrato 27 72 12% low activity no activity
Dasyphyllum brasiliensis Extrato 33 29 11% low activity no activity
Prestelia eriopus Extrato 62 144 11% low activity no activity
Aldama robusta Extrato 2 A 9 11% low activity | no activity
Aldama nudibasilaris Extrato 3 A 3AC 11% low activity no activity
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Tithonia diversifolia Extrato 4 A 148 11% low activity no activity
Dasyphyllum tomentosum Extrato 36 106 11% low activity no activity
Eremanthus goyazensis Extrato 44 34 11% low activity no activity
Artemisia absinthium Extrato 22 12 11% low activity no activity
Taraxacum officinale Extrato 67 55 10% low activity no activity
Echinacea purpurea Extrato 41 30 9% low activity no activity
Tanacetum parthenium Extrato 66 54 9% low activity no activity
Dasyphyllum varians Extrato 35 107 8% low activity no activity
Calendula officinalis Extrato 37 192 8% low activity no activity
Eremanthus pabstii Extrato 45 113 8% low activity no activity
Aldama filifolia Extrato 19 7 6% low activity no activity
Mikania laevigata Extrato 5 A 136 1% low activity no activity
Chresta pycnocephala Extrato 38 24 1% low activity no activity
Aldama pilosa Extrato 9 A 9AC 0% no activity no activity
Emilia sonchifolia Extrato 42 31 0% no activity no activity
Aldamda grandiflora Extrato 8 A 8AC 0% no activity no activity
Baccharis lychnophora Extrato 29 80 0% no activity no activity
Bidens pilosa Extrato 31 17 0% no activity no activity
Vernonanthura brasiliana Extrato 72 245 -1% no activity no activity
Solidago chilensis Extrato 70 244 -2% no activity no activity
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Smallanthus sonchifolius Extrato 6 A 48 -2% no activity no activity
Chresta sphaerocephala Extrato 39 104 -5% no activity no activity
Ageratum conyzoides Extrato 20 4 -5% no activity no activity
Aldama trichophylla Extrato 7 A 7AC -6% no activity no activity
Solidago microglossa Extrato 11 A 50 -6% no activity no activity
Vernonia condensata Extrato 71 58 -15% no activity no activity
Minasia scapigera Extrato 59 141 -17% no activity no activity
Helianthus annuus Extrato 10 A 10AC -19% no activity no activity
Mikania glomerata Extrato 58 134 -19% no activity no activity
Calea cuneifolia Extrato 12 A 19 -23% no activity no activity
Aldama bracteata Extrato 16 16AC -25% no activity no activity
Cichorium intybus Extrato 40 27 -26% no activity no activity
Blanchetia heterotricha Extrato 32 18 -31% no activity no activity
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Tendo em vista os resultados apresentados na tabela 7, foram criados dois modelos
por OPLS-DA para se apontar as varidveis correlacionadas com inibicdo de LDH-5. No
primeiro modelo os extratos foram dividias em trés classes: ativas (active), baixa atividade (low
activity) e sem atividade (no activity) (Tabela 7). Entretanto, tal modelo nao revelou bons
valores de Q?, além de possuir um elevado valor de RMSEcv (dados ndo mostrados). Por outro
lado, o segundo modelo, o qual considera como ativas apenas as amostras que conseguiram
reduzir em mais de 50% atividade enzimatica, foi melhor, além de mais simples. Por meio deste
modelo podemos visualizar o grafico dos scores (amostras) correlacionadas ou ndo com a
atividade de inibicdo da LDH-5 (Figura 17). Esta OPLS-DA foi validada ndo somente pelos
valores de Q? (validagdo cruzada), mas também por validacdo externa (25% das amostras ativas
e 25% das amostras negativas da tabela 7, escolhidas aleatoriamente). A validagdo externa (P?)
foi de 81,48% (Tabela 8).

Tabela 8 — Validag&o externa (27 extratos) (P? = 81,48%) da OPLS-DA dos extratos foliares de espécies de Asteraceae
avaliados contra a inibi¢cdo da LDH-5. Destaca-se em negrito a quantidade de espécies classificadas corretamente. Pela
validagdo, todos os trés extratos considerados como “ative” (active = capaz de reduzir a atividade enzimética em mais
de 45%) foram classificados como “sem atividade” (no active), de acordo com a andlise criada pela OPLS-DA e seus
respectivos constituintes quimicos.

Predicao
Extratos Correto no activity active
no activity 24 91,67% 22 2
Active 3 0% 3 0
Total 27 81,48% 25 2
Predicao
ID Cddigo Classe Espécie no activity active
Agel no activity Ageratum conyzoides 0,997 0,003
Ald9 no activity Aldama filifolia 0,938 0,062
Ald8 no activity Aldama gardneri 1,030 -0,030
Echl no activity Echinacea purpurea 0,968 0,032
Ere7 no activity Eremanthus goyazensis 0,974 0,026
Smal no activity Smallanthus sonchifolius 0,994 0,006
Ver2 no activity Vernonia polyanthes 0,920 0,080
Ald7 Active Aldama discolor 0,901 0,099
Bacl10 no activity Baccharis angustifolia -0,044 1,044
Bac10.2 no activity Baccharis angustifolia 0,905 0,095




Bac10.3 no activity Baccharis angustifolia 0,690 0,310
Bacl10.4 no activity Baccharis angustifolia 0,699 0,301
Bac22 no activity Baccharis crispa 0,611 0,389
Bac40 no activity Baccharis lychnophora 0,998 0,002
Bacl no activity Baccharis trimera 1,001 -0,001
Bacl.2 no activity Baccharis trimera -0,053 1,053
Bacl.3 no activity Baccharis trimera 1,001 -0,001
Bacl.4 no activity Baccharis trimera 0,707 0,293
Esp8 no activity Espeletia cayetana 0,823 0,177
Lyc2 Active Lychnophora ericoides 0,952 0,048
Prol Active Proteopsis argentea 1,001 -0,001
Titl no activity Tithonia diversifolia 1,036 -0,036
Verl no activity Vernonia platensis 1,079 -0,079
Mik11 no activity Mikania fulva 1,005 -0,005
Ald11l no activity Aldama trichophylla 0,988 0,012
Ald13 no activity Aldama. pilosa 0,928 0,072
Helth no activity Helianthus annus 1,004 -0,004
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Pela validacéo, todos os trés extratos considerados como “ativo” (active = capazes de

reduzir a atividade enzimatica em mais de 45%) foram classificados como “sem atividade” (no

active), de acordo com a analise criada pela OPLS-DA e seus respectivos constituintes

quimicos. A OPLS-DA conseguiu separar claramente as amostras consideradas ativas das
consideradas ndo ativas (R? = 0,99) com altos valores de validagdo cruzada (Q? = 0,77) (Figura

17).
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Figura 17 - OPLS-DA (1 + 7) (R? = 0,99 e Q? = 0,77) para extratos foliares de espécies de Asteraceae ensaiados contra
LDH-5. Foram considerados ativas (active) as amostras que inibiram mais de 45% da atividade enzimatica, as outras
amostras foram consideradas inativas (no activity). Pode ser observado pelo modelo que houve clara separacéo entre
o0s grupos (alto valor de R?) com base na inibigdo enzimatica e no metaboloma das espécies, sem a presenca de overfitting
(alto valor de Q?). Esta andlise apresentou também um alto valor de validacéo externa (P? = 0,81, Tabela 8), baixo valor
de RMSEcv (0,20) e Valor-p (5,16x107), o que permitiu gerar variaveis discriminantes (Tabela 9) com confiabilidade.

Esta OPLS-DA, e seus respectivos valores de validacdo, permitiu a realizar a predicao
da atividade dos outros extratos que ndo haviam sido ensaiados nas atividades de inibicdo de
LDH-5 deste experimento, com base em seus metabolomas adquiridos por LC-MS. Assim, 0s
resultados da tabela 9 mostram que foi possivel predizer a atividade da maioria dos extratos
(Tabela 9). A tabela 9 contém também a classificacdo dos extratos que foram ensaiados, mas
que tiveram de ser retirados do modelo para fins de otimizag&o dos da OPLS-DA, o que resulta
em mais amostras classificadas corretamente e melhor capacidade preditiva. Assim, dos cinco
extratos classificados como ativos, de acordo com o resultado do ensaio, todos foram
classificados como “sem atividade”, de acordo com suas constituicdes quimicas (Tabela 9). Do
mesmo modo, a maioria dos extratos ndo ensaiados foi classificada como “sem atividade”.
Resumidamente, todas as espécies de Aldama, Chresta e Eremanthus foram classificadas como

“sem atividade”.
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Tabela 9 — Classificacédo dos extratos foliares de espécies de Asteraceae que foram retirados da analise (35 extratos)
para a otimizacao do modelo de OPLS-DA para a inibi¢édo da atividade de LDH-5. E predicao da atividade dos extratos
foliares das espécies que ndo foram avaliadas contra LDH-5. Destaca-se em negrito as classificagdes consideradas
“incorretas”, ou seja, aquelas que néo se correlacionam com a informacéo previamente estabelecida e de acordo com o
resultado do ensaio. Os nimeros com asterisco indicam classificacdo/predicdo duvidosa.

Classificacéo
Membros Correto no activity active
no activity 30 90% 27 3
active 5 0% 5 0
No class 215 166 49
Total 250 77,14% 198 52
Predicéo
ID Codigo | Classe Espécie no activity active
Acyl Achyrocline satureioides 0,85 0,15
Acml Acmella oleracea 1,02 -0,02
Agel no activity | Ageratum conyzoides 1,00 0,00
Ald3 Aldama arenaria 1,02 -0,02
Ald9 no activity | Aldama filifolia 0,94 0,06
Ald8 no activity | Aldama gardneri 1,03 -0,03
Antl Anteremanthus hatschbachii 0,89 0,11
Bac8 Baccharis albilanosa 1,11 -0,11
Bac8.2 Baccharis albilanosa 0,96 0,04
Bac8.3 Baccharis albilanosa 1,04 -0,04
Bac29 Baccharis glaziovii 0,91 0,09
Bac48 Baccharis organensis 0,85 0,15
Chr3c Chresta exsucca 0,99 0,01
Chr5a Chresta hatschbachii 0,95 0,05
Chréc Chresta martii 1,01 -0,01
Chrl3a Chresta plantaginifolia 1,01 -0,01
Chrl3a.2 Chresta plantaginifolia 1,02 -0,02
Chr7b no activity | Chresta pycnocephala 0,93 0,07
Chol Chronopappus bifrons 0,95 0,05
Chu2 active Chuquiraga spinosa 0,93 0,07
Cynl Cynara scolymus 1,04 -0,04




Echl no activity | Echinacea purpurea 0,97 0,03
Erel Eremanthus argenteus 1,14 -0,14
Ere4 Eremanthus capitatus 1,06 -0,06
Ere7 no activity | Eremanthus goyazensis 0,97 0,03
Erel0 Eremanthus polycephalus 0,98 0,02
Het2 Heterocoma gracilis 0,90 0,10
Lacl no activity | Lactuca sativa 0,80 0,20
Lyc6 Lychnophora mellobarretoi 0,99 0,01
Lyc9 Lychnophora santosii 0,83 0,17
Matl active Matricaria chamomilla 1,03 -0,03
Mik10 Mikania sessilifolia 0,94 0,06
Pipl Piptolepis monticola 1,06 -0,06
Smal no activity | Smallanthus sonchifolius 0,99 0,01
Soa Soaresia velutina 1,03 -0,03
Sonl Sonchus oleraceus 1,03 -0,03
Sphl Sphagneticola trilobata 0,72 0,28
Tanl no activity | Tanacetum parthenium 0,77 0,23
Tril Tridax procumbens 0,89 0,11
Ver8 Vernonanthura beyrichii 0,95 0,05
Ver2 no activity | Vernonia polyanthes 0,92 0,08
Ald7 active Aldama discolor 0,90 0,10
Arcl Arctium lappa 0,58* 0,42*
Bac9 Baccharis alpina 1,07 -0,07
Bacl0 no activity | Baccharis angustifolia -0,04 1,04
Bac10.2 no activity | Baccharis angustifolia 0,90 0,10
Bac10.3 no activity | Baccharis angustifolia 0,69 0,31
Bacl10.4 no activity | Baccharis angustifolia 0,70 0,30
Bacll Baccharis aphylla 0,39* 0,61*
Bac13 Baccharis bicolor 0,08 0,92
Bacl5 Baccharis boliviensis 0,76 0,24
Bacl6 Baccharis buchtienii 0,58* 0,42*
Bacl7 Baccharis caespitosa 0,40* 0,60*
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Bacl9 Baccharis cenicienta 0,31 0,69
Bac19.2 Baccharis cenicienta 0,52* 0,48*
Bac21 Baccharis ciliata 0,41* 0,59*
Bac22 no activity | Baccharis crispa 0,61* 0,39*
Bac24 Baccharis densiflora 0,56* 0,44*
Bac24.2 Baccharis densiflora 0,77 0,23
Bac24.3 Baccharis densiflora 0,92 0,08
Bac27 Baccharis floripa 0,43* 0,57*
Bac3l Baccharis grisebachii 0,81 0,19
Bac32 Baccharis halimifolia 0,08 0,92
Bac33 Baccharis incarum 0,39* 0,61*
Bac35 Baccharis jelskii 0,10 0,90
Bac40 no activity | Baccharis lychnophora 1,00 0,00
Bac47 Baccharis nitida 0,91 0,09
Bac49 Baccharis papillosa 0,83 0,17
Baccharis papillosa
Bac51 longipedicellata 0,26 0,74
Bac54 Baccharis pilularis 0,47* 0,53*
Bac55 Baccharis plummerae 0,98 0,02
Bac57 Baccharis quitensis 0,49* 0,51*
Bac60 Baccharis rodriguezii 0,82 0,18
Bac65 Baccharis sergiloides 0,45* 0,55*
Bac67 Baccharis stylosa 0,71 0,29
Bac70 Baccharis tola 0,99 0,01
Bacl no activity | Baccharis trimera 1,00 0,00
Bacl.2 no activity | Baccharis trimera -0,05 1,05
Bacl.3 no activity | Baccharis trimera 1,00 0,00
Bacl.4 no activity | Baccharis trimera 0,71 0,29
Bac72 Baccharis trinervis 0,31 0,69
Bac74 Baccharis umbellata 0,28 0,72
Bac74.2 Baccharis umbellata 0,21 0,79
Bac75 Baccharis urvilleana 0,46* 0,54*
Bac77 Baccharis wrightii 0,50* 0,50*

81



Chrla Chresta angustifolia 0,90 0,10
Chr2a Chresta curumbensis 0,99 0,01
Chr2a.2 Chresta curumbensis 1,02 -0,02
Chr2a.3 Chresta curumbensis 0,92 0,08
Chr4a Chresta harleyi 1,01 -0,01
Chrl4a Chresta phylicifolia 0,57* 0,43*
Chrl2a Chresta scapigera 1,01 -0,01
Chr8a Chresta scapigera 0,92 0,08
Chr9a Chresta souzae 0,93 0,07
Chr10a Chresta speciosa 1,01 -0,01
Das5 Dasyphyllum tomentosum 1,11 -0,11
Ere2 Eremanthus auriculatus 1,02 -0,02
Ere3 Eremanthus brevifolius 1,03 -0,03
Ere5 Eremanthus elaeagnus 0,97 0,03
Ere6 Eremanthus erythropappus 0,75 0,25
Ere8 Eremanthus incanus 1,12 -0,12
Esp5 Espeletia barclayana 0,58* 0,42*
Esp8 no activity | Espeletia cayetana 0,82 0,18
Espl2 Espeletia curialensis 0,67 0,33
Esp15 Espeletia estanislana 1,02 -0,02
Espl6 Espeletia frontinoensis 0,76 0,24
Espl7 Espeletia garciae 0,70 0,30
Esp26 Espeletia monguana 0,85 0,15
Esp28 Espeletia murilloi 0,70 0,30
Esp40 Espeletia schultzii 1,03 -0,03
Esp40.2 Espeletia schultzii 0,64* 0,36*
Esp40.3 Espeletia schultzii 1,03 -0,03
Esp40.4 Espeletia schultzii 0,50* 0,50*
Esp40.5 Espeletia schultzii 1,02 -0,02
Esp40.6 Espeletia schultzii 1,02 -0,02
Esp4l Espeletia semiglobulata 0,68 0,32
Gorl Gorceixia decurrens 1,04 -0,04
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Hetl Heterocoma ekmaniana 0,61* 0,39*
Lyc2 active Lychnophora ericoides 0,95 0,05
Lyc5 Lychnophora markgravii 0,91 0,09
Lyc7 Lychnophora passerina 1,03 -0,03
Lyc10 Lychnophora tomentosa 1,04 -0,04
Mik8 Mikania aff. burchelli 0,90 0,10
Mik12 Mikania angularis 0,87 0,13
Mik14 Mikania hirsutissima 0,88 0,12
Mik6 Mikania psilostachya 0,83 0,17
Mik3 Mikania 1,05 -0,05
Mik4 Mikania thapsoides 1,04 -0,04
Mik1 Mikania triangularis 1,00 0,00
Minl no activity | Minasia scapigera 1,00 0,00
Par2 Paralychnophora bicolor 1,05 -0,05
Par.2 Paralychnophora bicolor 0,80 0,20
Par.3 Paralychnophora bicolor 1,07 -0,07
Pip2 Piptolepis schultziana 0,69 0,31
Prol active Proteopsis argentea 1,00 0,00
Pro2 Proteopsis hermogenesii 0,57* 0,43*
Ver4 Solidago chilensis 1,02 -0,02
Titl no activity | Tithonia diversifolia 1,04 -0,04
Verl2 Vernonanthura brasiliana 0,92 0,08
Verl no activity | Vernonia platensis 1,08 -0,08
Bac2 Baccharis aff altimontana 0,43* 0,57*
Bac3 Baccharis aff boliviensis 1,10 -0,10
Bac4 Baccharis aff curitybensis 0,32 0,68
Bac5 Baccharis aff leucopappa 0,55* 0,45*
Bac6 Baccharis aff malmei 0,99 0,01
Bacl12 Baccharis arguta 0,36* 0,64*
Bacl4 Baccharis bifronsa 0,43* 0,57*
Bacl8 Baccharis calliprinos 0,50* 0,50*
Bac18.2 Baccharis calliprinos 0,45* 0,55*
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Bac18.3 Baccharis calliprinos 0,53* 0,47*
Bac20 Baccharis chionolaenoides 0,13 0,87
Bac23 Baccharis debilis 0,53* 0,47*
Bac26 Baccharis dubia 0,20 0,80
Bac28 Baccharis genistelloides 0,56* 0,44*
Bac30 Baccharis glomerulifolia 0,79 0,21
Bac34 Baccharis inexpectata 0,66 0,34
Bac36 Baccharis kurtziana 0,96 0,04
Bac37 Baccharis latifolia 0,48* 0,52*
Bac38 Baccharis linearifolia 0,22 0,78
Bac39 Baccharis longipetiolata 0,90 0,10
Bac41l Baccharis macrophylla 0,22 0,78
Bac42 Baccharis marchesii 1,02 -0,02
Bac43 Baccharis molina 0,48* 0,52*
Bac44 Baccharis multifolia 0,35 0,65
Bac4b Baccharis napaea -0,02 1,02
Bac46 Baccharis neglecta 0,92 0,08
Bac50 Baccharis papillosa chaparensisv 0,30 0,70
Bac52 Baccharis pentlandii 0,98 0,02
Baccharis papillosa ssp
Bac62 integrifolia 0,44* 0,56*
Baccharis papillosa ssp
Bac62.2 integrifolia 0,43* 0,57*
Baccharis papillosa ssp
Bac62.3 integrifolia 0,51* 0,49*
Bacbh6 Baccharis polycephala 0,53* 0,47*
Bac58 Baccharis reticularia 0,64* 0,36*
Bac59 Baccharis retusa 0,26 0,74
Bac61 Baccharis salicifolia 0,93 0,07
Bac53 Baccharis salicina 0,32 0,68
Bac63 Baccharis saliens 0,62* 0,38*
Bac64 Baccharis sarothroides 0,43* 0,57*
Bac66 Baccharis singularis 0,93 0,07
Bac68 Baccharis subalata 0,39* 0,61*

84



Bac69 Baccharis tarchonanthoides 0,61* 0,39*
Bac71 Baccharis tola frimbriata 0,62* 0,38*
Bac73 Baccharis trineura 0,61* 0,39*
Bac76 Baccharis vargasii 0,56* 0,44*
Cael no activity | Calendula officinalis 0,76 0,24
Espl Espeletia annemariana 0,79 0,21
Esp3 Espeletia ariana 0,88 0,12
Esp4 Espeletia aristeguietana 0,49* 0,51*
Esp6 Espeletia brachyaxiantha 0,82 0,18
Esp7 Espeletia brassicoidea 0,83 0,17
Esp9 Espeletia cleefii 0,59* 0,41*
Esp9.2 Espeletia cleefii 0,89 0,11
Esp9.3 Espeletia cleefii 0,80 0,20
Espl0 Espeletia congestiflora 0,96 0,04
Espl0.2 Espeletia congestiflora 0,68 0,32
Espl10.3 Espeletia congestiflora 0,82 0,18
Espll Espeletia congestiflora 0,67 0,33
Espl3 Espeletia delicatissima 0,75 0,25
Espl4 Espeletia episcopalis 0,71 0,29
Espl8 Espeletia grandiflora 0,82 0,18
Esp19 Espeletia incana 0,87 0,13
Esp20 Espeletia jajoensis 0,73 0,27
Esp21 Espeletia jaramilloi 0,97 0,03
Esp22 Espeletia jaramilloi 0,58* 0,42*
Esp23 Espeletia killipii 0,67 0,33
Esp24 Espeletia litocrassa 0,85 0,15
Esp25 Espeletia lopezii 1,08 -0,08
Esp27 Espeletia murilloi 0,65 0,35
Esp29 Espeletia nana 0,65* 0,35*
Esp30 Espeletia nemekenei 0,61* 0,39*
Esp31 Espeletia paipana 0,83 0,17
Esp32 Espeletia paipana 0,87 0,13
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Esp33 Espeletia pescana 0,96 0,04
Esp33.2 Espeletia pescana 0,94 0,06
Esp33.3 Espeletia pescana 0,85 0,15
Esp34 Espeletia pishana 0,69 0,31
Esp35 Espeletia pleiochasia 0,45* 0,55*
Esp36 Espeletia rositae 0,91 0,09
Esp37 Espeletia saboyensis 0,82 0,18
Esp38 Espeletia schultesiana 1,02 -0,02
Esp39 Espeletia schultzii 0,46* 0,54*
Esp42 Espeletia standleyana 0,63* 0,37*
Esp43 Espeletia steyermarkii 0,67 0,33
Esp44 Espeletia summapacis 0,60* 0,40*
Esp45 Espeletia tenorae 0,94 0,06
Esp46 Espeletia uribei 0,60* 0,40*
Lycl Lychnophora crispa 1,00 0,00
Lyca Lychnophora gardneri 0,42* 0,58*
Lycl2 Lychnophora triflora 0,89 0,11
Lyc13 Lychnophora grannogolensis 0,55* 0,45*
Lycl4 Lychnophorella leucodrendon 0,80 0,20
Mik5 Mikania firmula 0,27 0,73
Mik5.2 Mikania firmula 0,45* 0,55*
Mik5.3 Mikania firmula 0,54* 0,46*
Mik5.4 Mikania firmula 0,52* 0,48*
Mik7 Mikania guaco 0,52* 0,48*
Mik9 Mikania cuzcoensis 0,40* 0,60*
Mik11 no activity | Mikania fulva 1,01 -0,01
Ver3 Vernonia 168 (?) 0,50* 0,50*
Vers Vernonia 170 1,00 0,00
Ver6 Vernonia 171 0,65 0,35
Ver7 no activity | Vernonia 172 (?) 0,43* 0,57*
Verll Vernonanthura brasiliana 0,57* 0,43*
Verll.2 Vernonanthura brasiliana 0,48* 0,52*
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Verll.3 Vernonanthura brasiliana 0,47* 0,53*
Verl3 Vernonanthura brasiliana-2 0,91 0,09
Verl4 Vernonia 166 - N&o identificada 0,52* 0,48*
Ald11l no activity | Aldama trichophylla 0,99 0,01
Ald13 no activity | Aldama pilosa 0,93 0,07
Helth no activity | Helianthus annus 1,00 0,00

Com base no modelo de OPLS-DA construido foi possivel também selecionar
variaveis correlacionadas ndo somente com as amostras consideradas “ativas”, mas também

com aquelas consideradas “sem atividade” (Tabela 10).
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Tabela 10 — Identificacdo das variaveis discriminantes para os extratos foliares das espécies de Asteraceae classificados como “sem atividade” (no activity) e “ativo” (active),
segundo modelo OPLS-DA. O sobrescrito “std” se refere a “standard” (substancias do banco de padrées do AsterBioChem, previamente isolados ou comprados), os quais foram
injetados no mesmo método cromatografico a fim de se obter valores de tempo de retencao e perfil de fragmentacéo. Deste modo, as desreplica¢des que apontam para substancias
pertencentes ao banco de padrdes sdo mais confiaveis, uma vez que ndo somente houve correlagdo com os valores de m/z, mas também com o tempo de reten¢édo (RT). Var ID =
ndamero de identificagdo e respectivo modo de ionizacdo em que se detectou o pico (pos = positivo; neg = negativo). As estruturas podem ser visualizadas em
http://zinc15.docking.org/catalogs/asternp/substances/, em “Lookup”, ou em http://143.107.203.160:8080/, em “Compound Search”, inserindo-se seu nome usual ou codigo
InChIKey. N.i. = pico ndo identificado. As variaveis marcadas com asterisco (97 pos, 338 neg, 249 neg e 30 neg) também foram apontadas pela Decision Tree.

Variaveis discriminantes para as amostras 'no activity"" fornecidas pelo OPLS-DA

ID RT m/z Identificagdo (nome usual ou codigo InChlKey) Classes

73 pos | 11,96 | 255,065 | n.i.

YVXVQMWUXKMTIT-VBCXXGINSA-N; RCKXDYPRQOIBKT-
97 pos* | 27,87 | 279,159 | CUOATXAZSA-N LST-seco-eudesmanolido

118 pos |25,90 | 171,993 | n.i.

Variaveis discriminantes para as amostras ""active’ fornecidas pelo OPLS-DA

ID RT m/z Identificagdo (nome usual ou codigo InChlKey) Classes

134 pos | 28,99 | 195,088 | n.i.

338 neg* | 7,49 | 443,062 |n.i.
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350 neg | 2,88 | 283,046 |n.i.
249 neg* | 8,02 | 471,056 | n.i.
30 neg* | 2,07 | 317,055 | n.i.
Derivados do acido cindmico

136 neg | 7,44 | 165,054 | p-coumaric acid®; methyl anisate e quinico

9 pos 5,63 | 195,088 | n.i.

196 pos | 1,34 | 344,133 | n.i.
948 neg | 7,64 | 112,987 |n.i.

15pos |11,56 | 110,020 | n.i.
1261 neg | 5,41 | 325,057 | n.i.

166 pos | 12,11 | 361,092 | acerosin; sudachitin Flavondides
214neg | 5,31 | 349,060 | n.i.

(-)-dehydroabietic acid; NHWJVANFEVHGEL-ZNLXNUBKSA-N;
108 pos | 27,69 | 301,216 | ZPJILCCRNYWMMRT-GFBDQPOWSA-N Diterpenos
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532 neg | 4,25 | 651,192 |n.i.
Derivados do acido cindmico

1768 neg | 7,64 | 179,034 | 5-acetyl-2-hydroxybenzoic acid; 3,4-dihydroxycinnamic acid; caffeicacid e quinico

673 neg | 4,28 | 388,088 | n.i.

293 pos | 10,31 | 147,044 | coumarin™ Derivados do &cido cinamico
285neg | 9,21 | 507,114 |n.i.

17 pos 9,82 | 110,020 | n.i.

chrysoeriol®®; hipidulin®®; diosmetin®®; rhamnazin®; geraldol; sorbifolin; luteolin

56 pos | 12,29 | 301,070 | 7-methyl ether Flavonoides

879neg | 5,44 | 390,104 | n.i.

86 neg 3,18 | 365,134 | n.i.
1226 pos | 4,27 | 349,088 |n.i.

236 neg | 26,34 | 459,275 | n.i.
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235 pos | 20,55 | 277,216 | n.i.
Sequiterpeno e LST
eudesmanolido, seco-
lychnophoic acid®; costunolide; isoalantolactone; IFASGTOWHLMHEZ- eudesmanolido e
338 pos | 18,29 | 233,153 | QVHKTLOISA-N germacrolido
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Como variaveis correlacionadas com as amostras sem atividade foram apontados trés
picos, todos detectados no modo de ionizagdo positivo. Um deles pode ser uma LST do tipo
seco-eudesmanolido, de acordo com o banco AsterDB. Este mesmo pico também foi
identificado pela Decision Tree (Figura 18) como sendo uma variavel latente correlacionada
com amostras sem atividade. Variaveis correlacionadas com amostras sem atividade poderiam
significar substancias que atuam no sitio ativo da enzima, mas ndo inibem a conversdo de
piruvato em lactato, com consequente oxidagdo de NADH em NAD+. Quanto aos picos
correlacionados com amostras ativas apontadas pelo OPLS-DA, alguns tiveram seus valores de
[M+H]+ e [M-H]- correlacionados ndo somente com o banco AsterDB, mas também com o
banco de dados proveniente da biblioteca de substancias padrdo. A maioria dos picos
identificados pertence a classe dos flavonoides e derivados do acido trans-cindmico e quinico.
O é&cido p-cumarico, cumarina, hispidulina (e estereoisbmeros) e o sesquiterpeno acido
liquinofdlico, sdo exemplos de estruturas que tiveram ndo apenas correlacdo da massa, mas

também do tempo de retencdo, de acordo com dados de padrdes externos a analise.

E importante analisar os dados com cautela, ao considerar que tais substancias,
apontadas como correlacionadas com extratos ativos, certamente possuem atividade de inibigéo
de LDH-5. Por exemplo, Baell, apos realizar diversos ensaios de inibigdo com metabolitos
secundarios, revelou que muitas substancias quimicas eram frequentemente apontadas pelos
ensaios como sendo ativas, embora apresentem, de fato, respostas falso positivas (BAELL,
2016). Foi verificado que, mesmo em diversas condi¢cBes de ensaio, alguns metabolitos
apresentavam atividade positiva indiscriminadamente (BAELL, 2016). Uma caracteristica
estrutural destes compostos é a presenca de grupo ou catecol ou pirogalol, muito presentes em
flavonoides e derivados do acido trans-cinamico, por exemplo. Assim, a substancia hispidulina
(e seus enantidmeros) deveria ser analisada com maior cautela. De fato, mais analises seriam
relevantes a fim de se validar a atividade de tais substancias, como o ensaio delas isoladas, o

que seréa realizado em breve.

Além de OPLS-DA, tambem foram realizadas analises via decision tree, tendo em vista
que se trata de outro algoritmo e, portanto, poderia apontar outras substancias, ou corroborar

aquelas ja apontadas pelo OPLS-DA.

Destemo modo, alguns modelos foram construidos por decision tree, 0 que pode ser

sumarizado na tabela 11.
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Tabela 11 — Valores de classificacdo, validagéo e erro para os modelos 1 (todas as amostras) e 2 (75% das amostras —
grupo treino) analisados por Decision Tree para extratos foliares de espécies de Asteraceae avaliados contra LDH-5.
Cross. Valid. = Validacgéo cruzada do conjunto de dados. Cross. Valid. Filtro = Validag&o cruzada aplicada ao conjunto
de dados apds a aplicagdo de filtro sobre as varidveis. Valid. Ext. = Validag&o externa. Filtro = “Atribute Selection” do

Weka (utiliza um algoritmo que seleciona os atributos/variaveis mais correlacionados com o modelo).

Todas Cross. Valid.
Modelo 1 (Todas amostras) amostras | Cross. Valid. Filtro
Amostras classificadas
corretamente: 71 (92,20%) | 57 (74,03%) | 65 (84,41%)
Erro absoluto médio: 0,13 0,27 0,19
RMSE: 0,25 0,47 0,39
Valid. Ext. | Cross. Valid.
Modelo 2 (75% Treino) Valid. Ext. | Cross. Valid. Filtro Filtro
Amostras classificadas
corretamente: 15 (55,56%) | 36 (72,00%) | 16 (59,26%) | 42 (84,00%)
Erro absoluto médio: 0,45 0,30 0,43 0,19
RMSE: 0,64 0,51 0,62 0,39

Na tabela 11 constam os resultados de dois modelos construidos na decision tree:
“Modelo 17, com todas as amostras, e “Modelo 2”, com a mesma particdo de dados realizada
para validar o modelo de OPLS-DA. Ambos os modelos foram utilizados para se verificar a
quantidade de amostras classificadas corretamente e para apontar variaveis correlacionadas
com extratos dito ativos, ou sem atividade. Por meio da validacdo externa (P? = 55,6%) e
cruzada (Q? = 72,0%) realizada pela Decision Tree, pode-se notar que a quantidade de amostras
corretamente classificadas/preditas € menor que aquela visualizada pelo OPLS-DA (Tabela 11).
De fato, a OPLS-DA foi constantemente otimizada e variaveis ndo correlacionadas com o
modelo (VIP < 0,4) foram deletadas, assim como amostras com altos erros de predicao
excluidas. Assim sendo, na Decision Tree também foi realizado um experimento onde se
aplicou o algoritmo “atribute selection” do Weka, o qual trata-se de um filtro supervisionado
que seleciona apenas variaveis correlacionadas com o modelo. Apds este filtro, cada modelo
gerou um novo conjunto de variaveis e os novos valores de P? e Q2 foram melhores: 59,3% e
84,0%, para 0 modelo 2, respectivamente (Tabela 11). Ainda assim, é importante mencionar
que as varidveis latentes apontadas ap6s a utilizacdo deste filtro ndo sdo substancialmente
diferentes daquelas que foram apontadas antes, mesmo porque o filtro basicamente refaz o

modelo quase que exclusivamente com apenas variaveis latentes, por isso os valores de predicao



94

melhoram. Podemos visualizar estas variaveis correlacionadas com amostras classificadas
como “ativas” e “sem atividade” na figura da decision tree antes do filtro (Figura 18), e depois
do filtro (Figura 19).
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Figura 18 - Decision tree realizada no Weka com base no metaboloma de 75% das espécies (grupo treino) de Asteraceae ensaiadas contra
a enzima LDH-5. Para esta andlise, considerou-se como ativo (active) extratos que diminuiram mais de 45% da atividade enzimatica. Do
contrario, os extratos foram considerados inativos (no activity). Nesta analise, considera-se metaboloma a area dos picos do TIC dos
extratos transformados por Pareto. Neg e pos referem-se ao modo de ionizagdo que foi detectado o pico (neg = negativo; pos = positivo).
As respectivas numeragées que precedem o modo de ionizagdo se referem ao nimero de identificagdo do pico. Assim, se o pico n2 360
detectado no modo negativo tiver area maior que -2026,1138, o extrato sera ativo. Se sua area for menor que tal valor, o extrato sera
inativo, salvo se o extrato tiver o pico n2 116 detectado no modo positivo. A decision tree informa graficamente as varidveis (picos) mais
importantes para a classificagcdo dos extratos
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Figura 19 - Decision tree com base no metaboloma de 75% das espécies (grupo treino) de Asteraceae ensaiadas contra a enzima LDH-5
ap6s aplicar o filtro supervisionado “atribute selection” do Weka as variaveis. Esse filtro utiliza um algoritmo que seleciona os atributos
(variaveis/picos) mais correlacionados com o modelo. O filtro selecionou os picos pos97, pos341, pos361, pos491, pos511, pos884, negl9,
neg30, neg249, neg360 para a constru¢do do novo modelo. Para esta analise, considerou-se como ativo (active) extratos que diminuiram
mais de 45% da atividade enzimatica. Do contrario, os extratos foram considerados inativos (no activity). Nesta analise, considera-se
metaboloma a drea dos picos do TIC dos extratos transformados por Pareto. Neg e pos referem-se ao modo de ionizag¢do que foi detectado
o pico (neg = negativo; pos = positivo). As respectivas numeragdes que precedem o modo de ionizagdo se referem ao numero de
identificagdo do pico. Assim, se o pico n2 360 detectado no modo negativo tiver area maior que -2026,1138, o extrato serd ativo. Se sua
area for menor que tal valor, o extrato sera inativo, salvo se o extrato tiver o pico n2 249 detectado no modo negativo e, ao mesmo tempo,
ndo tiver o pico n2 97 detectado no modo positivo. A decision tree informa graficamente as variaveis (picos) mais importantes para a
classificagdo dos extratos
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Assim, pela decision tree (Figura 18 e 19), pode-se compreender que as variaveis de
ID 360 neg, 249 neg, 116 pos, 19 neg classificam o extrato como “ativo”. Isso significa que, se
tais varidveis forem substancias e estiverem em um extrato, ele provavelmente sera ativo contra
LDH-5. Do mesmo modo, tais substancias teriam atividade quando isoladas. Ja& as substancias
de ID 97 pos e 341 pos, classificam o extrato como “sem atividade” e, portanto, atuam
propiciando a ndo conversédo de piruvato em lactato, com consequente ndo oxidacdo de NADH
em NAD+. A literatura traz poucas aplicacdes préaticas de decision tree na classificacdo de
amostras de plantas em relacdo a atividade bioldgica. Por exemplo, Chagas-Paula e
colaboradores ao utilizarem decision tree em seus experimentos com dados de metabolémica
baseada em LC-MS e atividade de inibicdo de COX-1 e 5-LOX, propuseram gue determinados
extratos de espécies de Asteraceae teriam atividade dual contra tais enzimas, caso contivessem
determinadas substancias (CHAGAS-PAULA et al., 2015). Igualmente, Santos e
colaboradores, ao partirem de dados de metabolémica baseada em GC-MS de plantas e ensaios
contra Streptococcus mutans, conseguiram apontar substancias altamente correlacionadas com
a inibicdo da bactéria (SANTOS et al., 2018). Nessa ocasido, tais resultados foram validados
ao se confirmar por concentracdo inibitéria minima (MIC) que a substancia acido palmitico

possuia atividade antibacteriana (MIC = 31.25 ug/ml).

A tabela 12 descreve a identificacdo dos picos apontados pelo modelo 1 e 2 de decision
tree construidos. Pode-se notar que alguns picos também foram apontados pela OPLS-DA, tais
como os de ID 97 pos, 226 pos, 30 neg, 249 neg e 338 neg. Destes, apenas 0 226 pos teve sua
massa correlacionada com LSTs do banco AsterDB. Outras substancias foram aqui
identificadas. Por exemplo, uma cumarina, cuja identificacdo € pouco provavel estar correta,
uma vez que o tempo de retencdo ndo se correlaciona com nosso banco de dados, e flavonoides
glicosilados, os quais deveriam ser tomados com cautela, tendo em vista a presenca de grupo
ou catecol ou pirogalol em suas estruturas, o que poderia sugerir falso positivo nas substancias
(BAELL et al., 2016). Ainda assim, o flavonol santina, cujo tempo de retencdo e [M+H]+ se
correlacionou com o banco de dados provenientes da biblioteca de substancias padrdes, pode
ser uma boa substancia para se investigar o real potencial de inibi¢do da LDH-5, tendo em vista
que hidroxila na posi¢do 6 do anel A se encontra metilada e, portanto, ndo ha grupamento

pirogalol livre na estrutura da substancia.
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Tabela 12 - Identificagdo das variaveis discriminantes para os extratos foliares das espécies de Asteraceae classificados como “sem atividade” (no activity) e “ativo” (active),
segundo modelo Decision Tree. Pela Decision Tree foram realizados dois modelos, no primeiro (Modelo 1) foram utilizadas todas as amostras avaliadas contras LDH-5 para se
encontrar as variaveis discriminantes; no segundo modelo (Modelo 2), foi utilizado apenas o grupo treino. O sobrescrito “std” se refere a “standard” (substancias do banco de
padrdes do AsterBioChem, previamente isolados ou comprados), os quais foram injetados no mesmo método cromatogréafico a fim de se obter valores de tempo de retencao e perfil
de fragmentacéo. Deste modo, as desreplica¢es que apontam para substancias pertencentes ao banco de padrdes sdo mais confiaveis, uma vez que ndo somente houve correlagéo
com os valores de m/z, mas também com o tempo de retencdo (RT). Var ID = nimero de identificag&o e respectivo modo de ionizacdo em que se detectou o pico (pos = positivo;
neg = negativo). As estruturas podem ser visualizadas em http://zinc15.docking.org/catalogs/asternp/substances/, em “Lookup”, ou em http://143.107.203.160:8080/, em
“Compound Search”, inserindo-se seu nome usual ou cédigo InChlKey. N.i. = pico ndo identificado. As variaveis marcadas com um asterisco (97 pos, 338 neg, 249 neg e 30 neg)
também foram apontadas pela OPLS-DA. Ja a variavel marcada com dois asteriscos (226 pos) foi apontada pela Decision Tree como discriminante tanto das amostras sem
atividade, se em altas concentragdes, como das amostras com atividade, quando em baixas concentracdes.

Variaveis discriminantes fornecidas pela Decision Tree para as amostras "'no activity' (Modelo 1 = Todas amostras)

ID RT m/z Identificacdo (nome usual ou codigo InChlKey) Classes

LST germacranolido,
guaianolido, helenanolido e
226 pos** | 11,22 | 345,169 | FKDIIXZIKCNXAT-SLFMQDIPSA-N; DWYSOHJKGRHGTF-SIBKCFBNSA-N; | estereoisomeros

JEAWGNYMYMHNGM-NYVXQQPPSA-N; IRVAQGHUDIVGEA-
UZYNNVTISA-N;

FTPHYXGWMIZVMP-RZY ABJHASA-N

Variaveis discriminantes fornecidas pela Decision Tree para as amostras "'active” (Modelo 1 = Todas amostras)

ID RT m/z Identificagdo (nome usual ou codigo InChlKey) Classes

LST germacranolido,
guaianolido, helenanolido e
226 pos** | 11,22 | 345,169 | FKDIIXZIKCNXAT-SLFMQDIPSA-N; DWYSOHJKGRHGTF-SIBKCFBNSA-N; | estereoisomeros

JEAWGNYMYMHNGM-NYVXQQPPSA-N; IRVAQGHUDIVGEA-
UZYNNVTISA-N;
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FTPHYXGWMIZVMP-RZY ABJHASA-N

48 pos 1,33 | 162,112 | n.i.
249 neg* 8,02 | 471,056 |n.i.
30 neg* 2,07 | 317,055 |n.i.
1031,24
54 neg 8,21 4 n.i.
709 pos 13,56 | 147,044 | Coumarin Derivado do acido cindmico
19 neg 5,82 | 593,151 | kaempferol 3-O-rutinoside; vicenin-2 Flavondides-glicosilados
338 neg* 7,49 443,06 |n.i.

Variaveis discriminantes fornecidas pela Decision Tree para as amostras "'no activity' (Modelo 2 = 75% das amostras = Treino)

ID RT m/z Identificacdo (nome usual ou codigo InChlKey) Classes
YVXVQMWUXKMTIT-VBCXXGINSA-N; RCKXDYPRQOIBKT-
97 pos* 27,87 | 279,159 | CUOATXAZSA-N LST-seco-eudesmanolido
341 pos | 29,89 | 122,081 |n.i.
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Variaveis discriminantes fornecidas pela Decision Tree para as amostras "'active’ (Modelo 2 = 75% das amostras = Treino)

ID RT m/z Identificagdo (nome usual ou cédigo InChlKey) Classes

116 pos 16,98 | 345,097 | santin®; nevadensin; pedunculin; eupatorin Flavonoides-glicosilados

360 neg 4,35 | 327,075 | n.i.

249 neg 8,02 | 471,056 |n.i.

19 neg 5,82 | 593,151 | kaempferol 3-O-rutinoside; vicenin-2 Flavonoides-glicosilados
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5 - CONCLUSAO DO CAPITULO 2

A analise de inibicdo de LDH-5 revelou que 11, dos 80 extratos ensaiados, foram
capazes de diminuir a atividade enzimatica em mais de 45%, ou mesmo quase 100% (completa
inibicdo). O modelo de OPLS-DA construido permitiu uma clara separagéo dos extratos ativos,
dos ndo ativos, com base em suas constituicdes quimicas. Os valores de validacdo desta OPLS-
DA (Q?=0,77; P? = 0,81) indicam um modelo robusto e com alta capacidade preditiva. Com
base nisso, 0s outros extratos nao ensaiados tiveram suas atividades preditas. Além disso, foram
propostas algumas substancias discriminantes dos extratos considerados ativos. As analises por
decision tree igualmente tiveram bons valores de validagdo (Q?= 0,72; P2 = 0,56, sem aplicacéo
do algoritimo “atribute selection”), o que também permitiu indicar provaveis substancias
quimicas discriminantes dos extratos ativos. Tais substancias ativas serdo isoladas futuramente

e terdo suas atividades confirmadas.
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RESUMO DO CAPITULO 3

O capitulo 1 apontou uma necessidade em se avaliar a influéncia que fatores ambientais teriam
em alterar o metaboloma de espécies de Asteraceae, a ponto de causar equivos nas
interpretacfes quimiotaxondmicas. Para tanto, antes de se realizar tal analise (capitulo 4), com
base em uma abordagem metaboldmica, seria necessario cultivar algumas espécies e parametri-
las. Espécies com significativo potencial farmacoldgico foram escolhidas para o cultivo: A.
robusta, A. trichophylla e T. diversifolia. Entretanto, o género Aldama ndo se propaga
vegetativamente (BOMBO et al., 2015) e ndo pode ser facilmente cultivado por estaquias.
Assim, a germinacdo de sementes deste género € obrigatoriamente o passo inicial do
desenvolvimento de novos espécimes. Por outro lado, as sementes de T. diversifolia apresentam
dorméncia (AGBOOLA et al., 2005). Deste modo, foi necessario realizar um estudo prévio
quanto & germinacdo e desenvolvimento morfoldgico de tais espécies. A germinacdo das
sementes de Aldama foi analisada frente a exposicdo a luz e exposicdo ao acido giberélico
(GA3). As sementes de T. diversifolia foram analisadas quanto a exposicdo ao GAs e
aquecimento em agua. Os parametros analisados foram: porcentagem de germinacédo (%G),
indice de velocidade de germinacdo (GSI) e tempo médio de germinacdo (MGT). Apoés a
germinacao as plantulas seriam analisadas quanto ao seus desenvolvimentos mofoldgicos frente
a adubacdo e luminosidade, aferindo-se area foliar, altura do ramo principal, quantidade de
ramos secundarios, quantidade de folhas do ramo principal e didmetro do ramo principal. Foi
verificado que apenas A. trichophylla possui atividade fotoblastica. Observou-se também que
todas as especies respondem ao aumento da concentracdo de GAs, obtendo-se maiores valores
de %G, GSI e MGT, embora pouco significativo em T. diversifolia. Estas, responderam melhor
ao aquecimento em agua (80 °C por 3 min). As plantulas de T. diversifolia morreram
precocemente, e A. trichophylla apresentou um crescimento lento e fragil de seus ramos. Deste
modo, o desenvolvimento morfoldgico foi realizado apenas para A. robusta, onde se constatou
que a adubag&o de espécies sombreadas foi capaz de gerar plantas com maior nimero de folhas,
maior didmetro do ramo principal e maior area foliar. Por outro lado, a adubagdo em canteiro
sem sombrite foi capaz de produzir apenas maior nimero de folhas do ramo principal. Os
resultados aqui descritos contribuem para um maior nimero de germinacdo de sementes, bem
como melhor desenvolvimento morfoldgico de Aldama, os quais poderdo ser comparados com
outras analises de outras espécies.
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SUMMARY OF CHAPTER 3

Chapter 1 pointed to a need to evaluate the influence that environmental factors would have on
altering the metabolome of Asteraceae species, causing mistakes in chemotaxonomic
interpretations. Therefore, before carrying out such an analysis, based on a metabolomic
approach (chapter 4), it would be necessary to cultivate some species to standardize them.
Species with significant pharmacological potential were chosen for the cultivation: A. robusta,
A. trichophylla and T. diversifolia. However, the genus Aldama does not propagate vegetatively
(BOMBO et al., 2015) and can not be easily cultivated by plant cutting. Thus, the germination
of seeds of this genus is obligatorily the initial step of the development of new specimens. On
the other hand, the seeds of T. diversifolia present dormancy (AGBOOLA et al., 2005).
Therefore, it was necessary to carry out a previous study on the germination and morphological
development of such species. The germination of Aldama seeds was analyzed by exposure to
light and exposure to gibberellic acid (GAs). The seeds of T. diversifolia were analyzed for
exposure to GAs and heating in water. The parameters analyzed were: percentage of
germination (%G), germination speed index (GSI) and mean germination time (MGT). After
germination the seedlings would be analyzed for their mofological development in relation to
fertilization and luminosity, and the leaf area, height of the main branch, number of secondary
branches, number of leaves of the main branch and diameter of the main branch. It was verified
that only A. trichophylla has photoblastic activity. It was also observed that all species respond
to the increase of the concentration of GAs, obtaining higher values of %G, GSI and MGT,
although little significant in T. diversifolia. These responded better to heating in water (80 °C
for 3 min). Seedlings of T. diversifolia died early, and A. trichophylla showed a slow and fragile
growth of their branches. Thus, the morphological development was performed only for A.
robusta, where it was found that the fertilization of shaded species was able to generate plants
with greater number of leaves, larger diameter of the main branch and greater leaf area. On the
other hand, the fertilization without shade was able to produce only a greater number of leaves
of the main branch. The results described here contribute to a greater number of seed
germination as well as better morphological development of Aldama, which can be compared
with other analyzes of other species.
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1 - INTRODUCAO

O género Aldama possui 118 espécies, acomodando varios taxa infragenéricos de
Viguiera Kunth sensu Blake (Asteraceae) e trés outros géneros, Alvordia Brandegee
(Asteraceae), Rhysolepis Blake (Asteraceae) e Stuessya Turner & Davis (Asteraceae)
(SCHILLING e PANERO, 2011). Existem espécies de Aldama do sudoeste da América do
Norte e do Mexico até a América do Sul, mas o grupo mais representativo de Aldama séo as
espécies de Viguiera da América do Sul. Por outro lado, o género Tithonia compreende 11
espécies e T. diversifolia é a espécie mais representativa e estudada do género (CHAGAS-
PAULA et al., 2012). Esta espécie é encontrada em regides tropicais e equatoriais do mundo,

com exemplares nos continentes da América Central, América do Sul, Africa e Asia.

O género Viguiera, atualmente Aldama, foi extensivamente estudado quanto ao seu
potencial farmacoldgico. Varias substancias foram isoladas e tiveram suas atividades bioldgicas
documentadas. Entre as substancias avaliadas, a LST budleina A foi a mais estudada, tendo sido
relatada atividade antimicrobiana (PORTO et al., 2009), citotoxica (DELGADO et al., 1982),
atividades anti-inflamatoria e analgésica (VALERIO et al., 2007), tripanocida (NOGUEIRA et
al., 2016) e inibicdo da interacdo célula leucocitaria-endotelial e TNF-a, IL-8, MCP-1, nitritos
e liberacdo CAM (NICOLETE et al., 2009) e inibicdo da atividade do NF-xB (ZARPELON et
al., 2017). Quanto a T. diversifolia, mais de 150 compostos foram isolados, principalmente as
LST tagitininas A, C e F (CHAGAS-PAULA et al., 2012). A tagitinina C € um biomarcador da
especie e, possivelmente, tem atividades antiplasmodial (GOFFIN et al., 2002), antifeedant
(AMBROSIO et al., 2008) e leishmanicida (TOLEDO et al., 2014). Outras seis LST isoladas
de T. diversifolia apresentaram atividade leishmanicida (TOLEDO et al., 2014). No entanto, a
atividade bioldgica de T. diversifolia ndo esté relacionada apenas a presenca de LST. O acido
5-O-(E)-cafeoilquinico, derivado trans-cindmico, apresentou melhor atividade anti-
inflamatdria oral e topica do que a tagitinina C e até indometacina (CHAGAS-PAULA et al.,
2011). A maioria das atividades bioldgicas publicadas para T. diversifolia esta relacionada aos
usos etnofarmacolégicos de extratos, como propriedades antimalarica, anti-inflamatoria e
analgésica, anticancerigena, antidiabética e antioxidante (AJAO e MOTEETEE, 2017). E
importante mencionar que Aldama e Tithonia possuem alguns metabolitos em comum, como
as LST rotundina, leptocarpina, 15-hidroxileptocarpina, diversifolina, orizabina, tirotundifolina
A, os diterpenos &cidos ent-kaur-16-en-19-oico, grandiflorico e ent-17-hidroxi-15-en-19-oico,
os flavonoides himenoxina, hispidulina, luteolina, e os esterois estigmasterol e p-sitosterol, o

que pode sugerir atividades biologicas similares por seus extratos brutos. Recentemente,
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extratos hidroalcoolicos brutos de folhas de A. robusta, A. trichophylla e T. diversifolia
apresentaram atividade inibitéria das enzimas inflamatdrias ciclooxigenase e lipoxigenase
(CHAGAS-PAULA et al., 2015).

Tendo em vista o potencial farmacoldgico de A. robusta, A. trichophylla e T.
diversifolia, foi planejado cultiva-los para posteriores estudos. No entanto, o género Aldama
nédo se propaga vegetativamente (BOMBO et al., 2015) e ndo pode ser facilmente cultivado por
estaquias. Assim, a germinacao de sementes deste género é obrigatoriamente o0 passo inicial do
desenvolvimento de novos espécimes. Estudos anteriores avaliaram as temperaturas ideais para
a germinacdo de cinco espécies de Aldama, e para A. robusta e A. trichophylla, e foi
estabelecida em 25 °C (BOMBO et al., 2015). Ainda assim, de acordo com tal estudo, houve
apenas 54% de germinacdo para as espécies de A. trichophylla nas melhores condicdes
experimentais. Quanto a T. diversifolia, sabe-se que, embora suas plantas apresentem rapida
propagacdo, suas sementes apresentam dorméncia, gerando também baixos ndmeros de
germinacdo (AGBOOLA et al., 2005). Uma maneira de contornar problemas com baixas
quantidades de sementes germinadas é usar hormonios que podem aumentar seu rendimento.
Um horménio amplamente estudado na germinacdo de sementes € o acido giberélico (GAs).
Possivelmente, 0 GAs aumenta a sintese de proteina de semente (MCDONALD e KHAN,
1983), estimula o crescimento do embrido e induzindo a producdo de hidrolases para
enfraquecer as estruturas ao redor do embrido (HOOLEY, 1994). Além disso, 0 GAs promove
um aumento na sintese de a-amilase que hidrolisa as reservas de amido e aumenta os niveis de

glicose necessérios para o desenvolvimento de energia embrionaria (KANEKO et al., 2002).

Considerando a necessidade de preservar plantas de grande importancia ecoldgica,
quimica e farmacoldgica, estudos sdo necessarios para melhorar suas condigdes de cultivo. A
germinagdo de sementes € um passo essencial no cultivo de muitas espécies. Tal estudo visa
fornecer melhores estratégias para a germinacéo e preservacdo das espécies destes géneros e
outras da familia Asteraceae. Além disso, apds a germinacdo as plantulas podem ser cultivadas
e estudadas mais a fundo, em termos da influéncia de fatores externos em sua anatomia e

metaboloma.

No capitulo anterior foi discutido que a quimiotaxonomia pode auxiliar ndo somente
na caracterizacdo quimica de grupos de plantas, bem como em auxiliar na sistematica das
espécies envolvidas no estudo. Entretanto, também foi discutido que os metabdlitos secundarios

podem ndo constituir bons marcadores taxonémicos, uma vez que eles sofrem forte influéncia
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do meio ambiente (PADILLA-GONZALEZ et al., 2017; ALVES et al., 2018, in: SULSEN e
MARTINO, 2018). Deste modo, foi idealizado cultivar as sementes germinadas e estuda-las do
ponto de vista metabolémico frente a diferentes parametros ambientais (capitulo 4). Neste
capitulo, por outro lado, dar-se-a4 enforque as possiveis diferencas fisiologicas causadas por
parametros como adubacdo e sombreamento. De fato, ndo ha trabalho na literatura que
demonstra a influéncia de tais pardmetros no crescimento e quantidade de folhas em A. robusta,
e, pelo o que exposto no terceiro item da Introducdo Geral, tais estudos podem contribuir com
a conservacao de espécie, especialmente aquelas do Cerrado e ameacadas de extin¢do. Nao
obstante, um trabalho demonstrou a influéncia que diferentes fotoperiodos causam no
crescimento e floracdo de A. robusta (RUGGIERO et al., 1997). Um outro trabalho com
praticamente a mesma abordagem avaliou também avaliou o crescimento e a floracdo de A.
discolor frente a diferentes fotoperiodos (ISEJIMA et al., 1991). Desde entéo, poucos trabalhos
foram conduzidos quanto ao cultivo de espécies de Aldama, tal como serd abordado neste

capitulo.

2 - OBJETIVOS

Os objetivos deste capitulo sdo:

1) analisar a influéncia de fatores exdgenos, como a luz, o0 GAs e 0 aquecimento da

agua, sobre a germinacdo de A. robusta, A. trichophylla e T. diversifolia;

2) analisar a influéncia da adubacdo e sombreamento em parametros anatémicos de A.

robusta, tais como altura, quantidade de folhas e ramos, e area foliar.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 — Coleta de sementes

Capitula de A. robusta (V. robusta) e A. trichophylla (V. trichophylla) foram coletadas
em Altindpolis (SP) (21°01°49.9” S, 47°18°25.4” W) em junho de 2015, e em Palmeira (PR)
(25°22°53.40” 'S; 49°48°21.00” W), em abril de 2015, respectivamente. Capitula de T.
diversifolia foram coletadas em junho de 2015 em Ribeirdo Preto (SP) (21°11°7.16” S;
47°51°43.48” W). Todas as coletas de capitula foram realizadas durante o periodo de
frutificacdo. Os capitula foram armazenados em sacos de papel a (aproximadamente 18 °C em

média) até o0 momento da utilizacéo.

3.2 — Configuragdes experimentais

A germinagdo teve inicio em agosto de 2015. As sementes foram retiradas
manualmente dos capitula, posteriormente lavadas com hipoclorito de sddio a 1% para fins de
esterilizacdo (BARBOSA et al., 1999) e, em seguida, enxaguadas com &gua da torneira. Em
seguida, vinte sementes por placa foram distribuidas em duas laminas de papel filtro, hidratadas
com 13 mL de agua destilada em caixas plasticas de gerbox previamente esterilizadas (BOMBO
et al., 2015). Os experimentos foram conduzidos em relacdo ao fotoblastismo de sementes de

A. robusta e A. trichophylla: 12 h de fotoperiodo diério versus auséncia de luz.

Além disso, outros experimentos foram conduzidos com sementes de A. robusta, A.
trichophylla e T. diversifolia, a fim de verificar a influéncia da concentracao (5, 40, 320 ppm)
e do tempo de exposicao (1, 12, 24 h) ao &cido giberélico (GAs - 90% de pureza, Sigma Aldrich)
(FARIMAN et al. 2011 e KIRMIZI et al., 2011). Para isso, as sementes foram submersas em
GAs usando tubos Falcon. Sementes sem exposicdo ao GAs (experimento de atividade
foblastica) foram consideradas como grupo controle. Para as sementes de T. diversifolia,
também foi verificada a influéncia do tempo de exposicdo (30 s versus 3 min) ao banho em
agua a 80 ° C (AGBOOLA et al., 2006) para sementes sem exposi¢do ao GAs (grupo controle)

e para 0S grupos que proporcionaram niveis mais altos de germinacao a exposicao ao GAs.

Os experimentos foram conduzidos em germinadores (Marconi MA 402) com
temperatura constante de 25 °C fornecida por lampada fluorescente (BOMBO et al., 2015). Os

experimentos foram realizados em triplicata, para exposi¢cdo ao GAs, e em quintuplicata, para
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atividade fotoblastica (apenas A. trichophylla e A. robusta) e exposicdo ao calor (apenas T.

diversifolia).

A germinacdo foi contada a partir do segundo dia ap0s a incubagdo. Apés o terceiro
dia de incubacdo, a contagem foi realizada a cada dois dias. O Gltimo dia de contagem de
sementes germinadas variou de acordo com a espécie e 0 experimento observado: 15 dias para
A. trichophylla, 17 para A. robusta, 13 para T. diversifolia exposta a GAs, 13 para T. diversifolia
exposta a aquecimento por 30 s (sem exposicdo a GAs), 15 dias para T. diversifolia exposta ao
aquecimento por 3 min (sem exposi¢cdo ao GAs), e 17 min para T. diversifolia exposta ao
aquecimento por 3 min (com exposicdo ao GAs). Considerou-se como o Ultimo dia de contagem

enguanto a germinacao foi observada.
3.3 — Monitoramento da germinagao
A monitoragdo da germinacdo foi observada de acordo com a porcentagem final de

sementes germinadas (%G), indice de velocidade de germinagdo (GSI) (MAGUIRE, 1962) e
tempo médio de germinacdo (MGT) (DANTAS et al., 2001), com base nos seguintes calculos:

%G = gf /ni

onde gf € 0 nimero de sementes germinadas até o Ultimo dia de observacéo e ni é a

guantidade inicial de sementes por placa em cada experimento, e

GSI =X ;gi/ti e MGT =YX, giti/Y5;gi

onde gi é o numero de sementes germinadas no respectivo dia ti, j € a primeira

observacao (segundo dia de germinacéo) e k é o ultimo dia de germinacéo.

Os valores brutos de GSI e MGT foram normalizados (N) de acordo com a quantidade

inicial de sementes por placa de cada experimento, de acordo com o seguinte célculo:

N = x/ni

onde X representa os valores experimentais brutos obtidos dos calculos GSI e MGT e
ni é a quantidade inicial de sementes por placa em cada experimento. Esta normalizacdo é

importante para comparagdes adicionais entre os resultados presentes neste estudo ou com 0s
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resultados de outros estudos, uma vez que o numero de sementes germinadas também é

determinado pelo nimero de sementes iniciais.

Para a andlise estatistica, os dados normalizados (N) e %G foram transformados (T)
de acordo com (DANTAS et al., 2001; BOMBO et al., 2015, ambos adaptados):

T = arcsenVA
onde A expressa os valores obtidos de N (para a analise de GSI e MGT) e %G.

A andlise de variancia foi utilizada para os resultados, e as médias foram comparadas por meio
do teste t e teste de Tukey (p < 0,05). A maioria das analises foi realizada com o software
Microsoft Excel (2013), e o teste de Tukey no software PAST 3.15 (Universidade de Oslo,

Noruega).

3.4 — Cultivo

Apbs a germinacao das sementes de A. robusta, A. trichophylla e T. diversifolia suas
plantulas, ainda na caixa gerbox, foram gentilmente enxaguadas e, posteriormente, cultivadas
em bandejas de germinagdo de 5 x 5 x 8 cm contendo substrato de plantio e mantidas em estufa
de plantas com sombrite 50% e irrigagdo automatica por 20 min e trés vezes ao dia.
Posteriormente, quando as A. robusta atingiram aproximadamente 5 cm elas foram transpostas
para vasos de 3,8 L contendo terra peneirada proveniente da FCFRP-USP e mantidas na mesma
estufa. Apds tal espécie atingir pouco mais que 40 cm de altura elas foram divididas em dois
grupos: adubadas e ndo adubadas. Também foram divididas em grupos e adubadas as T.
diversifolia e A. trichophylla, mas a primeira ndo resistiu a infestacdo de pragas locais, e a
segunda teve um lento crescimento, mesmo na presenca de adubacédo, e ndo foi monitorada
morfologicamente (ver resultados deste capitulo). Deste modo, o cultivo de A. trichophylla foi

utilizado apenas para estudos de metabolémica aplicada a cultivo (capitulo 4).

Apos as A. robusta atingirem cerca de 70 cm, elas foram divididas em grupos de 10 e
transplantadas para novos locais fora da estufa (10 plantas/tratamento): um canteiro com 35%
de sombrite e outro canteiro sem sombrite, cada qual com uma parte que seria novamente
adubada. As plantas de A. robusta foram transplantadas para os canteiros em julho de 2016, e
A. trichophylla foi transplantada em janeiro de 2017. Os canteiros construidos, assim como a
estufa 50%, se encontram no horto medicinal da FCFRP-USP, um local de &rea verde de
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aproximadamente 10.000 m? contendo diversas plantas de espécies de géneros e familias
diferentes. Para cada canteiro foi rocada uma area de aproximadamente 21 m? e seu solo foi
arejado de modo que as plantas pudessem se acondicionar em dois grupos distintos (adubadas
e ndo adubadas) separados um do outro por cerca de 80 cm (Figura 20). O plantio foi realizado
dentro de uma faixa de terra dentro do canteiro, de modo que se fez um perimetro de cerca de
50 cm de largura ao redor das plantas (Figura 20). Dentro do mesmo tratamento, cada planta
ficou distante aproximadamente 30 cm uma da outra (Figura 20). Para a construgdo do canteiro
com sombrite 35%, 8 vigas de madeira com mais de 4,5 m foram colocadas no respectivo local
de modo que se construisse um viveiro de cerca de 4 m de altura. Para uma maior durabilidade
do viveiro, toda a madeira foi vernizada. Além disso, visando o controle de ervas daninhas
dentro dos canteiros, no perimetro ao redor dos tratamentos foi colocada manta permeéavel a

agua e pedras brita por cima da mesma.

7m
30cm 80 cm
> R
1)
Adubadas 3m
Nio adubadas

je—>

50 cm

Figura 20 - Esquema mostrando as dimensfes dos canteiros sem e com sombrite 35% construidos. Figura de minha
autoria.

As plantas dos canteiros foram irrigadas duas vezes ao dia por um periodo de dois
meses até que se verificou uma melhor adaptacdo aos novos locais. Apds estes dois meses, as
irrigacOes diarias foram diminuindo até ndo se fazer mais irrigacdo (duracdo de adaptacdo de
ap. 3 meses). O intuito de nédo se irrigar mais as plantas é poder fazer a comparagdo com as
plantas selvagens coletadas em seus respectivos habitat.

As adubac0es foram realizadas trés vezes, primeiramente em marco de 2016, quando
todas as plantas ainda se encontravam dentro da estufa com 50% de sombrite, e depois em
setembro de 2016 e em marco de 2017. Pesou-se 25 g de adubo comercial (1 e ¥ colher de sopa
cheia, ou cerca de 2.700 kg/ha) (Forth, Sdo Paulo, Brasil) contendo N (13%), P (5%), K (13%),
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Ca (1%), B (0,04%), Mn (0.08%), Mg (1%), Cu (0,05%), Mo (0,005%), S (5%), Fe (0,2%), Zn
(0,15%) foi espalhado cuidadosamente ao redor das plantas nas duas datas de adubacao.

3.5 — Analise morfoldgica dos cultivares de A. robusta

Os cultivares de T. diversifolia e A. trichophylla ndo foram avaliadas em termos
morfolégicos. T. diversifolia ndo resistiu a infestacdo de insetos dentro da estufa (ver resultados
deste capitulo) e A. trichophylla apresentou um lento crescimento, mesmo quando exposta a
adubacdo, sendo utilizada apenas para estudos de metabolémica aplicada a cultivo (ver capitulo
4).

Deste modo, o desenvolvimento dos cultivares de A. robusta foi analisado sob os
seguintes parametros: altura do maior ramo principal (em m), quantidade de folhas do maior
ramo principal, quantidade de ramos principais, quantidade de ramos secundarios, area foliar
(em cm?), didmetro do maior ramo principal (em cm). As comparacdes foram realizadas aos
pares: plantas adubadas versus (vs) ndo adubados, sob uma mesma luminosidade; sombrite 35%
vs sem sombrite, sob uma mesma condicdo de adubacdo. Tais parametros foram aferidos em
meados de dezembro (2016) e janeiro (2017). Para verificar a presenca de algum outlier em

algum determinado parametro aferido foi utilizado o seguinte critério:

Lsup < outlier < Linf, onde Lsup = limite superior e Linf = limite inferior, dados pelas

férmulas:

Lsup = x+ 15 x IQR e Linf = x- 15 x IQR, onde xé a média dos valores aferidos e
IQR = Quartil 3 - Quartil 1.

Todos os valores relacionados ao desenvolvimento da planta foram adquiridos em

quintuplicata.

Em todos os experimentos, para se comparar a equivaléncia entre as variancias foi
utilizado o teste F, para testar a diferenca das medias foi aplicado o teste t e ANOVA e teste de
Tukey para comparacdo multipla entre as médias (p < 0.05). A maioria das analises foi
conduzida via Microsoft Excel e o teste de Tukey no software PAST 3.15 (Universidade de

Oslo, Noruega).
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — Resultados dos estudos de germinagéo

A analise da atividade fotoblastica de sementes de A. robusta e A. trichophylla revelou
gue apenas sementes de A. trichophylla sdo positivas ao fotoblastismo. Quando exposto a 12 h
de luz por dia, houve um total de 51% de sementes de A. trichophylla germinadas contra 34%
de sementes germinadas no escuro (Tabela 13). Valores de GSI para A. trichophylla também
mostram que as sementes germinam mais rapidamente quando expostas a luz por 12 h (Tabela
13). Por outro lado, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os valores de %G,
GSI e MGT para as sementes de A. robusta germinadas sob 12 h de luz ou no escuro (Tabela
13). Outros autores relataram que a luz € um estimulo de germinacdo comum para muitas
espécies de Asteraceae (BASKIN e BASKIN, 1996). E importante notar que a quantidade de
sementes germinadas de A. trichophylla (51% sob luz) foi muito préxima do numero de
sementes germinadas no experimento Bombo e seus colaboradores (54%) (BOMBO et al.
2015), com a diferenca de que tais autores utilizaram 8 h de luz, ao invés de 12 h. Por outro
lado, a quantidade de sementes de A. robusta germinada neste estudo (61%, sob luz) é
significativamente menor do que a quantidade que Bombo e seus colaboradores obtiveram
(95%). Essa comparacdo pode indicar que a quantidade ideal de exposicao a luz seja, de fato,
de 8 h por dia, e ndo 12 h, como usado neste estudo. No entanto, a fim de manter a padronizacgéo
das condicdes iniciais, todas as analises subsequentes foram realizadas com exposi¢cdo a 12 h

de luz por dia.
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Tabela 13 - A atividade fotoblastica das sementes de A. robusta e A. trichophylla foi analisada comparando-se a
germinacgdo sob exposicdo a 12 horas de luz versus a auséncia total de luz (escuro). Valores de p < 0,05 foram
considerados estatisticamente significantes. Nota-se que a luz influenciou positivamente a germinacéo de sementes de
A. trichophylla, mas ndo influenciou a germinagéo de A. robusta.

Species Germination Monitoring 12 h light dark p-value
%G (51%) 0.796 | (34%) 0.622 0.007
A. trichophylla GSI 0.305 0.220 0.010
MGT 0.820 0.797 0.126
%G (61%) 0.897 | (58%) 0.866 0.466
A. robusta GSI 0.286 0.320 0.135
MGT 0.881 0.868 0.199

Sementes de A. robusta e A. trichophylla responderam bem ao aumento da
concentracdo e exposicdo ao GAs (Tabela 14). No entanto, é interessante notar que os valores
de %G de A. trichophylla observados para o controle e as sementes expostas por 24 h a uma
concentracdo de 5 ppm de GAs nédo séo estatisticamente diferentes (Tabela 14). O mesmo pode
ser observado para os valores do GSI. Apenas o tratamento que exp0s as sementes por 24 h a
40 ppm de GA3 (Tabela 14) é estatisticamente diferente do controle. De fato, pode-se observar
na tabela 14 que o tratamento que fornece maior %G e GSI para sementes de A. trichophylla é
aquele que expde as sementes a 40 ppm de GAs por 24 h. Quanto a A. robusta, os valores de
%G do controle diferem significativamente dos tratamentos de 12 h de exposicdo para 40 ou
320 ppm de GAs, ou de 24 h de exposicdo para 5 ppm de GAs (Tabela 14). No entanto, os
valores de GSI do controle diferem significativamente de 12 h de exposicdo para qualquer
concentracdo de GAs testada, ou de 1 h de exposicdo a 320 ppm de GAs (Tabela 14). Os
resultados de A. robusta %G e GSI de A. robusta descritos na tabela 14 mostram que as
sementes de A. robusta atingem maior %G (98,33%) e GSI (0,779) na maior concentragdo de
GAs e expostas no maior tempo. O mesmo ndo ocorreu com A. trichophylla, que parece

comecar a sofrer com toxicidade quando exposto por 24 h a 320 ppm de GAas.
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Tabela 14 - Resultados do monitoramento da germinagéo de A. robusta e A. trichophylla expostos ao GAs. Letras iguais
na mesma coluna indicam que as diferencas entre médias, considerando o desvio padréo, ndo sao estatisticamente

significantes (p < 0,05).

Specie Monitoring %G GSlI
Control (51.00%) 0.796 a 0.305a
1h -5 ppm (51.67%) 0.802 a 0.279 a
1h - 40 ppm (53.33%) 0.819 a 0.298 a
1h - 320 ppm (53.33%) 0.819 a 0.286 a
A. trichophylla 12h - 5 ppm (53.33%) 0.819 a 0.295a
12h - 40 ppm (65.00%) 0.938 a,b 0.317a
12h - 320 ppm (53.33%) 0.819 a 0.290 a
24h - 5 ppm (66.67%) 0.956 a,b 0.360 a,b
24h - 40 ppm (88.33%) 1.230 ¢ 0.430 b
24h - 320 ppm (75.00%) 1.049 b,c 0.345a,b
Control (61.00%) 0.897 a 0.286 a
1h - 5 ppm (61.67%) 0.904 a 0.446 a,b
1h - 40 ppm (65.00%) 0.938 a,b 0.482 a,b,c
1h - 320 ppm (65.00%) 0.938 a,b 0.548 b,c,d
A robusta 12h - 5 ppm (71.67%) 1.012 a,b,c 0.607 b,c,d,e
12h - 40 ppm (80.00%) 1.109 b,c 0.617 b,c,d,e
12h - 320 ppm (93.33%) 1.313d 0.686 d,e
24h -5 ppm (80.00%) 1.109 b,c 0.626 b,c,d,e
24h - 40 ppm (86.67%) 1.198 c,d* 0.675c,de
24 - 320 ppm (98.33%) 1.496 d* 0.779 e

Outra observacéo interessante dos resultados da tabela 14 é que tanto A. robusta quanto

A. trichophylla parecem responder melhor ao tempo de exposicdo ao GAs do que a sua

concentracdo, uma vez que nao foi observada diferenca significativa entre o controle e as

sementes expostas por apenas 1 h a 320 ppm de GAs, com exce¢do do GSI observado em A.

robusta. A observacdo de que o aumento da concentragdo de GAs influencia positivamente a

porcentagem de sementes germinadas esta de acordo com a literatura. Por exemplo, Fariman e

seus colaboradores mostraram um aumento significativo na porcentagem de sementes de
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Echinacea purpurea L. (Asteraceae) ap0s o tratamento com concentragdes acima de 100 ppm
de GAs por 2 h (FARIMAN et al., 2011). Por outro lado, Kirmizi e seus colaboradores também
observaram um aumento na porcentagem de sementes germinadas de Tripleurospermum
pichleri, Cirsium leucopsis e Senecio olympicus (Asteraceae) tratadas com 100 ppm de GAs
por 24 h (KIRMIZI et al., 2011).

As sementes de T. diversifolia também foram germinadas a 25 °C com 12 h de luz.
Embora seja possivel observar que as sementes de T. diversifolia respondem ao tempo de
exposicdo e as concentragdes de GAs, os valores de %G e GSI para as sementes de T.
diversifolia foram muito baixos, mesmo quando expostos por 24 h a 320 ppm de GAs (Tabela
15). Os baixos valores podem estar relacionados a temperatura e a luz, fatores que nao foram
previamente avaliados para T. diversifolia. Com base na literatura, pode-se inferir que se as
sementes de T. diversifolia tivessem sido germinadas no escuro e em temperaturas acima de 28
°C, teria sido possivel chegar a aproximadamente 30% das sementes germinadas, como nos
resultados obtidos por Agboola e seus colaboradores (AGBOOLA et al., 2006). Outro fator que
pode estar relacionado a baixa concentracdo de sementes germinadas é o curto periodo entre a
coleta e a germinacdo. Em outras palavras, 0 aumento no periodo de armazenamento das
sementes coletadas até a data de sua germinagéo parece estar relacionado a quebra de dorméncia
de sementes de T. diversifolia (AGBOOLA et al., 2006). No entanto, h&d uma relagdo clara entre
a concentracdo de GAs e 0 tempo de exposi¢cdo com o0 aumento de sementes de T. diversifolia
germinadas, fato também observado para T. rotundifolia (PATEL et al., 2014) (Tabela 15).
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Tabela 15 - Resultados do monitoramento da germinacao de sementes de T. diversifolia expostas ao GAas. Letras iguais
na mesma coluna indicam que as diferencas entre médias, considerando o desvio padréo, ndo sao estatisticamente
significantes (p < 0,05). Letras com asteriscos indicam que sdo estatisticamente diferentes. Apesar da baixa quantidade
de sementes germinadas, 0 aumento de %G e GSI ¢ evidente a medida que a concentracdo e o tempo de exposi¢do ao
GAs aumentam. Os valores de TMG n&o foram estatisticamente diferentes (valor de p: 0,8186).

Monitoring %G GSlI
Control (6.67%) 0.215 a 0.022 a
1h - 5 ppm (6.67%) 0.215 a 0.056 a,b
1h - 40 ppm (8.33%) 0.290 a,b 0.059 a,b
1h - 320 ppm (16.67%) 0.420 a,b,c 0.115a,b,c
12h -5 ppm (11.67%) 0.347 a,b,c*d 0.109 a,b,c
12h-40ppm | (16.67%) 0.416 a,b,c.d 0.132b,c
12h-320ppm |  (20.00%) 0.462 a,b,c.d 0.143 b,c,d
24h - 5 ppm (18.33%) 0.442 a,b,c,d 0.135b,c
24h - 40 ppm (26.67%) 0.541 b,c,d 0.165 ¢,d

24 - 320 ppm (36.67%) 0.650 c* 0.233d

As sementes de T. diversifolia responderam positivamente ao aquecimento em agua a
80 °C por 30 s ou 3 min (Tabela 16), obtendo maiores %G e GSI quando comparados ao
controle (sem GAs e sem aquecimento, Tabela 15). De fato, parece que as sementes de T.
diversifolia respondem melhor ao aquecimento em agua do que a exposi¢do e concentracdo de
GAs, uma vez que maiores %G e MGT foram obtidos quando as sementes foram expostas a
agua a 80 °C por 3 min do que quando expostas 24 h a 320 ppm de GAs (Tabela 16). Neste
caso, 0 GSI ndo foi estatisticamente diferente. No entanto, houve um efeito somatério para o0s
valores de %G, GSI e MGT quando o GAs foi combinado com o aquecimento da dgua (Tabela
16). De fato, foi possivel germinar 73% das sementes de T. diversifolia quando elas foram
expostas por 24 h a 320 ppm de GAs e subsequentemente submersas em agua a 80 °C por 3 min
(Tabela 16). A correlagdo positiva observada entre a dorméncia de sementes de T. diversifolia
submersas em agua quente corrobora dados da literatura (AGBOOLA et al., 2006), onde foi
possivel germinar quase 90% das sementes de T. diversifolia quando aquecidas em agua a 80

°C durante 3 min.
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Tabela 16 - Resultados do monitoramento da germinacao de sementes de T. diversifolia expostas a aquecimento a 80 °
C por 30 s e 3 min. Letras iguais na mesma coluna indicam que as diferencas entre médias, considerando o desvio
padrdo, ndo sdo estatisticamente significantes (p < 0,05). Letras com asteriscos indicam que sdo estatisticamente
diferentes. Pode-se notar que o aquecimento por 3 min tem uma influéncia maior do que o0 GAs na germinacéo de T.
diversifolia, embora ambos os fatores combinados tenham resultado em um maior nivel de germinagao (73%b).

Monitoring %G GSlI MGT

Control 24h - 320 ppm (36.67%) 0.650 a 0.233a 0.776 a

80°C-30s (11.25%) 0.339 0.105 0.865b

80 °C - 3 min (51.25%) 0.798 0.255a 0.863 b
80 °C -30s—GAs (37.50%) 0.659 a 0.208a | 0.821 a,b*
80 °C - 3 min — GA3 (73.00%) 1.026 0.314 0.908 b*

4.2 — Resultados do cultivo de A. robusta

A espécie T. diversifolia ndo resistiu as doencas geradas principalmente por uma
constante infestacdo de mosca branca (Bemisia argentifolii) dentro da estufa com 50% de
sombrite e irrigacdo automatica (trés vezes ao dia e por 20-30 min). Dezenas desta mosca
incessantemente se alojavam na parte abaxial das folhas de todas as espécies cultivadas.
Entretanto, parecia haver uma predilecdo pela T. diversifolia. Na tentativa de exterminar a
praga, foram realizadas diversas aspersdes de fumo, éleo de neem e até mesmo organoclorado.
O intervalo entre uma aplicagdo e outra nunca foi realizado dentro de um intervalo de tempo
inferior a trés semanas, visando ndo intoxicar as plantas. Entretanto, a populacdo de B.
argentifolli sempre diminuiu, mas nunca era exterminada de fato. Parece que os fatores que
influenciaram para as re-infestagcdes foram a umidade do local, a presenca de pedras brita (as
moscas se alojavam entre os vaos Umidos das pedras) e a baixa luminosidade. Além disso, por

duas vezes foi necessario aplicar solugdo de CuSO4 visando conter infestagdo por fungos.

No que diz respeito ao acumulo de mosquitos na parte abaxial das folhas de T.
diversifolia, descrita no paragrafo anterior, é sabido que as LST se acumulam em tricomas
glandulares justamente na parte abaxial das folhas. O efeito toxico e deterrente de LST tem sido
estudado frente aos insetos. Assim, Ambrosio e colaboradores relataram que extratos foliares
de T. diversifolia ricos em LST possuem atividade inseticida contra lagarta da espécie Chlosyne
lacinia (Lepidoptera) (AMBROSIO et al., 2008). Por outro lado, o trabalho de Martucci e

Gobbo-Neto sugere que a larva C. lacinia pode ter apresentado tolerancia a T. diversifolia e
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apontam outro metabodlito como tendo atividade deterrente de insetos, o acido 3-O-E-
cafeoilquinico, da classe dos derivados dos &cidos trans-cindmicos, e ndo LST (MARTUCCI e
GOBBO-NETO, 2016). Assim sendo, tendo em vista dados da literatura e a infestacdo de
mosquitos na parte abaxial das folhas de T. diversifolia de nosso cultivo, consideramos que
mais pesquisas sejam importantes a fim de se investigar melhor os metabdlitos com capacidade

inseticida em plantas.

A intensa umidade e presenca de insetos na estufa motivou a construgéo de canteiros
e de um viveiro com sombrite 35% sem irrigacdo automatica. Deste modo, 0s canteiros
construidos (com e sem sombrite 35%) (Figuras 21 e 22) passaram a abrigar apenas as A.
robusta. As A. trichophylla foram transplantadas para canteiros sem sombrite apenas em janeiro
de 2017, portanto, mais tardiamente que A. robusta (julho de 2016). O motivo foi que A.
trichophylla estava apresentando um lento crescimento e seus ramos mostravam-se mais frageis
que as espécies selvagens do Parana, mesmo aquelas que receberam adubacéo. Deste modo, tal

espécie foi apenas avaliada em termos de metabolémica de cultivo (capitulo 4).

Os ramos de A. robusta também apresentaram pouca rigidez, ainda mais tendo em
vista muita presenca de ventanias no local. Deste modo, todas as Aldama tiveram que ter seu

ramo principal amarrado a um suporte afixado ao solo.

Figura 21 - Canteiro construido com sombrite 35%. A esquerda plantas adubadas, & direita, plantas sem adubo. Figura
de minha autoria.



118

Figura 22 - Canteiro construido sem sombrite. A esquerda plantas adubadas, & direita, plantas sem adubo. Figura de
minha autoria.

Para aos cultivares de A. robusta, ndo foi verificado outlier em qualquer aferi¢cdo dos
parametros estudados. As comparagOes foram realizadas aos pares: plantas adubadas versus ndo
adubadas, sob uma mesma luminosidade; sombrite 35% versus sem sombrite, sob uma mesma
condicdo de adubacdo. Os valores das médias dos parametros analisados para cada tratamento
encontram-se na tabela 17. Foi constatado que o pardmetro “altura do ramo principal” obteve
diferenca significativa apenas quando se comparou plantas adubadas provenientes de cultivos
com e sem sombrite. O “nimero de folhas do maior ramo principal” parece ser 0 parametro
mais importante, dando diferenca entre todas as comparacdes, menos quando se compara
plantas ndo adubadas sob diferentes luminosidades. Quando se compara plantas sem adubacéo,
mas cultivadas em diferentes condi¢cbes de luminosidade, verifica-se que somente houve
diferenca significativa no “nimero de ramos secundarios”. Este parametro também foi
significativo quando comparado plantas adubadas e ndo adubadas sem sombrite. Por outro lado,
quando se compara plantas com adubacdo, mas cultivadas em diferentes condicGes de
luminosidade, verifica-se que houve diferenca na “altura do maior ramo principal” e seu
“nbmero de folhas”. O “didmetro do ramo principal” e a “area do ramo principal” foram
parametros analisados cujas médias obtidas foram estatisticamente significativas para plantas
adubadas e ndo adubadas cultivadas sob sombrite 35%. N&o houve diferenca significativa
apresentada pela media do “nimero de ramos principais” quando analisado qualquer

tratamento.
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Tabela 17 - Valores de médias para os parametros de desenvolvimento dos cultivares de A. robusta. Letras iguais na
mesma linha indicam diferencas estatisticamente significativas (p < 0.05).

Sombrite 35% Sem sombrite

Parametros ndo adubada [ adubada | n&oadubada| adubada
Altura do ramo principal (m) 3.8 414 ¢ 3.66 3.84c
n° de folhas do ramo principal 112 a 154 a,c 140 b 198 b,c
Area foliar (cm?) 454 a 64.6 a 54.8 63.8
n° de ramos principais 3.6 4.6 3 4.6

n° de ramos secundarios 8.4c 8.2 1b.c 6b
didmetro do ramo principal (cm) 1.18a 1.48a 14 1.56

Pelos resultados expostos na tabela 17, pode-se resumir que a adubacdo de espécies
dentro do viveiro com sombrite foi capaz de gerar plantas com maior nimero de folhas, maior
didmetro do ramo principal e maior &rea foliar. Por outro lado, a adubacdo em canteiro sem
sombrite foi capaz de produzir apenas maior nimero de folhas do ramo principal. A floragdo
foi um parédmetro que nédo foi aferido neste estudo, mesmo porque a floracdo de A. robusta
ocorre em meados de abril e maio e, tal como comentado em Material e Métodos (item 3.5), a
coleta de dados morfolégicos foi realizada em dezembro (2016) e janeiro (2017).
Posteriormente a coleta destes dados, verificou-se que algumas plantas dentro do canteiro com
sombrite comegavam a florescer em marco. De fato, a floragdo das plantas de dentro do viveiro
aconteceu antes que as de fora. Aqui pode-se comparar estes resultados com aqueles observados
por Ruggiero e colaboradores, quando eles afirmam que A. robusta floresce de novembro a
abril (RUGGIERO et al., 1997). Em nossas observacgdes de campo, até o presente momento ndo
foi constatada florada de A. robusta antes de mar¢o. Nosso grupo de pesquisas frequentemente
realizou coletas de A. arenaria em Itirapina (SP) em meados de fevereiro e marco, quando é
obervada a florada de tal espécie. E importante notar que Ruggiero e colaboradores relatam que
coletaram A. robusta em Itirapina (RUGGIERO et al., 1997). Também é interessante notar a
semelhanca anatémica entre tais espécies, tal como destacado pela taxonomista M. Magenta
(MAGENTA, 2006) em seu trabalho de doutorado “Viguiera Kunth (Asteraceae, Heliantheae)
na América do Sul e sistematica das espécies do Brasil”. Ademais, nossa observacdo a

posteriori (dados ndo demonstrados) de que houve floragdo mais cedo e mais volumosa dentro
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do viveiro, do que fora, esta parcialmente de acordo com a analise de Ruggiero e coautores, 0s
quais afirmam que ha A. robusta floresce mais cedo, mas em menor volume, quando cultivada
sob menor exposi¢do a luz (RUGGIERO et al., 1997). A floracdo mais cedo também foi
verificada para A. discolor, quando exposta a menor exposicdo fotodiaria (ISEJIMA et al.,
1991). QOutra comparacdo que se pode tracar com dados da literatura, é a altura do ramo
principal atingida por A. robusta neste experimento. Neste caso, contando mais de um ano de
cultivo, as plantas atingiram em média 4 m de altura, valor ligeiramente maior que o observado
em campo, para as plantas selvagens. No experimento de Ruggiero e coautores, A. robusta apds
285 dias de cultivo (cerca de 9 meses) alcancou cerca de 1 m e ja apresentando florada
(RUGGIERO et al., 1997). Durante praticamente 0 mesmo periodo, a A. robusta cultivada neste
trabalho apresentou altura similar quando ainda se encontrava em vaso e dentro da estufa com
irrigacdo automatica, passando a crescer rapidamente quando foi cultivada em canteiro. De fato,
0 experimento de Ruggiero também foi conduzido em vasos, 0 que pode sugerir que esta
condicdo estivesse impedindo a planta de atingir maiores altura (RUGGIERO et al., 1997). O
trabalho de Ruggiero ndo informa como foi feito o aporte de 4gua as plantas, mas fotoperiodos
mais curtos (ou sombrite) somadas a uma maior umidade podem influenciar em floragdo mais
cedo em A. robusta. Por fim, a Unica constatacdo feita para A. trichophylla (dados néo
informados), é que seus espécies cultivados neste trabalho nunca atingiram 1,5 m, ao passo que
as plantas selvagens alcangcam cerca de 3 m de altura. Solos foram coletados nos respectivos
locais de coleta de sementes e poderdo ser analisados futuramente, tendo em vista que o solo
do local de coleta de sementes de A. trichophylla apresentou-se mais arenoso e pobre em

nutrientes que o solo utilizado nos cultivos deste trabalho.

5 - CONCLUSAO DO CAPITULO 3

Foi verificado que apenas A. trichophylla possui atividade fotoblastica. Observou-se
também que todas as espécies respondem ao aumento da concentracdo de GAs, obtendo-se
maiores valores de %G, GSI e MGT, embora pouco significativo em T. diversifolia. Estas,
responderam melhor ao aquecimento em agua (80 °C por 3 min). As plantulas de T. diversifolia
morreram precocemente, e A. trichophylla apresentou um crescimento lento e fragil de seus
ramos. Em A. robusta, verificou-se que a adubacdo de espécies sombreadas foi capaz de gerar
plantas com maior numero de folhas, maior diametro do ramo principal e maior area foliar. Por

outro lado, a adubagdo em canteiro sem sombrite foi capaz de produzir apenas maior nimero
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de folhas do ramo principal. Os resultados aqui descritos contribuem para um maior nimero de
germinacdo de sementes, bem como melhor desenvolvimento morfoldgico de Aldama, os quais

poderao ser comparados com outras analises de outras espécies.



122

CAPITULO 4: METABOLOMICA DO CULTIVO DE Aldama
robusta E Aldama trichophylla (ASTERACEAE) PARA ANALISE
DA INFLUENCIA DO SOLO, LUMINOSA, CIRCADIANA E
ESTACIONAL

LISTA DE FIGURAS DO CAPITULO 4

Figura 23. Sobreposi¢cdo das amostras correspondentes ao pool 1. A substancia que elui em

ap. 15 min. corresponde ao Padrao INtErNO CrISINA..........uuieiiieeeiiiieiiiies e ee e e er e e e e e eeaenes 131

Figura 24. Sobreposi¢do das amostras correspondentes ao pool 1. A substancia que elui em

ap. 15 min. corresponde ao padrao INtErNO CrISINA..........uuiiiiieeeiiieeiiiiis e ee e e er e e e e e e eeeanes 132

Figura 25. TIC das triplicatas de branco injetadas antes e durante as analises. Nao é possivel
visualizar nenhuma substéncia de concentracdo significativa que possa comprometer a

AN S . e 132

Figura 26. Controle de qualidade metaboldmico inspecionado pelo agrupamento de

Figura 27. PCA com pools e todas as amostras provenientes das coletas dos cultivos. Para

visualizar o cadigo dos cultivares, checar ApENICE B...........oouvviiiiiiiiiiiiiiiie e 134

Figura 28. OPLS-DA mostrando diferenca entre as coletas das 11 horas realizadas com N

liguido (nitrogen) versus secamento por estufa (air oven). OPLS-DA (1 + 6): R? = 0,96, Q? =

Figura 29. PCA (R? = 0,50) mostrando tendéncia de agrupamento das amostras coletadas no
inverno (Winter) e primavera (Spring) contra as amostras coletadas no verdo (Summer) e

Lo l0) (o] a Lo I (AN 1 (VT8 210 TSP 139

Figura 30. OPLS-DA (3 + 10) (R?= 0,95 e Q? = 0,69) mostrando clara distingdo entre amostras
coletadas no inverno (winter) e primavera (spring) em relacéo as coletas do verédo (summer)

(3o 10 1 o] Lo TN (= o1 (0101 ) PPN 140

Figura 31. OPLS-DA (2 + 10) (R? = 0,94 e Q? = 0,78) com amostras coletadas no verao

(summer) e outono (antumn) consideradas um Unico grupo INAiStinto..............cccccvvieeeeeennns 141
Figura 32. TIC dos padrfes para curva de calibragao...............uuuuueriuiieiiiiieiiiiiiieiiieeeeeeeeeeeeen 145

Figura 33. Curva de calibracdo para 9 substancias com base nas suas concentracdes e

intensidade de ionizagdo registrada pela area do TIC..........ccooiiiiiiiiiiiiieeeiieeee e 146



123

LISTA DE TABELAS E QUADROS DO CAPITULO 4

Tabela 18. Identificagdo das varidveis discriminantes da analise comparativa de coletas seguidas pela
secagem de planta com N liquido e liofilizac8o versus coletas seguidas da secagem em estufa de ar-
CITCUIANTE (40 PC).iiiieiieiiet etttk bbbt bbbt b bt e ettt nn s 136

Tabela 19. Identificagdo das varidveis discriminantes de cada estacdo de coleta............cc.ccovevrererienns 143

Quadro 1. Area da curva de cada substancia, seus respectivos tempos de retengéo e [M+H]+ em relagio

A dilUIGED SEriata eM LLE/ML.....c.eeuiiiiieieieteeteee ettt et se et b et benere s 146

Quadro 2. Concentracdo estimada de substancias quimicas em A. robuta com base em curva de
(07| o] = To%: To TSROSO 148

LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS DO CAPITULO 4

As mesmas do capitulo 1, além de
TIC Cromatograma de ions totais



124
RESUMO DO CAPITULO 4

No capitulo 4 foi analisado a influéncias de alguns fatores ambientais (GOBBO-NETO e
LOPES, 2007) no metaboloma de plantas, tomando-se como modelo experimental espécies de
A. robusta e A. trichophylla cultivadas. A ideia inicial seria ndo somente verificar a alteragéo
metabdlica ocasionada por tais fatores, mas também analisar se isso poderia ocasionar equivos
em analise quimiotaxondmicas. Assim, por meio dos resultados seria indicado quais sdo 0s
fatores ambientais que mais podem alterar o metaboloma e, portanto, a classificacdo
guimiotaxondmica. Além disso, os resultados poderiam indicar marcadores quimicos
ambientais, relacionados ou ndo com fatores adversos, como o estresse hidrico em plantas. Para
tanto, a analise metabolémica foi conduzida com base em dados quimicos, adquiridos em
UHPLC-ESI-HRMS, provenientes de diversas coletas relacionadas com o ritmo circadino,
estacdo do ano, adubacdo do solo, luminosidade e rapida interrupcdo do metabolismo (com
congelamento em N2 liquido). Além disso, foi realizado uma curva de calibragcdo com base na
intensidade do pico de 9 substancias de diferentes classes quimicas registrado no TIC, a fim de
se estimar a concentracdo dos metabolitos desreplicados. Os dados foram analisados por PCA
e OPLS-DA. De maneira geral, tanto por PCA guanto OPLS-DA pode-se observar que as
diferencas metabolémicas provenientes de fatores como o ritmo circadiano, adubacao do solo
e luminisidade sdo aleatorias, ndo sendo possivel agrupar as amostras. Por outro lado, foi
possivel verificar diferencas metabdlicas em folhas coletadas que ndo foram rapidamente
congeladas, mas foram secadas em estufa. Com base nisso, alguns metabdlitos correlacionados
com amostras congeladas em N2 liquidos foram propostos e corroborados pela literatura
(MOREIRA et al., 2018). Além disso, também foi possivel notar clara influéncia que as
estacdes do ano tem no metabolismo das plantas, com agrupamento de amostras coletadas em
estacbes mais Umidas (verdo e outono), separadas das estagdes mais secas (inverno e
primavera). Do ponto de vista estacional, ndo ha diferenca entre coletas realizadas no verdo e
outono. Com base nas analises de OPLS-DA, foi possivel indicar alguns picos discriminantes
de tais estacBes e propor alguns metabolitos que se acumulam no inverno, tendo em vista,
provavelmente, o estresse hidrico. A curva de calibragdo construida também permitiu estimar a
concentracdo de alguns metabdlitos que se acumulam em cada estagdo. Os resultados deste
capitulo nos permite concluir que o fator ambiental que mais pode causar equivocos na
quimiotaxonomia é a data da coleta ao longo do ano, bem como o processamento do material
vegetal (congelado ou secado em estufa). Além disso, foi apontado alguns metabdlitos que
podem ser considerados como marcadores estacionais, ou provenientes de degradacdo pelo ndo
congelamento das amostras. Estes ultimo resultados permite melhor controle de qualidade de
amostras vegetais e estudos quimiotaxondmicos.
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SUMMARY OF CHAPTER 4

In chapter 4 the influences of some environmental factors (GOBBO-NETO and LOPES, 2007)
on the metabolome of plants were analyzed, taking as an experimental model species of A.
robusta and A. trichophylla cultivated. The initial idea was not only to verify the metabolic
alteration caused by such factors, but also to analyze if this could cause mistakes in
chemotaxonomic analysis. Thus, the results would indicate which are the environmental factors
that can most alter the metabolome and, therefore, chemotaxonomic classification. In addition,
the results could indicate environmental chemical markers, related or not with adverse factors,
such as water stress in plants. For this, the metabolomic analysis was conducted based on
chemical data, acquired in UHPLC-ESI-HRMS, from various collections related to circadian
rhythm, season of the year, soil fertilization, luminosity and rapid interruption of metabolism
(with freezing in N2 liquid). In addition, a calibration curve was performed based on the
intensity of the peak of 9 substances of different chemical classes registered in the TIC, in order
to estimate the concentration of the dereplicated metabolites. The data were analyzed by PCA
and OPLS-DA. In general, according both PCA and OPLS-DA can be observed that
metabolomic differences from factors such as circadian rhythm, soil fertilization and
luminostity are aleatory, and it is not possible to group the samples. On the other hand, it was
possible to verify metabolic differences in collected leaves that were not rapidly frozen, but
were dried in an air-oven. Based on this, some metabolites correlated with samples frozen in
liqguid N2 were proposed and corroborated by the literature (MOREIRA et al., 2018). In
addition, it was also possible to observe a clear influence of the seasons on plant metabolism,
with the collection of samples collected in wetter seasons (summer and autumn), separated from
the drier seasons (winter and spring). From the seasonal point of view, there is no difference
between collections performed in the summer and autumn. Based on the OPLS-DA analyzes,
it was possible to indicate some discriminant peaks of these seasons and to propose some
metabolites that accumulate in the winter, probably due to the lack of water. The constructed
calibration curve also allowed to estimate the concentration of some metabolites that
accumulate in each season. The results of this chapter allow us to conclude that the
environmental factor that may cause misunderstandings in chemotaxonomy is the date of
collection throughout the year, as well as the processing of the plant material (frozen or dried
in the air-oven). In addition, it was pointed out some metabolites that can be considered as
seasonal markers, or from degradation by not freezing the samples. The latter results allows
better quality control of plant samples and chemotaxonomic studies.
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1 - INTRODUCAO

As analises em metaboldmica também podem ser utilizadas para investigar os efeitos
de fatores ambientais no metabolismo de plantas com base em uma abordagem holistica. 1sso
pode ser trazer novas descobertas em estudos relacionados a ecoquimica, adaptabilidade de
plantas, quimiotaxonomia e quimiossitematica. Especificamente em relacdo a estas duas
ultimas, frequentemente se comenta que os metabolitos secundarios ndo sdo bons marcadores
taxonémicos, uma vez que quali e quantitativamente suas presencas sofrem mais influéncia do
meio ambiente do que os marcadores genéticos, ditos “conservados”. Em relacdo a isso, a
metabolémica ambiental aplicada a cultivares poderia apontar melhores formas de
padronizacdo dos estudos quimiotaxonomia/quimiossistematica, validando tais estudos. Por
exemplo, uma vez determinado o padrdo de biossintese (ou acumulo) de metabdlitos
secundarios frente a diversas condigdes ambientais, como tipo de solo, umidade, temperatura,
ciclo circadiano, luminosidade e sazonalidade, as analises quimiotaxonémicas e
quimiossitematicas poderiam ser padronizadas precisamente em relacéo a tal resultado. Deste
modo, tendo as condi¢des ambientais padronizadas para todos os individuos do estudo, as
analises quimiotaxonémicas e quimiossitematicas seriam realizadas com maior confiabilidade.

A literatura descreve diversos fatores ambientais que podem alterar o metaboloma das
plantas (GOBBO-NETO e Lopes, 2007), tais como idade da planta (ou do material vegetal),
sazonalidade, ritmo circadiano, disponibilidade hidrica, tipo de solo, luminosidade, altitude (o
que reflete em temperaturas mais baixas, menor concentragcdo de O2 e maior taxa de radiagéo
ultravioleta), poluicdo atmosférica, relagcdo com outros seres vivos (GOBBO-NETO e Lopes,
2007; HARMER et al., 2009; ROZEMA al., 1997). Por exemplo, flavonoides glicosilados
como apigenina 7,4’ di-O-glucuronideo e luteolina 7,3” di-O-glucuronideo poderiam ter seu
acumulo alterado pela influéncia da intensidade ou quantidade de radiacdo ultravioleta
(GOBBO-NETO e LOPES, 2007). De fato, a biossintese de flavonoides em plantas tem sido
frequentemente relatada na literatura como um metabdlito que desempenha papel protetor
contra os danos da radiacdo UV (AGATI et al., 2012), além de outros metabdlitos, como taninos
e ligninas (ROZEMA et al., 1997). Tais metabolitos tem em comum grupamentos fendlicos e,
portanto, poderiam desempenhar funcédo protetora em plantas contra estresses oxidativo. Tendo
em vista diversos fatores ambientais que podem alterar o metaboloma de plantas, a
metabolomica ambiental tem sido uma abordagem inovadora em encontrar sutis diferencas
metabdlicas causadas por alteragcGes ambientais, especialmente aquelas causadas por estresses

(LANKADURAI et al., 2013). Por exemplo, a herbivoria seria capaz de aumentar o acumulo
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de acido quinico em folhas de Solanum lycopersicum (tomate) e diminuir o acido trans-3-
cafeoilquinico (LANKADURAI et al., 2013).

Pode-se também citar exemplos de como a fenologia altera 0 metaboloma de plantas,
tal como demonstrado por um estudo metaboldmico de LC-MS de Hypericum origanifolium
(Hypericaceae) (CIRAK et al., 2007). Da mesma forma, os estudos metabolémicos também
desempenham um papel importante na compreensdo da relacdo das plantas com outros seres
vivos, como um estudo metabolomico realizado por GC-MS e LC-MS que demonstrou que
interacGes entre a via do &cido jasmdnico e salicilico modulam o metaboloma da planta e afetam
herbivoros de diferentes tipos de alimentacdo (SCHWEIGER et al., 2014). Outro estudo
demonstra a influéncia da alelopatia e a sazonalidade no metabolismo vegetal, como
demonstrado por analises metaboldmicas baseada na RMN para a discriminagdo e
caracterizacdo quimica de espécies de plantas mediterraneas (SCOGNAMIGLIO et al., 2015;
SCOGNAMIGLIO et al, 2014). A metabolémica baseada em RMN também foi utilizada para
avaliar a relacdo entre perfil metabdlico e analise elementar de extratos de folhas de Erica
multiflora (Ericaceae) de acordo com a sazonalidade, crescimento de plantas e condic¢des de
estresse moderado de seca e aquecimento (RIVAS-UBACH et al., 2012). Por fim, um estudo
focado ndo apenas na sazonalidade, mas também na origem geografica e influéncia de fatores
abiodticos ambientais, foi capaz de discriminar cultivares de T. diversifolia (Asteraceae) com
base em dados concatenados de RMN e LC-MS (SAMPAIO et al, 2016). Os resultados
mostraram que um padrdo sazonal foi observado para os agucares, LST e fenolicos na folha e
caules, que podem ser correlacionados a quantidade de chuva e as mudancas de temperatura.
Além disso, a distribuicdo dos metabdlitos nas inflorescéncias e raizes foi afetada
principalmente pela variagdo de alguns macro e micronutrientes do solo, como Ca, Mg, P, K e
Cu.

Deste modo, visando a uma maior compreensao da influéncia de fatores ambientais no
metaboloma de plantas, foram escolhidos como modelo experimental cultivares de A. robusta
e A. trichophylla (tribo Heliantheae, Asteraceae) para uma analise metabolémica ambiental,
com a finalidade de encontrar padrdes de agrupamento quimico de acordo com fatores externos,
como ritmo circadiano, tipo de solo (adubacéo), sazonalidade (estacfes do ano) e luminosidade.
O intuito é auxiliar na compreensao da quimiotaxonomia de Aldama, ou mesmo de Asteraceae,
padronizando condi¢des ambientais de coleta. Além disso, foi avaliada a influéncia da secagem
de plantas coletas em N2 liquido, ou em estufa de ar-circulante, uma vez que ndo ha trabalhos

na literatura que tenham comparado tais abordagens, embora alguns tenham protocolado que
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analises metaboldmicas sejam realizadas em Nz liquido (DE VOS et al., 2007), e outros tenham
indicado o acumulo de metabdlitos em plantas coletadas e ndo congeladas (MOREIRA et al.,
2018). O intuito de se utilizar N2 liquido seria realizar o “quenching metabolic”, ou a parada do
metabolismo por congelamento do material vegetal. Isso evitaria achados equivocados,
identificando como metabdlitos discriminantes produtos de degradacéo, por exemplo (DE VOS
etal., 2007). Além disso, o N2 liquido é util para se diminui o ruido em analises metabolémicas
(DE VOS et al., 2007), problema este facilmente solucionado pelo processamento dos dados
brutos (no MZmine, por exemplo).

2 - OBJETIVOS

Os objetivos deste capitulo sdo:

1) verificar se 0 agrupamento dos cultivares de A. robusta e A. trichophylla obedece
mais a fatores intrinsecos (genotipo), do que fatores extrinsecos (meio ambiente);

2) verificar por andlises ndo supervisionadas se os fatores ambientais analisados séo
capazes de agrupar os cultivares;

3) apontar por meio de OPLS-DA o0s metabo6litos mais correlacionados com algum

parametro ambiental analisado.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 — Material vegetal

O material vegetal dos cultivares de A. robusta e A. trichophylla foi a coleta de suas

folhas. O codigo de cada coleta se encontra no Apéndice B.

Trés folhas de cinco espécies foram coletadas aleatoriamente de cada experimento,

sendo que cada experimento possui 10 espécimes.
3.2 — Parametros ambientais e de coleta analisados

Foi analisada a coleta de folhas e sua subsequente secagem em estufa de ar-circulante

a 40 °C versus congelamento em N2 liquido seguido de liofilizacéo.

A coleta foi também realizada em ritmo circadiano (7, 11, 15, 20, 24 h), estacional
(verdo, outono, inverno, primavera; sempre no segundo més do inicio da estacdo), em plantas
ndo sombreadas e sombreadas (dentro de casa de vegetacdo com sombrite 35%) e em plantas

ndo adubadas e adubadas.

A comparacdo de secagem em estufa ou N2 liquido foi apenas realizada para as coletas
das 11 h, e ndo foi realizada esta comparacédo nas coletas do outono. A espécie A. trichophylla
n&o foi coletada no verdo, uma vez que ela ainda estava em crescimento e adaptacéo ao canteiro
de cultivo. A especie A. trichophylla também so foi coletada as 11 h, com excec¢édo do outono,
qguando foi coletada em ritmo circadiano. Maiores descricdes podem ser observadas no

Apéndice 2.
3.3 — Extracédo e aquisi¢ao dos dados quimicos

A droga vegetal foi pulverizada em moinho analitico (IKA® A11, Sigma Aldrich)
guando proveniente da estufa a 40 °C ou em gral com pistilo com auxilio de N2 liquido. As
folhas congeladas e pulverizadas com N2 liquido foram posteriormente secadas em liofilizador.
Apos a pulverizacdo, foram extraidas na propor¢do de 20 mg de droga vegetal seca por 1.000
pL de EtOH:H20 (4:1) por 10 min, posteriormente vortexados e centrifugados a 10.000 g por
15 min (Eppendorf 5810R, Alemanha). O sobrenadante contendo o extrato foi coletado e
diluido na proporc¢éo de 1:3, segundo padronizagdes prévias com outros extratos que visaram
verificar o rendimento médio da extracdo. Por fim, o extrato foi filtrado em membranas Mini-
Uniprep™ PTFE de 0.2 um (Whatman, EUA) e 4 pL foram injetados em UHPLC -ESI-HRMS,

com analisador Exactive Plus Orbitrap™ (Thermo Scientific, Alemanha).
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Para o controle de qualidade da extracdo e da analise em LC-MS (monitoramento do
tempo de retengéo e ionizacdo), foram realizados 2 pools, cada qual com uma mistura de folhas
de espécies diferentes. Esses pools foram extraidos nas mesmas condicdes trés vezes e re-
injetados trés vezes. Também foi utilizado o flavonoide crisina como controle interno da
analise, estando a uma concentracdo de 10 pg/ml na amostra. Triplicata de brancos foi utilizada
no inicio e no meio da eluicdo, a fim de se monitorar a coluna cromatografica e a presenca de

contaminantes.

Os pools foram constituidos por: pool 1 = Achillea millefolium, A. robusta, A.
nudibasilaris, T. diversifolia, Mikania laevigata, Smallanthus sonchifolius, Calea sp e
Chiquiraga spinosa; pool 2 = A. trichophylla, A. grandiflora, A. pilosa, H. annuus, Solidago

microglosa, Calea sp e Chiquiraga spinosa.

Para 0 monitoramento da concentracdo de metab6litos conhecidos e majoritarios nos
cultivares, foi construida uma curva de calibragdo com 10 substancias quimicas de diferentes
classes, nas concentracbes de 60; 30; 15; 7,5; 3,75; 1,875; e 0,937 pg/mL. As substancias
selecionadas foram (B) budleina A, (P) partenolideo, (G) 2-ona-8B-metacriloiloxi-guaia-
3,10(14),11(13)-trien-6a,12-olideo (guaianolido), (E) 15-hidroxieremantolido, (K) canferol,
(R) rutina, (A) apigenina, (C) catequina, (Q) acido 5-O-E-cafeoilquinico e (H) 7-

hidroxicumarina. Em parénteses, os respectivos codigos de cada substancia.

Os métodos cromatogréficos e a aquisicdo de dados quimicos sdo 0s mesmos do
capitulo 1.

3.4 — Processamento dos dados quimicos

O processamento de dados quimicos sdo os mesmos do capitulo 1.
3.5— Analises quimiometricas

Os dados quimicos de todos os extratos apds serem processados foram exportados em
planilha (.csv), organizados de modo a colocar as varidveis nas colunas e amostras nas linhas,
e as areas sob o0s picos detectados foram normalizadas por Pareto para posterior analise
multivariada. Normalizagéo por Pareto:

Pareto: y;; = x;; — x;/ |SD;;, onde x é a média da area dos picos detectados e SD € o

desvio padréo.
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A PCA e OPLS-DA foram realizadas no software SIMCA v.13.0.3 (Umetrics —
Suécia). A avaliagdo dos resultados foi realizada por meio da inspecdo dos valores de
coeficiente de correlagdo multipla (R« e Ry?), capacidade preditiva (Q?, leave-one-out 7-fold
cross validation) e raiz quadrada do erro médio da validagdo cruzada (RMSEcv). Valores de R?
superiores a 0.6 e de Q? superiores a 0.3 sdo desejaveis em metabol6mica, considerando-se
presenca de overfitting quando os valores de R? — Q? forem superiores a 0.3. Valores de
RMSEcv proximos a 0 sdo desejaveis. Além disso, os resultados foram também avaliados a um
nivel de significancia de 95% (valor p < 0,005).

4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

O controle de qualidade dos dados quimicos para a investigacao dos efeitos ambientais
sobre 0 metaboloma dos cultivares de A. robusta e A. trichophylla foi realizado por meio de
pools (ver Material e Métodos, pag. X), bem como da flavona crisina adicionada as amostras a
uma concentracdo de 10 ng/mL. Deste modo, antes que se fizesse a andlise metabolémica dos
cultivares, foi realizada a inspecao dos tempos de retencdo e ionizacao das substancias dos pools
(Figuras 23 e 24).

/\QJ&MJ\KMNMWMWW
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Figura 23 - Sobreposi¢ao das amostras correspondentes ao pool 1. A substancia que elui em ap. 15 min. corresponde ao
padrao interno crisina.
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Figura 24 - Sobreposi¢édo das amostras correspondentes ao pool 1. A substancia que elui em ap. 15 min. corresponde ao
padrdo interno crisina. O pool correspondente a terceira injecdo (2p3 apresentou problemas de anélise e ndo foi
apresentado neste cromatograma.

Além disso, os cromatograma de ions totais (TIC) da triplicata de brancos injetada
antes, e durante, as analises ndo demonstra nenhuma substancia contaminante do solvente em
concentracdo significativa que possa comprometer a analise, exceto aquela que elui por volta
de 25 min (Figura 25).

TIC, miz: 100.0006 . 14909158
‘Selected semn $2509 2.1 pos T M) BT 2513, 19569
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Figura 25 — TIC das triplicatas de branco injetadas antes e durante as analises. Ndo é possivel visualizar nenhuma
substéncia de concentracdo significativa que possa comprometer a anélise. O pico que aparece em 15,10 min de m/z
255,0660 [M + H]+ corresponde ao padréo interno crisina. O pico que sai em 25 min é um contaminante do solvente



133

Os controle de qualidade também foram realizados em termos metabolémicos com a
inspecdo dos pools por PCA (Figura 26). Por meio desta figura, pode-se notar que ha
agrupamento dos pools quando comparado com o metaboloma de amostras proveniente de
extratos de apenas uma espécie. Essa observagdo confirma que as substancias do nosso sistema
LC-MS estéo tendo boa reprodutibilidade em termos de tempo de retencgéo e ionizagdo em ESI,
tendo em vista que os pools deste experimento sdo réplicas de extracdo (triplicata) e aquisicéo
de dados LC-MS (triplicata).

Assim, tendo em vista a qualidade dos dados obtidos e a confiabilidade do método, as
anélises de metabol6mica aplicadas sobre a influéncia de fatores ambientais ao cultivo de A.
robusta e A. trichophylla foram analisadas. Com base nisso, foi obtida uma PCA (Figura 27)
com todas as amostras provenientes de todas as coletas de todos os cultivares deste estudo (para
visualizar o cadigo dos cultivares, checar Apéndice B. Para visualizar os parametros ambientais

analisados em cada coleta, checar Material e Métodos deste capitulo e Apéndice B).
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Figura 26 - Controle de qualidade metabolomico inspecionado pelo agrupamento de pools.

Pela inspecdo da PCA apresentada na Figura 27 pode-se notar que mesmo com mais
amostras acrescentadas ao sistema, 0s pools ainda permanecem agrupados. Também pode-se

notar que a PCA parece mostrar uma tendéncia de agrupamento entre amostras provenientes de
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coletas realizadas no verdo (Summer) e outono (Antumn), separadas das coletas realizadas na

primavera (Sping) e inverno (Winter).
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Figura 27 - PCA com pools e todas as amostras provenientes das coletas dos cultivos. Para visualizar o cédigo dos
cultivares, checar Apéndice B. Para visualizar os pardmetros ambientais analisados em cada coleta, checar material e
métodos deste capitulo e Apéndice B.

Porém, antes de analisar o metaboma dos cultivares do ponto de vista das estagdes, foi

realizada a comparacdo dos metabdlitos presentes em amostras provenientes das coletas

seguidas de secagem em estufa versus aquelas com congelamento em Nz liquido e secagem em

liofilizador. Assim, foi realizada uma OPLS-DA a qual revelou clara separagao entre os grupos
(Figura 28).
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Figura 28 - OPLS-DA mostrando diferenca entre as coletas das 11 horas realizadas com Nz liquido (nitrogen) versus
secamento por estufa (air oven). OPLS-DA (1 + 6): R?=0,96, Q%= 0,79. Por meio desta analise ja foi possivel visualizar
separacdo das amostras de acordo com a estagao de coleta. Valor-p = 0,0048 e RMSEcv = 0,22.

Ainda com tais dados foi possivel notar que para as coletas realizadas com Nz liquido
houve separagdo entre as amostras em dois grupos distintos, relacionados com coletas
realizadas no verdo e outono e aquelas realizadas na primavera e inverno (Figura 28). Esta
analise revelou bons indicadores analiticos, tais como alto valor de Q?, e baixos valores de
RMSEdcv e valor-p, 0 que sugere auséncia de overfitting e alta significancia na analise (Figura
28). Deste modo, foi possivel apontar metabdlitos discriminantes correlacionados com coletas
realizadas com N2 liquido e aquelas realizadas com subsequente secamente em estufa (Tabela
18).
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Tabela 18 — Identificacdo das varidveis discriminantes da andlise comparativa de coletas seguidas pela secagem de
planta com N2 liquido e liofilizag&o versus coletas seguidas da secagem em estufa de ar-circulante (40 °C). O sobrescrito
“std” se refere a “standard” (substancias do banco de padrdes do AsterBioChem, previamente isolados ou comprados),
os quais foram injetados no mesmo método cromatografico a fim de se obter valores de tempo de retencao e perfil de
fragmentacéo. Deste modo, as desreplicagdes que apontam para substancias pertencentes ao banco de padrdes sdo mais
confidveis, uma vez que ndo somente houve correlagdo com os valores de m/z, mas também com o tempo de retencéo
(RT). Var ID = ndmero de identificagdo e respectivo modo de ionizagdo em que se detectou o pico (pos = positivo; neg
= negativo). As estruturas podem ser visualizadas em http://zinc15.docking.org/catalogs/asternp/substances/, em
“Lookup”, ou em http://143.107.203.160:8080/, em “Compound Search”, inserindo-se seu nome usual ou codigo
InChiKey.

Identificacdo de varidveis discriminantes
para os extratos de coletas secados em
N:ligudo e liofilizador (nome usual ou

VarID | RT m/z cédigo InChliKey) Classe

5 pos 1,05 | 144,102 |n.i.

213 pos | 14,03 | 274,274 | n.i.

177 pos | 11,08 | 245,064 |n.i.

26 pos | 1,71 | 113,965 |n.i.

chlorogenic acid; neochlorogenic acid (pouco | Derivados do acido
31pos | 1,99 | 355,106 | provaveis, tempo de retengdo baixo) cindmico

105 pos | 6,84 | 591,212 |n.i.

158 pos | 9,27 | 481,21 |n.i.

254 pos | 18,23 | 217,107 | n.i.

32pos | 2,04 | 102,035 |n.i.

76 pos | 5,351 | 435,189 |n.i.

1pos | 1,00 | 118,087 |L-valine®™ Aminoéacido

253 pos | 18,04 | 316,325 | n.i.

237 pos | 16,10 | 173,08 |n.i.

251 pos | 17,61 | 255,068 |n.i.

4-hydroxycoumarin; umbelliferone; p- Derivados do &cido
86 pos 5,74 | 163,041 | coumaric acid® cinamico
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20 pos | 1,41 | 236,152 |n.i.

tricin; 2-(3,4-dihydroxyphenyl)-5-hydroxy-
190 pos | 11,98 | 331,085 | 3,6-dimethoxychromen-4-one; Flavondides

quercetin 3,4'-dimethyl ether;

desmethoxycentaureidin; cirsiliol; jaceosidin; | Flavondides

(2R,3R)-5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-

4-0x0-2,3-dihydro-1-benzopyran-3-yl acetate | Flavondides
95pos | 6,26 | 177,057 |n.i.
66 pos | 4,64 | 135,046 |n.i.

Derivados do &cido
168 pos | 10,44 | 163,041 | 4-hydroxycoumarin; umbelliferone cinamico
93pos | 610 | 423,131 |n.i.
19pos | 1,35 | 162,114 |n.i.
Identificagdo de variaveis discriminantes
para os extratos de coletas secadas em

VarID | RT m/z estufa (nome usual ou cédigo InChlKey) Classe
24 pos | 1,66 | 182,987 |n.i.
34pos | 2,32 | 154,992 |n.i.
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Todavia, foram poucas as variaveis estatisticamente confiaveis que puderam ser
geradas para 0s extratos provenientes de coletas secadas em estufa. Ja para as variaveis
apontadas para coletas realizadas com Nz liquido, foi possivel identificar alguns picos com base
no banco de AsterDB e biblioteca de substancias puras. Assim, foram identificados flavonoides
e derivados do acido trans-cinamico, dentre 0s quais, 0 acido p-cumarico teve seu tempo de
retencdo encontrado no banco de dados de substancias puras. Interessante observar que tal
substancia apontada como discriminante para plantas coletadas com N: liquido e liofilizadas,
em vez de secadas a 40 °C, vai ao encontro com o que foi constatado por Moreira e coautores
(MOREIRA et al., 2018). Nesse trabalho os autores concluiram que acidos cafeoilquinicos,
derivados biossintéticamente do acido p-cumarico, se acumulam nas folhas ap6s a coleta, caso
ndo sejam congeladas (MOREIRA et al., 2018). Isso indica a necessidade em se proceder
estudos de metabolémica ambiental, ou quimiotaxonomia, com N2 liquido a fim de se evitar
falsas conclusdes, ao se apontar metabdlitos que estdo mais correlacionados com o estresse pos-
coleta, do que o metabolismo da planta propriamente dito. A abordagem metabolémica deste
experimento foi capaz de apontar um metabdlito correlacionado com o quenching metabolite e

corroborada pela literatura.

As demais analises deste capitulo ndo evidenciaram qualquer agrupamento entre as
coletas com base no ritmo circadiano, na adubagdo e no sombreamento (sombrite 35%) (dados
ndo mostrados). Deste modo, pode-se inferir que, neste estudo, ndo ha correlacdo entre o
metaboloma e tais variacbes ambientais. Ou seja, tais parametros ndo sdo capazes de alterar
significativamente o metabolismo vegetal a ponto de produzir diferengas entre as amostras. Dito
isso, a coleta para fins quimiotaxonémicos poderia ser realizada em qualquer horério do dia,
por exemplo, que ndo seria capaz de afetar profundamente os agrupamentos visualizados em
uma PCA ou HCADbp. Por outro lado, o processamento vegetal apos a coleta (paragrafo anterior)
e a sazonalidade (proximos paragrafos) foram capazes de formar grupos que se distinguiram
com base na constituicdo quimica. Quanto a sazonalidade, pode se perceber agrupamento das
especies de A. robusta de acordo com a estacdo em que foram coletadas. Deste ponto em diante
as analises foram realizadas somente com A. robusta coletadas e congeladas em N2 liquido a
fim de facilitar o entendimento do modelo. Assim, a PCA demonstra clara separacdo entre

coletas realizadas no outono e verao, daquelas realizadas na primavera e inverno (Figura 29).
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Figura 29 - PCA (R? = 0,50) mostrando tendéncia de agrupamento das amostras coletadas no inverno (Winter) e
primavera (Spring) contra as amostras coletadas no verdo (Summer) e outono (Antumn). Pela PCA podemos perceber
que as amostras das estacdes secas ficam mais agrupadas, o que revela menor diversidade de metabdlitos.

Pela PCA pode-se perceber que as amostras das estacbes mais secas (inverno e
primavera) ficam mais agrupadas, o que revela menor diversidade de metabolitos. Além disso,
pode-se notar também que quase ocorre uma separacdo entre as amostras do inverno e
primavera, ao passo que aquelas provenientes do verdo e outono sdo mais homogéneas, com
alteragdes maiores, porém aleatdrias em seu metabolismo. Dando continuidade a investigagdo
de tais dados, foi realizada uma OPLS-DA. Com uma certa surpresa, ao observar o grafico das
amostras do OPLS-DA (Figura 30), observa-se que houve maior agrupamento entre as amostras
provenientes das coletas realizadas no verdo e outono, e uma clara separacdo entre aquelas
realizadas na primavera e inverno. Isso revela que os agrupamentos observados na analise da
PCA (Figura 29) ndo estdo totalmente correlacionados com as estacbes. Do ponto de vista
estacional, ndo houve diferenca entre coletas realizadas no verdo ou outono e 0 agrupamento
das coletas do inverno e primavera se deve mais a pouca variabilidade quimica, do que a fatores
climéticos. Contudo, mesmo com pouca variabilidade quimica, o0 OPLS-DA apontou clara
diferenca entre as duas estacdes (Figura 30). Tais constatacdes levou-nos a considerar para a

préxima OPLS-DA as coletas de outono e verdo como sendo uma classe Unica (Figura 31).
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Figura 30 - OPLS-DA (3 + 10) (R? = 0,95 e Q? = 0,69) mostrando clara disting&o entre amostras coletadas no inverno
(winter) e primavera (spring) em relacéo as coletas do ver&@o (summer) e outono (antumn). Entretanto, percebe-se que,
guando o metaboloma é analisado do ponto de vista estacional, hd pouca diferenga entre as coletas realizadas no verao
e outono, ao passo que as coletas realizadas na primavera e inverno se distinguiram entre si, formando outros dois
grupos distintos (eixo ortogonal). Valor-p = 2,06x10"*3 e RMSEcv < 0,27.
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Figura 31 - OPLS-DA (2 + 10) (R? = 0,94 e Q? = 0,78) com amostras coletadas no verdo (summer) e outono (antumn)
consideradas um Unico grupo indistinto. Percebe-se a distin¢do deste grupo das coeltas realizadas no inverno (winter) e
primavera (spring). Por meio deste grafico de OPLS-DA foi gerado uma lista de variaveis discriminantes (picos, que
podem ser metabdltios) de cada classe. Valor-p = 4,45x102% e RMSEcv < 0,22.

Este Gltimo modelo gerado permitiu clara separacéo entre as classes (R = 0,94), com
alto valor de validagdo cruzada (Q? = 0,78) e baixo valor de RMSEcv e valor-p, 0 que sugere
que o agrupamento observado ndo se deve ao acaso e possui significancia estatistica. Deste
modo, foi possivel gerar uma lista de variaveis discriminantes e correlacionadas com as coletas
realizadas em cada estacdo (Tabela 19). Assim, observa-se na tabela 19 que quase todos 0s
metabdlitos identificados como discriminantes de folhas coletadas no inverno séo da classe dos
sesquiterpenos e derivados do &cido trans-cinamico, com excec¢do do aldeido protocatecuico,
um derivado do acido quinico. Alguns dos metabdlitos aqui identificados tém bons niveis de
identificacdo metabolémico (SUMNER et al., 2007; SALEK et al., 2013), tendo sido
encontrado ndo somente sua [M+H]+ ou [M-H]- nos bancos de dados, mas também o tempo de
retencdo, tais como os acidos 3-O-cafeoil-2-(2-butil)-2-hidroxibutanodioico o0 e o 1,5-O-
dicafeoilquinico (e estereoisdmeros). Entretanto, ndo foi possivel identificar qualquer pico para
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as folhas coletadas no inverno (varidveis discriminantes nao mostradas), e apenas foi
identificada uma substancia, da classe das LST do tipo ambrosanolido, para uma Unica variavel
discriminante das amostras provenientes de coletas realizadas no verdo e outono (variaveis
discriminantes ndo mostradas). Ainda assim, pode-se considerar que a correlacdo das variaveis
desreplicadas como derivados do acidos trans-cindmicos, em especial os acidos clorogénicos,
e quinico com a estacao de inverno se corrobora com informacges da literatura, onde trabalhos
demonstram concentrac@es aumentadas de acido cafeico e clorogénico em plantas de Nicotiana
tabacum e Mahonia repens cultivadas sob baixas temperaturas (GOBBO-NETO e LOPES,
2007). O acido cafeico foi também encontrado em concentragdes maiores em amostras de
Baccharis dentata coletadas no inverno, quando comparadas com outras estagdes (SARTOR et
al., 2013). Tais resultados podem sugerir marcadores quimicos ambientais de Asteraceae,
possivelmente relacionados com o estresse hidrico ocasionado em periodos de inverno (ou pés-
inverno). Deste modo, para resultados mais robustos em quimiotaxonomia, as datas das coletas

deveriam ser padronizadas e realizadas preferencialmente foram de tais periodos.
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Tabela 19 — Identificacao das variaveis discriminantes de cada estacgdo de coleta. O sobrescrito “std” se refere a “standard” (substéncias do banco de padrdes do AsterBioChem,
previamente isolados ou comprados), os quais foram injetados no mesmo método cromatogréfico a fim de se obter valores de tempo de retencéo e perfil de fragmentacdo. Deste
modo, as desreplica¢des que apontam para substancias pertencentes ao banco de padrdes sdo mais confidveis, uma vez que ndo somente houve correlagdo com os valores de m/z,
mas também com o tempo de retencdo (RT). Var ID = namero de identificagdo e respectivo modo de ionizagcdo em que se detectou o pico (pos = positivo; neg = negativo). As
estruturas podem ser visualizadas em http://zinc15.docking.org/catalogs/asternp/substances/, em “Lookup”, ou em http://143.107.203.160:8080/, em “Compound Search”,
inserindo-se seu nome usual ou cédigo InChlKey. N.i. = pico ndo identificado.

Var ID RT m/z Identificagdo Inverno (nome usual ou cédigo InChiKey) Classe

278 pos | 21,29 | 203,181 | (1R,4S)-1,6-dimethyl-4-(propan-2-yl)-1,2,3,4-tetrahydronaphthalene | Sesquiterpeno
(1S,4S)-1,6-dimethyl-4-(propan-2-yl)-1,2,3,4-tetrahydronaphthalene | Sesquiterpeno
curcumene Sesquiterpeno

288 pos | 23,32 | 203,180 | (1R,4S)-1,6-dimethyl-4-(propan-2-yl)-1,2,3,4-tetrahydronaphthalene | Sesquiterpeno
(1S,4S)-1,6-dimethyl-4-(propan-2-yl)-1,2,3,4-tetrahydronaphthalene | Sesquiterpeno
curcumene Sesquiterpeno

269 neg 8,65 190,928 | n.i.

203 pos | 13,00 | 247,098 | 6-hydroxy-7-[(3-methylbut-2-en-1-yl)oxy]chromen-2-one Derivado do acido cindmico

124 neg 4,92 177,019 |n.i.

5 pos 1,05 144,102 | n.i.




90 neg 4,00 137,024 | protocatechuic aldehyde Derivado do ac. quinico
308 neg | 10,04 | 195,030 |n.i.

65 neg 2,49 335,892 | n.i.

148 pos 8,28 163,039 | 4-hydroxycoumarin; umbelliferone Derivado do &cido cindmico
252 neg 8,15 351,073 | 3-O-caffeoyl-2-(2-propyl)-2-hydroxybutanedioic acid™ Derivado do acido cindmico
63 pos 4,47 163,040 | 4-hydroxycoumarin; umbelliferone Derivado do acido cindmico
297 neg 9,55 365,089 | 3-O-caffeoyl-2-(2-butyl)-2-hydroxybutanedioic acid™ Derivado do acido cindmico
140 pos 8,15 517,137 | 4,5-di-O-E-caffeoylquinic acid®; 3,4-di-O-E-caffeoylquinic acid; | Derivado do 4cido cinamico

1,5-O-dicaffeoylquinic acid®®; 3,5-O-dicaffeoylquinic acid™;

Derivado do acido cinamico

4,5-O-dicaffeoylquinic acid®™

Derivado do 4cido cinamico
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Por fim, para o monitoramento da concentracdo de metabodlitos conhecidos e
majoritarios nos cultivares, foi construida uma curva de calibragdo com 10 substancias quimicas
de diferentes classes, nas concentracfes de 60, 30, 15, 7,5, 3,75, 1,875, 0,937 pg/ml. As
substancias escolhidas foram: (B) budleina A, (P) partenolideo, (G) 2-ona-8B-metacriloiloxi-
guaia-3,10(14),11(13)-trien-6a,12-olideo (guaianolido), (E) 15-hidroxieremantolido, (K)
canferol, (R) rutina, (A) apigenina, (C) catequina, (Q) acido 5-O-E-cafeoilquinico e (H) 7-
hidroxicumarina. Em parénteses, os respectivos codigos de cada substancia. A curva de
calibracdo de tais substancias, primeiramente, revela que a intensidade do pico observado no
cromatograma de ions totais (TI1C) se correlaciona ndo somente com a substancia, mas também
com a concentracdo da substancia (Figura 32 e Quadro 1). A substancia catequina ndo ioniza
no modo positivo e, portanto, ndo foi analisada. Isso revela que toda a abordagem metabol6mica
utilizada em todas as analises desta tese que correlaciona concentracdo de pico com atividade
bioldgica é valida. Além disso, podemos observar boa resolucdo cromatografica até mesmo

para substancias que eluem em tempos de retencao proximos (Figura 32).
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Figura 32 - TIC dos padrdes para curva de calibragdo. Em descaque 0 zoom do cromatograma dos picos que eluem em
de 10 min. a 13 min., aproximadamente. A ordem em que as substancias aparecem é: Q = 4,87 min., H=6,91 min, R =
7,09 min., B =11,12 min., A = 11,86 min, K = 12,5 min., E = 12,83 min., P = 14,17 min., G = 15,00 min. Para consultar
os cadigos, checar material e métodos deste capitulo. Podemos notar pelo zoom em destaque que a intensidade do pico
sofreu proporcionalmente em relacdo a concentracdo de substancias. A substancia catequina nao ionizou no modo
positivo.



[M+H]* 355.102 | 163.039 | 611.160 | 375.144 | 271.060 | 287.055 | 379.174 | 231.138 | 329.138
RT 4.87 6.91 7.09 11.12 11.86 12.15 12.83 14.17 15.00
Diluigdo |Diluigdo {ug/ml) Q H R B A K E p G
1 60.0 1.40E+08| 5.10E+08| 1.40E+08| 4.90E+08| 1.20E+09| 3.40E+0E| 5.80E+08| 1.90E+08| 1.00E+09
2 30.0 6.20E+07| 5.00E+08| 8.80E+07| 2.40E+08| 8.40E+08| 1.90E+08| 3.30E+08| 9.B0E+07| 5.70E+08
3 15 4,70e+07| 2.80E+08| 5.20E+07| L.40E+08| 6.10E+08| 1.20E+08| 1.90E+08| 5.00E+07| 3.50EHDE
4 7.5 3.50E+07| 1.70E+08| 2.90E+07| B.JOE+07| 4.50E+08| 7.20E+07| 1.10E+08| 3.10E+07| 2.10E+08
5 3.75 3.00E+07| S.60E+07| 2.00E+07| 4.40E+07| 3.40E+08| 4.40E+07| 5.60E+07| 2.00E+07| 1.10E+08
6 1.875 0.00E+00| 5.50E+07| 0.00E+00| 2.50E+07| 2.70E+08| 2.80E+07| 3.10E+07| 0.00E+00| 6.50EHD7
7 0.9375 0.00E+00| 3.20E+07| 0.00E+00| 0.00E+00| 2.10E+08| 0.00E+00| 0.00E+00| 0.00E+00| 4.00E+07
Codigo subst. Q H R B A K E P G
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Quadro 1 — Area da curva de cada substancia, seus respectivos tempos de retencéo e [M+H]+ em relagio a diluicio
seriada em pg/ml. Para consultar os codigos, checar material e métodos deste capitulo. Em destaque (retangulos
pintados diferente) o limite de deteccdo de cada substancia relacionado a concentragdo. Assim, pa maioria das
substancias ndo foi possivel sua deteccdo a uma concentracdo abaixo de 2 pg/ml.

Por meio dos dados de intensidade de pico da [M+H]+ das nove substancias (a

catequina ndo ionizou no modo positivo) para a curva de calibragdo e suas respectivas

concentracdes foi possivel notar que a resposta € linear, podendo-se gerar graficos e equacdes

para todas as substancias, as quais permitem estimar a concentracdo da substancia no extrato,

ou mesmo na folha (Figura 33).
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Figura 33 - Curva de calibracdo para 9 substancias com base nas suas concentragdes e intensidade de ionizagéo
registrada pela area do TIC.
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Por meio das equac¢Oes geradas para a curva de calibracdo das substancias e presentes
na Figura 33, a concentracdo de algumas substancias puderam ser estimadas com base na
inspecdo da matriz de dados provenientes do processamento no MZmine, comparando-se a
concentracdo de algumas substancias nas diferentes estacGes de coleta (Quadro 2). Assim, pode-
se perceber que no inverno a flavona santina, a 7-hidroxicumarina (ou &cido p-cumarico) e o
acido 5-O-E-cafeoilquinico estariam mais acumulados do que as demais estacdes. Do mesmo
modo o verdo estaria acumulando a substancia 4-hidroxicumarina e a quercetina-3-O-
glucoronideo nas folhas de A. robusta, ao passo que no outono haveria acumulo de 3-O-cafeoil-
2-C-metil-D-eritrono-1,4-lactona. A literatura também nos informa que a quercetina foi
detectada em maiores concentragdes em no verdo, em amostras de B. dentata (SARTOR et al.,
2013), o que corrobora a constatacdo de acumulo de quercetina-3-O-glucoronideo nas folhas
coletadas no verdo em nosso estudo. Deste modo, a abordagem metabolémica aqui apresentada
pode indicar diversos metabdlitos correlacionados com fatores climaticos, como estagéo,
muitos dos quais validados por bons niveis de identificacdo (SUMNER et al., 2007; SALEK et

al., 2013), bem como por dados da literatura.
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4 gem de substanci tradas em A. robusta em tada estagio
RT 446 573 7.01 7.26 752 15.57
compound | 5-O-caffeoylquinic acid 4-hydroxy i 7-hydroxy in ou p-coumaric acid| 3-0-Caffeoyl-2-C-methyl-D-erythrono-1,4-lactone | Quercetin-3-0-glucoronide santin
[M+H]+ 355,105 163.041 163.039 325.095 301.037 345.097
Verdo 0% 5% 0% 13% 56i% 0%
Outonp 0% 31% 0% 87 % 0%
Inverno 100% % 100% 0% 0% 100%
Primavera 0% 1% 0% 0% 0% 0%

Concentragio em ug/ml por cultivar de A. robusta

RT 446 573 7.01 1.26 152 15.51
compound |  5-O-caffeoylquinic acid A-hydroxycoumarin 7-hydroxycoumarin ou p-coumaric acid| 3-0-Caffeoyl-2-C-methyl-D-erythrono-1,4-lactone | Quercetin-3-0-glucoronide santin
[M+H]+ 355.105 163.041 163.030 325.005 301.037 345.007
Verdo 7.50 151
Outono 217 1138 0.67
Inverno 192 0.17 2133
Primavera

Concentragio em mg por folha de A robusta, supondo rendimento de 20 mg (droga vegetal) =5 mg de rendimento. Supondo peso de 15 g/folha

RT 446 573 7.01 7.26 752 15.57
compound | 5-O-caffeoylquinicacid 4-hydroxycoumarin 7-hydroxycoumarin ou p-coumaric acid| 3-0-Caffeoyl-2-C-methyl-D-erythrono-1,4-lactone | Quercetin-3-0-glucoronide santin
[M+H]+ 355,105 163.041 163.039 325.095 301.037 345.097
Verdo 0.00 5.63 0.00 0.00 113 0.00
Outono 0.00 163 0.00 8.53 0.50 0.00
Inverno 14 0.00 0.13 0.00 0.00 16.15
Primavera 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

Quadro 2 — Concentragao estimada de substancias quimicas em A. robuta com base em curva de calibracéo.

5 - CONCLUSAO DO CAPITULO 4

Os resultados deste capitulo nos permite concluir que o fator ambiental que mais pode
causar equivocos na quimiotaxonomia é a sazonalidade, bem como o processamento do
material vegetal (congelado ou secado em estufa). Além disso, foi apontado alguns metabdlitos
que podem ser considerados como marcadores estacionais, ou provenientes de degradacao pelo
ndo congelamento das amostras. Estes ultimo resultados permite melhor controle de qualidade

de amostras vegetais e estudos quimiotaxonémicos.
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DISCUSSAO GERAL

Com base na abordagem metaboldmica, ndo foi possivel agrupar por PCA e HCAbp
as espécies de acordo com as respectivas classificacdes propostas por Bremer (BREMER, 1996)
e Panero (PANERO et al., 2014). Tais dados merecem ser melhor investigados a fim de se
corroborar se de fato os caracteres quimicos (ou a abordagem metabolémica) ndo poderiam ser
considerados como bons marcadores de Asteraceae ao nivel da classificacdo em tribos. Além
disso, deve-se levar em consideracdo que fatores ambientais podem influenciar o metabolismo
vegetal (GOBBO-NETO e LOPES, 2007) e, portanto, causar equivocos nas interpretacdes
guimiotaxondmicas, assunto analisado no capitulo 4 do presente trabalho. Por outro lado, por
meio da OPLS-DA foi possivel diferenciar tribos de Asteraceae com base na composicao
quimica das espécies. Essa diferenciacdo possibilitou apontar provaveis metabolitos
discriminantes das tribos Barnadesieae, Astereae, Millerieae, Vernonieae, Heliantheae e
Eupatorieae, os quais podem estar relacionados com as adaptaces de cada tribo em seus

respectivos habitats, ou com a diferenciacédo evolutiva entre elas.

As analises de inibicdo de LDH-5 com extratos foliares de espécies de Asteraceae
também apontaram que algumas espécies podem ser promissoras em fornecer metabdlitos
ativos contra tal alvo bioquimico. Assim, modelos com base em metabolémica e técnicas
quimiomeétricas, como OPLS-DA, e data mining, como a decision tree, possibilitaram néo
somente classificar extratos de Asteraceae que ainda ndo haviam sido analisados frente a LDH-
5, bem como apontar provaveis substancias quimicas altamente correlacionadas com os extratos
classificados como “ativos” nos ensaios. Tais substancias serdo isoladas futuramente e terdo
suas atividades confirmadas. Deste modo, a metaboldmica assistida por técnicas
guimiométricas e data mining possibilitam rapida classificacdo de amostras ainda ndo ensaiadas
e a identificacdo de metabdlitos que podem ser ativos e, portanto, serem submetidos a

fitoquimica direcionada, o que possibilita uma reducéo no tempo e custo das analises.

Os resultados de germinacdo (capitulo 3) evidenciaram que apenas as sementes de A.
trichophylla possuem atividade fotoblastica, enquanto A. robusta ndo possui, germinando
preferencialmente quando expostas a 12 h de luz. Além disso, a concentragdo e o tempo de
exposicdo de GAs influenciaram positivamente a germinacgdo de A. robusta, A. trichophylla e
T. diversifolia. Para A. trichophylla e A. robusta, a %G e o GSI foram maiores quando as
sementes foram expostas a 40 e 320 ppm de GAs, ambas por 24 h, respectivamente. A
germinagdo das sementes de T. diversifolia também foi maior em 320 ppm de GAs por 24 h.
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No entanto, T. diversifolia parece ser mais sensivel ao aquecimento em agua a 80 °C (51,2% de
germinacao) do que a exposicdo a GAs (36,7% de germinacdo). Tais resultados se corroboram
com a literatura (BOMBO et al., 2015; AGBOOLA et al., 2005) e permitem melhores
estratégias para aumentar a germinacao das sementes e 0s subsequentes cultivos. Quanto a
analise de adubacdo e sombreamento sobre o desenvolvimento de A. robusta, foi verificado
que, de maneira geral, a adubacdo e sombreamento foram capazes de gerar plantas com maior
namero de folhas, maior didmetro do ramo principal e maior area foliar. Por outro lado, a
adubacdo em canteiro sem sombrite foi capaz de produzir apenas maior nimero de folhas do
ramo principal. Foi observado também que a floracdo e a altura de A. robusta ocorreram
semelhantemente as plantas selvagens, mas mais lentamente do que quando comparado com a
literatura (RUGGIERO et al., 1997). De acordo com a literatura (RUGGIERO et al., 1997), a
baixa estatura da planta pode estar relacionado com o cultivo em vasos, e a floragdo precoce

com a presenca de adubacéo e sombreamento.

Por fim, a metabolémica aplicada ao estudo de influéncias ambientais, tais como ritmo
circadiano, estacdo do ano, luminosidade e solo, sobre cultivares de A. robusta, foi capaz de
agrupar os especimes com base nas coletas realizadas em diferentes estagdes. Isso sugere que
as datas das coletas devem ser padronizadas a fim de se evitar equivocos em estudos
quimiotaxondmicos. Por outro lado, ndo houve agrupamento com base no ritmo circadiano,
luminosidade e adubacéo do solo. De maneira geral, foi verificada tanto por PCA quanto por
OPLS-DA uma dispersdo aleatoria entre as amostras, 0 que sugere pouca influéncia de tais
fatores ambientais no metaboloma de A. robusta e, possivelmente, em estudos
quimiotaxondmicos. Por outro lado, a OPLS-DA foi capaz de apontar metabolitos
discriminantes das estacdes de inverno, primavera e outono conjuntamente com verao, 0s quais
podem ser considerados marcadores ambientais de Asteraceae. Tais resultados encontram
respaldo na literatura (SARTOR et al., 2013). Os resultados mostram que também foi possivel
separar coletas de folhas secadas a 40 °C das folhas congeladas e secadas em liofilizador,
apontando seus provaveis metabolitos discriminantes. Esses metabdlitos também sdo
confirmados pela literatura (MOREIRA et al., 2018). Esse resultado também sugere que se deve
padronizar a coletas em N2 liquido, especialmente quando se objetiva um maior controle de
qualidade em plantas, ou quando se analisa fatores ambientais nas plantas e sua

guimiotaxonomia.
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CONCLUSOES

O presente trabalho objetivou utilizar a metabolémica e técnicas quimiométricas para
auxiliar na compreensdo da quimiotaxonomia de Asteraceae, ao nivel da classificagdo de tribos,
realizar a triagem em extratos de metabolitos ativos na inibicdo de LDH-5, e analisar a
influéncia de determinados fatores ambientais no metaboloma de plantas. De maneira geral,
podemos concluir que as abordagens metaboldmicas apresentadas neste trabalho foram capazes
de:

a) apontar metabdlitos discriminantes de cada tribos, os quais podem ser considerados

marcadores quimiotaxondmicos (capitulo 1);

b) predizer a atividade de extratos de outras espécies de Asteraceae ainda ndo ensaiados,
bem como apontar provaveis substancias correlacionadas com extratos ativos (capitulo
2), 0 que possibilita menor tempo e custo de analise, assim como o isolamento

direcionado dos metabdlitos;

c) apontar marcadores quimicos reacionados com estacdes do ano, 0 que permite um
melhor controle de qualidade de amostras vegetais, bem como advertir para uma
padronizacdo das datas das coletas e secagem de folhas que antecedem os estudos

quimiotaxondmicos (capitulo 3).

Além disso, o presente trabalho também traz informacbes de condicOes ideais de
germinacao e influéncia da adubacdo e sombreamento sobre a morfologia de A. robusta (e A.
trichophylla e T. diversifolia, para o caso da germinacdo), o que permite um melhor
delineamento experimental que vise a obtencdo de uma maior quantidade de cultivares, bem

como de um maior nimero de folhas e maiores ramos por planta.
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Cédigo 1 Cddigo 2 Cddigo 1 Caédigo 2
mzXML mzXML Tribo Nome da espécie mzXML mzXML Tribo Nome da espécie
1 Achl Anthemideae | Achillea millefolium 125 Esp4l Millerieae | Espeletia semiglobulata
1,2 Achl.2 Anthemideae | Achillea millefolium 126 Gorl Vernonieae | Gorceixia decurrens
1,3 Achl.3 Anthemideae | Achillea millefolium 127 Hetl Vernonieae | Heterocoma ekmaniana
2 Acyl Gnaphalieae | Achyrocline satureioides 128 Lyc2 Vernonieae | Lychnophora ericoides
3 Acml Heliantheae | Acmella oleracea 129 Lyc5 Vernonieae | Lychnophora markgravii
4 Agel Eupatorieae | Ageratum conyzoides 130 Lyc7 Vernonieae | Lychnophora passerina
5 Ald3 Heliantheae | Aldama arenaria 131 Lycl0 Vernonieae | Lychnophora tomentosa
7 Ald9 Heliantheae | Aldama filifolia 132 Mik8 Eupatorieae | Mikania aff. burchelli
8 Ald8 Heliantheae | Aldama gardneri 133 Mik12 Eupatorieae | Mikania angularis
9 Aldl Heliantheae | Aldama robusta 134 Mik13 Eupatorieae | Mikania glomerata
10 Antl Vernonieae | Anteremanthus hatschbachii 135 Mik14 Eupatorieae | Mikania hirsutissima
11 Arnl Heliantheae | Arnica montana 136 Mik15 Eupatorieae | Mikania laevigata
12 Artl Anthemideae | Artemisia absinthium 137 Mik6 Eupatorieae | Mikania psilostachya
13 Art2 Anthemideae | Artemisia annua 138 Mik3 Eupatorieae | Mikania sp
14 Bac8 Astereae Baccharis albilanosa 139 Mik4 Eupatorieae | Mikania thapsoides
14,2 Bac8.2 Astereae Baccharis albilanosa 140 Mik1 Eupatorieae | Mikania triangularis
14,3 Bac8.3 Astereae Baccharis albilanosa 141 Minl Vernonieae | Minasia scapigera
15 Bac29 Astereae Baccharis glaziovii 142 Par2 Vernonieae | Paralychnophora bicolor
16 Bac48 Astereae Baccharis organensis 142,2 Par.2 Vernonieae | Paralychnophora bicolor
17 Bidl Coreopsideae | Bidens pilosa 142,3 Par.3 Vernonieae | Paralychnophora bicolor
18 Blal Vernonieae | Blanchetia heterotricha 143 Pip2 Vernonieae | Piptolepis schultziana
19 Call Neurolaeneae | Calea cuneifolia 144 Prel Vernonieae | Prestelia eriopus
20 Chr3c Vernonieae | Chresta exsucca 145 Prol Vernonieae | Proteopsis argentea
21 Chrba Vernonieae | Chresta hatschbachii 146 Pro2 Vernonieae | Proteopsis hermogenesii
22 Chréc Vernonieae | Chresta martii 147 Ver4 Vernonieae | Solidago chilensis
23 Chrl3a Vernonieae | Chresta plantaginifolia 148 Titl Heliantheae | Tithonia diversifolia
23,2 Chrl3a.2 Vernonieae | Chresta plantaginifolia 149 Verl2 Vernonieae | Vernonanthura brasiliana
24 Chr7b Vernonieae | Chresta pycnocephala 150 Verl Vernonieae | Vernonia platensis
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25 Chol Vernonieae | Chronopappus bifrons 151 Bac2 Astereae Baccharis aff altimontana
26 Chu2 Barnadesieae | Chuquiraga spinosa Less. 152 Bac3 Astereae Baccharis aff boliviensis
27 Cicl Cichorieae Cichorium intybus L. 153 Bac4 Astereae Baccharis aff curitybensis
28 Cynl Cynareae Cynara scolymus L. 154 Bac5 Astereae Baccharis aff leucopappa
29 Dasl Barnadesieae | Dasyphyllum brasiliensis 155 Bac6 Astereae Baccharis aff malmei
30 Echl Heliantheae | Echinacea purpurea 156 Bac7 Astereae Baccharis aff sessilifolia
31 Emil Senecioneae | Emilia sonchifolia 157 Bacl12 Astereae Baccharis arguta
32 Erel Vernonieae | Eremanthus argenteus 158 Bacl4 Astereae Baccharis bifronsa
33 Ere4 Vernonieae | Eremanthus capitatus 159 Bac18 Astereae Baccharis calliprinos
34 Ere7 Vernonieae | Eremanthus goyazensis 159,2 Bac18.2 Astereae Baccharis calliprinos
35 Erel0 Vernonieae | Eremanthus polycephalus 159,3 Bac18.3 Astereae Baccharis calliprinos
36 Het2 Vernonieae | Heterocoma gracilis 160 Bac20 Astereae Baccharis chionolaenoides
37 Lacl Cichorieae Lactuca sativa 161 Bac23 Astereae Baccharis debilis
38 Lyc6 Vernonieae | Lychnophora mellobarretoi 162 Bac26 Astereae Baccharis dubia
39 Lyc8 Vernonieae | Lychnophora salicifolia 163 Bac28 Astereae Baccharis genistelloides
40 Lyc9 Vernonieae | Lychnophora santosii 164 Bac30 Astereae Baccharis glomerulifolia
41 Matl Anthemideae | Matricaria chamomilla 165 Bac34 Astereae Baccharis inexpectata
42 Mik2 Eupatorieae | Mikania cordifolia 166 Bac36 Astereae Baccharis kurtziana
43 Mik10 Eupatorieae | Mikania sessilifolia 167 Bac37 Astereae Baccharis latifolia
44 Parl Vernonieae | Paralychnophora atkinsiae 168 Bac38 Astereae Baccharis linearifolia
45 Pipl Vernonieae | Piptolepis monticola 169 Bac39 Astereae Baccharis longipetiolata
46 Plul Inuleae Pluchea quitoc 170 Bac4l Astereae Baccharis macrophylla
47 Schl Barnadesieae | Schlechtendalia luzulaefolia 171 Bac42 Astereae Baccharis marchesii
47,2 Schl.2 Barnadesieae | Schlechtendalia luzulaefolia 172 Bac43 Astereae Baccharis molina
48 Smal Vernonieae | Smallanthus sonchifolius 173 Bac44 Astereae Baccharis multifolia
49 Soa Vernonieae | Soaresia velutina 174 Bac45 Astereae Baccharis napaea
50 Soll Astereae Solidago microglossa 175 Bac46 Astereae Baccharis neglecta
51 Sonl Cichorieae Sonchus oleraceus 176 Bac50 Astereae Baccharis papillosa chaparensisv
52 Sphl Heliantheae | Sphagneticola trilobata 177 Bac52 Astereae Baccharis pentlandii
53 Stel Eupatorieae | Stevia rebaudiana 178 Bac62 Astereae Baccharis papillosa ssp integrifolia
54 Tanl Anthemideae | Tanacetum parthenium 178,2 Bac62.2 Astereae Baccharis papillosa ssp integrifolia
55 Tarl Cichorieae Taraxacum officinale 178,3 Bac62.3 Astereae Baccharis papillosa ssp integrifolia
56 Tril Millerieae Tridax procumbens 179 Bac56 Astereae Baccharis polycephala
57 Ver8 Vernonieae | Vernonanthura beyrichii 180 Bac58 Astereae Baccharis reticularia
58 Ver9 Vernonieae | Vernonia condensata 181 Bac59 Astereae Baccharis retusa
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59 Ver2 Vernonieae | Vernonia polyanthes 182 Bac61 Astereae Baccharis salicifolia
60,2 Ald5 Heliantheae | Aldama bracteata 183 Bac53 Astereae Baccharis salicina
61,2 Ald7 Heliantheae | Aldama discolor 184 Bac63 Astereae Baccharis saliens
62,2 Arcl Cynareae Arctium lappa 185 Bac64 Astereae Baccharis sarothroides

63 Bac9 Astereae Baccharis alpina 186 Bac66 Astereae Baccharis singularis

64 Bacl0 Astereae Baccharis angustifolia 187 Bac68 Astereae Baccharis subalata
64,2 Bac10.2 Astereae Baccharis angustifolia 188 Bac69 Astereae Baccharis tarchonanthoides
64,3 Bac10.3 Astereae Baccharis angustifolia 189 Bac71 Astereae Baccharis tola frimbriata
64,4 Bac10.4 Astereae Baccharis angustifolia 190 Bac73 Astereae Baccharis trineura

65 Bacll Astereae Baccharis aphylla 191 Bac76 Astereae Baccharis vargasii

66 Bacl3 Astereae Baccharis bicolor 192 Cael Calenduleae | Calendula officinalis

67 Bac15 Astereae Baccharis boliviensis 194 Esp2 Millerieae | Espeletia arbelaezii

68 Bacl6 Astereae Baccharis buchtienii 195 Espl Millerieae | Espeletia annemariana

69 Bacl7 Astereae Baccharis caespitosa 196 Esp3 Millerieae | Espeletia ariana

70 Bacl9 Astereae Baccharis cenicienta 197 Esp4 Millerieae | Espeletia aristeguietana
70,2 Bac19.2 Astereae Baccharis cenicienta 198 Esp6 Millerieae | Espeletia brachyaxiantha

71 Bac21 Astereae Baccharis ciliata 199 Esp7 Millerieae | Espeletia brassicoidea

72 Bac22 Astereae Baccharis crispa 200 Esp9 Millerieae | Espeletia cleefii

73 Bac24 Astereae Baccharis densiflora 200,2 Esp9.2 Millerieae | Espeletia cleefii
73,2 Bac24.2 Astereae Baccharis densiflora 200,3 Esp9.3 Millerieae | Espeletia cleefii
73,3 Bac24.3 Astereae Baccharis densiflora 201 Espl0 Millerieae | Espeletia congestiflora

74 Bac25 Astereae Baccharis dracunculifolia 201,2 Esp10.2 Millerieae | Espeletia congestiflora
75,2 Bac27 Astereae Baccharis floripa 201,3 Esp10.3 Millerieae | Espeletia congestiflora
76,2 Bac31 Astereae Baccharis grisebachii 202 Espll Millerieae | Espeletia congestiflora

77 Bac32 Astereae Baccharis halimifolia 203 Espl3 Millerieae | Espeletia delicatissima
78,2 Bac33 Astereae Baccharis incarum 204 Espl4 Millerieae | Espeletia episcopalis

79 Bac35 Astereae Baccharis jelskii 205 Espl8 Millerieae | Espeletia grandiflora
80,2 Bac40 Astereae Baccharis lychnophora 206 Espl9 Millerieae | Espeletia incana

81 Bac47 Astereae Baccharis nitida 207 Esp20 Millerieae | Espeletia jajoensis

82 Bac49 Astereae Baccharis papillosa 208 Esp21 Millerieae | Espeletia jaramilloi x E. boyacensis
83,3 Bac51 Astereae Baccharis papillosa 209 Esp22 Millerieae | Espeletia jaramilloi

84 Bac54 Astereae Baccharis pilularis 210 Esp23 Millerieae | Espeletia Killipii

85 Bac55 Astereae Baccharis plummerae 211 Esp24 Millerieae | Espeletia litocrassa

86 Bacb7 Astereae Baccharis quitensis 212 Esp25 Millerieae | Espeletia lopezii

87 Bac60 Astereae Baccharis rodriguezii 213 Esp27 Millerieae | Espeletia murilloi
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88 Bac65 Astereae Baccharis sergiloides 214 Esp29 Millerieae | Espeletia nana
89 Bac67 Astereae Baccharis stylosa 215 Esp30 Millerieae | Espeletia nemekenei
90 Bac70 Astereae Baccharis tola 216 Esp31 Millerieae | Espeletia paipana x E. murilloi
91 Bacl Astereae Baccharis trimera 217 Esp32 Millerieae | Espeletia paipana
91,2 Bacl.2 Astereae Baccharis trimera 218 Esp33 Millerieae | Espeletia pescana
91,3 Bacl.3 Astereae Baccharis trimera 218,2 Esp33.2 Millerieae | Espeletia pescana
91,4 Bacl.4 Astereae Baccharis trimera 218,3 Esp33.3 Millerieae | Espeletia pescana
92 Bac72 Astereae Baccharis trinervis 219 Esp34 Millerieae | Espeletia pisbana
93 Bac74 Astereae Baccharis umbellata 220 Esp35 Millerieae | Espeletia pleiochasia
93,2 Bac74.2 Astereae Baccharis umbellata 221 Esp36 Millerieae | Espeletia rositae
94 Bac75 Astereae Baccharis urvilleana 222 Esp37 Millerieae | Espeletia saboyensis
95 Bac77 Astereae Baccharis wrightii 223 Esp38 Millerieae | Espeletia schultesiana
96 Chrla Vernonieae | Chresta angustifolia 224 Esp39 Millerieae | Espeletia schultzii x E. jajoensis
97 Chr2a Vernonieae | Chresta curumbensis 225 Esp42 Millerieae | Espeletia standleyana
97,2 Chr2a.2 Vernonieae | Chresta curumbensis 226 Esp43 Millerieae | Espeletia steyermarkii
97,3 Chr2a.3 Vernonieae | Chresta curumbensis 227 Esp44 Millerieae | Espeletia summapacis
98,2 Chrda Vernonieae | Chresta harleyi 228 Esp45 Millerieae | Espeletia tenorae x E. schultzii
99 Chrl4a Vernonieae | Chresta phylicifolia 229 Esp46 Millerieae | Espeletia uribei
100 Chrl2a Vernonieae | Chresta scapigera 230 Gyml Vernonieae | Gymnanthemum amygdalinum
101 Chr8a Vernonieae | Chresta scapigera x C. pycnocephala 230,2 Gyml.2 Vernonieae | Gymnanthemum amygdalinum
102 Chr9a Vernonieae | Chresta souzae 230,3 Gym1.3 Vernonieae | Gymnanthemum amygdalinum
103 Chr10a Vernonieae | Chresta speciosa 231 Lycl Vernonieae | Lychnophora crispa
104 Chrlla Vernonieae | Chresta sphaerocephala 232 Lyc4 Vernonieae | Lychnophora gardneri
105 Das2 Barnadesieae | Dasyphyllum spinensis 234 Lycl2 Vernonieae | Lychnophora triflora
106 Dasb Barnadesieae | Dasyphyllum tomentosum 235 Lyc13 Vernonieae | Lychnophora grannogolensis
107 Das4 Barnadesieae | Dasyphyllum varians 236 Lycl4 Vernonieae | Lychnophorella leucodrendon
108 Ere2 Vernonieae Eremanthus auriculatus 237,2 Mik5 Eupatorieae | Mikania firmula
109 Ere3 Vernonieae Eremanthus brevifolius 237,3 Mik5.2 Eupatorieae | Mikania firmula
110 Ere5 Vernonieae Eremanthus elaesagnus 237,4 Mik5.3 Eupatorieae | Mikania firmula
111 Ere6 Vernonieae | Eremanthus erythropappus 2375 Mik5.4 Eupatorieae | Mikania firmula
112 Ere8 Vernonieae | Eremanthus incanus 238 Mik7 Eupatorieae | Mikania guaco
113 Ere9 Vernonieae | Eremanthus pabstii 239 Mik9 Eupatorieae | Mikania cuzcoensis
114 Erell Vernonieae | Eremanthus uniflorus 240 Mik11 Eupatorieae | Mikania fulva
Vernonia 1 - 168 -
115 Erel2 Vernonieae | Eremanthus veadeiroensis 241 Ver3 Vernonieae | Solidago chilensis
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116 Esp5 Millerieae Espeletia barclayana 242 Verb Vernonieae | Vernonia 3 - 170
117 Esp8 Millerieae Espeletia cayetana 243 Ver6 Vernonieae | Vernonia4 - 171
Vernonia 5 - 172 -
118 Esp12 Millerieae Espeletia curialensis 244 Ver7 Vernonieae | Solidago chilensis
119 Espl5 Millerieae Espeletia estanislana 245 Verl0 Vernonieae | Vernonia Coleta 2 ponto 1 - 162
120 Espl6 Millerieae Espeletia frontinoensis 246 Verll Vernonieae | Vernonia Coleta 2 ponto 2 - 163
121 Espl7 Millerieae Espeletia garciae 246,2 Verll.2 Vernonieae | Vernonia Coleta 2 ponto 2 - 163
122 Esp26 Millerieae Espeletia monguana 246,3 Verll.3 Vernonieae | Vernonia Coleta 2 ponto 2 - 163
123 Esp28 Millerieae Espeletia murilloi 247 Verl3 Vernonieae | Vernonia Coleta 2 ponto 4.1 - 165
124 Esp40 Millerieae Espeletia schultzii 248 Verl4 Vernonieae | Vernonia Coleta 2 ponto 4.2 - 166
124,2 Esp40.2 Millerieae Espeletia schultzii 3AC Ald10 Heliantheae | A. nudibasilaris
124,3 Esp40.3 Millerieae Espeletia schultzii 7AC Ald11 Heliantheae | A. trichophylla
124,4 Esp40.4 Millerieae Espeletia schultzii 8AC Ald12 Heliantheae | A. grandiflora
124,5 Esp40.5 Millerieae Espeletia schultzii 9AC Ald13 Heliantheae | A. pilosa
124,6 Esp40.6 Millerieae Espeletia schultzii 10AC Helth Heliantheae | Helianthus annus
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Apéndice B - Cultivo de cédigo do cultivo de A. robusta e A. trichophylla (Asteraceae), e suas respectivas espécies coletadas em seus habitats naturais (“selvagem”). Na tabela
constam outras espécies do género Aldama La Llave, bem como T. diversifolia e H. annuus (Asteraceae). Season = estacdo da coleta; Drying = secagem da planta coletada; Circadian
= horario da coleta; Soil and Luminosity = condig¢des do cultivo (com/sem sombrite e com/sem adubag&o); Specie = nome da espécie no estudo. Flowering period = periodo de
florada; Air Oven = secagem em estufa de ar-cirulante (40 °C); Nitrogen = secagem em N2 liquido (congelamento seguido por liofilizac&o); hours = hora da coleta; with/without =
com/sem; shad = sombra (cultivo sob sombrite); fert = fertilizante (cultivo com adubag&o). Summer = verdo; Antumn = outono; Spring = primavera; Winter = inverno. Pool =
Mistura de drogas vegetais para controle de qualidade em metabolémica. Pool 1 = Achillea millefolium, A. robusta, A. nudibasilaris, T. diversifolia, Mikania laevigata, Smallanthus
sonchifolius, Calea sp, Chiquiraga spinosa. Pool 2 = A. trichophylla, A. grandiflora, A. pilosa, H. annus, Solidago microglosa, Calea sp, Chiquiraga spinosa.

::%digo Season Drying Circadian Soil and Luminosity Specie
1 Flowering period | Air Oven Aldama robsuta selvagem
2 Flowering period | Air Oven Aldama trichophylla selvagem
3 Summer Nitrogen 7 hours with shad and without fert A. robusta 7 h, ¢/ sombra, s/ adubo
4 Summer Nitrogen 11 hours with shad and without fert A. robusta 11 h, ¢/ sombra, s/ adubo
5 Summer Air Oven 11 hours with shad and without fert A. robusta 11 h, ¢/ sombra, s/ adubo (seca)
6 Summer Nitrogen 15 hours with shad and without fert A. robusta 15 h, ¢/ sombra, s/ adubo
7 Summer Nitrogen 20 hours with shad and without fert A. robusta 20 h, ¢/ sombra, s/ adubo
8 Summer Nitrogen 20 hours with shad and without fert A. robusta 24 h, ¢/ sombra, s/ adubo
9 Summer Nitrogen 7 hours with shad and with fert A. robusta 7 h, ¢/ sombra, ¢/ adubo
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10 Summer Nitrogen 11 hours with shad and with fert . robusta 11 h, ¢/ sombra, ¢/ adubo

11 Summer Air Oven 11 hours with shad and with fert . robusta 11 h, ¢/ sombra, ¢/ adubo (seca)
12 Summer Nitrogen 15 hours with shad and with fert . robusta 15 h, ¢/ sombra, ¢/ adubo

13 Summer Nitrogen 20 hours with shad and with fert . robusta 20 h, ¢/ sombra, ¢/ adubo

14 Summer Nitrogen 24 hours with shad and with fert . robusta 24 h, ¢/ sombra, ¢/ adubo

15 Summer Nitrogen 7 hours without shad and without fert . robusta 7 h, s/ sombra, s/ adubo

16 Summer Nitrogen 11 hours without shad and without fert . robusta 11 h, s/ sombra, s/ adubo

17 Summer Nitrogen 11 hours without shad and without fert . robusta 11 h, s/ sombra, s/ adubo (seca)
18 Summer Nitrogen 15 hours without shad and without fert . robusta 15 h, s/ sombra, s/ adubo

19 Summer Nitrogen 20 hours without shad and without fert . robusta 20 h, s/ sombra, s/ adubo

20 Summer Nitrogen 24 hours without shad and without fert . robusta 24 h, s/ sombra, s/ adubo

21 Summer Nitrogen 7 hours without shad and with fert . robusta 7 h, s/ sombra, ¢/ adubo

22 Summer Nitrogen 11 hours without shad and with fert . robusta 11 h, s/ sombra, ¢/ adubo
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23 Summer Air Oven 11 hours without shad and with fert . robusta 11 h, s/ sombra, ¢/ adubo (seca)
24 Summer Nitrogen 15 hours without shad and with fert . robusta 15 h, s/ sombra, ¢/ adubo
25 Summer Nitrogen 20 hours without shad and with fert . robusta 20 h, s/ sombra, ¢/ adubo
26 Summer Nitrogen 24 hours without shad and with fert . robusta 24 h, s/ sombra, ¢/ adubo
27 Autumn Nitrogen 7 hours with shad and without fert . robusta 7 h, ¢/ sombra, s/ adubo
28 Autumn Nitrogen 7 hours with shad and with fert . robusta 7 h, ¢/ sombra, ¢/ adubo
29 Autumn Nitrogen 7 hours without shad and without fert . robusta 7 h, s/ sombra, s/ adubo
30 Autumn Nitrogen 7 hours without shad and with fert . robusta 7 h, s/ sombra, ¢/ adubo
31 Autumn Nitrogen 7 hours without shad and without fert . trichophylla 7 h s/ adubo

32 Autumn Nitrogen 7 hours without shad and with fert . trichophylla 7 h ¢/ adubo

33 Autumn Nitrogen 11 hours with shad and without fert . robusta 11 h, ¢/ sombra, s/ adubo
34 Autumn Nitrogen 11 hours with shad and with fert . robusta 11 h, ¢/ sombra, ¢/ adubo
35 Autumn Nitrogen 11 hours without shad and without fert . robusta 11 h, s/ sombra, s/ adubo




36 Autumn Nitrogen 11 hours without shad and with fert . robusta 11 h, s/ sombra, c/ adubo
37 Autumn Nitrogen 11 hours without shad and without fert . trichophylla 11 h s/ adubo
38 Autumn Nitrogen 11 hours without shad and with fert . trichophylla 11 h ¢/ adubo
39 Autumn Nitrogen 15 hours with shad and without fert . robusta 15 h, ¢/ sombra, s/ adubo
40 Autumn Nitrogen 15 hours with shad and with fert . robusta 15 h, ¢/ sombra, ¢/ adubo
41 Autumn Nitrogen 15 hours without shad and without fert . robusta 15 h, s/ sombra, s/ adubo
42 Autumn Nitrogen 15 hours without shad and with fert . robusta 15 h, s/ sombra, ¢/ adubo
43 Autumn Nitrogen 15 hours without shad and without fert . trichophylla 15 h s/ adubo
44 Autumn Nitrogen 15 hours without shad and with fert . trichophylla 15 h ¢/ adubo
45 Autumn Nitrogen 20 hours with shad and without fert . robusta 20 h, ¢/ sombra, s/ adubo
46 Autumn Nitrogen 20 hours with shad and with fert . robusta 20 h, ¢/ sombra, ¢/ adubo
47 Autumn Nitrogen 20 hours without shad and without fert . robusta 20 h, s/ sombra, s/ adubo
48 Autumn Nitrogen 20 hours without shad and with fert . robusta 20 h, s/ sombra, ¢/ adubo
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49 Autumn Nitrogen 20 hours without shad and without fert . trichophylla 20 h s/ adubo

50 Autumn Nitrogen 20 hours without shad and with fert . trichophylla 20 h ¢/ adubo

51 Autumn Nitrogen 24 hours with shad and without fert . robusta 24 h, ¢/ sombra, s/ adubo
52 Autumn Nitrogen 24 hours with shad and with fert . robusta 24 h, ¢/ sombra, ¢/ adubo
53 Autumn Nitrogen 24 hours without shad and without fert . robusta 24 h, s/ sombra, s/ adubo
54 Autumn Nitrogen 24 hours without shad and with fert . robusta 24 h, s/ sombra, ¢/ adubo
55 Autumn Nitrogen 24 hours without shad and without fert . trichophylla 24 h s/ adubo

56 Autumn Nitrogen 24 hours without shad and with fert . trichophylla 24 h ¢/ adubo

57 Winter Nitrogen 7 hours with shad and without fert . robusta 7 h, ¢/ sombra, s/ adubo
58 Winter Nitrogen 7 hours with shad and with fert . robusta 7 h, ¢/ sombra, ¢/ adubo
59 Winter Nitrogen 7 hours without shad and without fert . robusta 7 h, s/ sombra, s/ adubo
60 Winter Nitrogen 7 hours without shad and with fert . robusta 7 h, s/ sombra, ¢/ adubo
61 Winter Nitrogen 11 hours with shad and without fert . robusta 11 h, ¢/ sombra, s/ adubo
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62 Winter Nitrogen 11 hours with shad and with fert . robusta 11 h, ¢/ sombra, ¢/ adubo

63 Winter Nitrogen 11 hours without shad and without fert . robusta 11 h, s/ sombra, s/ adubo

64 Winter Nitrogen 11 hours without shad and with fert . robusta 11 h, s/ sombra, ¢/ adubo

65 Winter Air Oven 11 hours with shad and without fert . robusta 11 h, ¢/ sombra, s/ adubo (seca)
66 Winter Air Oven 11 hours with shad and with fert . robusta 11 h, ¢/ sombra, ¢/ adubo (seca)
67 Winter Air Oven 11 hours without shad and without fert . robusta 11 h, s/ sombra, s/ adubo (seca)
68 Winter Air Oven 11 hours without shad and with fert . robusta 11 h, s/ sombra, ¢/ adubo (seca)
69 Winter Nitrogen 11 hours without shad and without fert . trichophylla 11 h s/adubo

70 Winter Nitrogen 11 hours without shad and with fert . trichophylla 11h c/adubo

71 Winter Air Oven 11 hours without shad and without fert . trichophylla 11 h s/adubo (seca)

72 Winter Air Oven 11 hours without shad and with fert . trichophylla 11h c/adubo (seca)

73 Winter Nitrogen 15 hours with shad and without fert . robusta 15 h, ¢/ sombra, s/ adubo

74 Winter Nitrogen 15 hours with shad and with fert . robusta 15 h, ¢/ sombra, ¢/ adubo




75 Winter Nitrogen 15 hours without shad and without fert . robusta 15 h, s/ sombra, s/ adubo
76 Winter Nitrogen 15 hours without shad and with fert . robusta 15 h, s/ sombra, ¢/ adubo
77 Winter Nitrogen 20 hours with shad and without fert . robusta 20 h, ¢/ sombra, s/ adubo
78 Winter Nitrogen 20 hours with shad and with fert . robusta 20 h, ¢/ sombra, ¢/ adubo
79 Winter Nitrogen 20 hours without shad and without fert . robusta 20 h, s/ sombra, s/ adubo
80 Winter Nitrogen 20 hours without shad and with fert . robusta 20 h, s/ sombra, c/ adubo
81 Winter Nitrogen 24 hours with shad and without fert . robusta 24 h, ¢/ sombra, s/ adubo
82 Winter Nitrogen 24 hours with shad and with fert . robusta 24 h, ¢/ sombra, ¢/ adubo
83 Winter Nitrogen 24 hours without shad and without fert . robusta 24 h, s/ sombra, s/ adubo
84 Winter Nitrogen 24 hours without shad and with fert . robusta 24 h, s/ sombra, ¢/ adubo
85 Spring Nitrogen 7 hours with shad and without fert . robusta 7 h, ¢/ sombra, s/ adubo

86 Spring Nitrogen 7 hours with shad and with fert . robusta 7 h, ¢/ sombra, ¢/ adubo

87 Spring Nitrogen 7 hours without shad and without fert . robusta 7 h, s/ sombra, s/ adubo
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88 Spring Nitrogen 7 hours without shad and with fert . robusta 7 h, s/ sombra, ¢/ adubo

89 Spring Nitrogen 11 hours with shad and without fert . robusta 11 h, ¢/ sombra, s/ adubo

90 Spring Nitrogen 11 hours with shad and with fert . robusta 11 h, ¢/ sombra, ¢/ adubo

91 Spring Nitrogen 11 hours without shad and without fert . robusta 11 h, s/ sombra, s/ adubo

92 Spring Nitrogen 11 hours without shad and with fert . robusta 11 h, s/ sombra, ¢/ adubo

93 Spring Air Oven 11 hours with shad and without fert . robusta 11 h, ¢/ sombra, s/ adubo (seca)
94 Spring Air Oven 11 hours with shad and with fert . robusta 11 h, ¢/ sombra, ¢/ adubo (seca)
95 Spring Air Oven 11 hours without shad and without fert . robusta 11 h, s/ sombra, s/ adubo (seca)
96 Spring Air Oven 11 hours without shad and with fert . robusta 11 h, s/ sombra, ¢/ adubo (seca)
97 Spring Nitrogen 11 hours without shad and without fert . trichophylla 11 h s/adubo

98 Spring Nitrogen 11 hours without shad and with fert . trichophylla 11h c/adubo

99 Spring Air Oven 11 hours without shad and without fert . trichophylla 11 h s/adubo (seca)

100 Spring Air Oven 11 hours without shad and with fert . trichophylla 11h c/adubo (seca)




101 Spring Nitrogen 15 hours with shad and without fert A. robusta 15 h, ¢/ sombra, s/ adubo
102 Spring Nitrogen 15 hours with shad and with fert A. robusta 15 h, ¢/ sombra, ¢/ adubo
103 Spring Nitrogen 15 hours without shad and without fert A. robusta 15 h, s/ sombra, s/ adubo
104 Spring Nitrogen 15 hours without shad and with fert A. robusta 15 h, s/ sombra, ¢/ adubo
105 Spring Nitrogen 20 hours with shad and without fert A. robusta 20 h, ¢/ sombra, s/ adubo
106 Spring Nitrogen 20 hours with shad and with fert A. robusta 20 h, ¢/ sombra, ¢/ adubo
107 Spring Nitrogen 20 hours without shad and without fert A. robusta 20 h, s/ sombra, s/ adubo
108 Spring Nitrogen 20 hours without shad and with fert A. robusta 20 h, s/ sombra, ¢/ adubo
109 Spring Nitrogen 24 hours with shad and without fert A. robusta 24 h, ¢/ sombra, s/ adubo
110 Spring Nitrogen 24 hours with shad and with fert A. robusta 24 h, ¢/ sombra, ¢/ adubo
111 Spring Nitrogen 24 hours without shad and without fert A. robusta 24 h, s/ sombra, s/ adubo
112 Spring Nitrogen 24 hours without shad and with fert A. robusta 24 h, s/ sombra, ¢/ adubo
2A Flowering period | Air Oven Aldama robusta selvagem 2
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3A Flowering period | Air Oven A. nudibasilaris
4A Flowering period | Air Oven Tithonia diversifolia
TA Flowering period | Air Oven Aldama trichophylla selvagem 2
8A Flowering period | Air Oven A. grandiflora
9A Flowering period | Air Oven A. pilosa
10A Flowering period | Air Oven Helianthus annuus
14A Flowering period | Air Oven A. arenaria
15A Flowering period | Air Oven A. bakerina
16A Flowering period | Air Oven A. bracteata
17A Flowering period | Air Oven A. discolor
18A Flowering period | Air Oven A. gardneri
19A Flowering period | Air Oven A. filifolia
1pl1-1 Pool 1 Nitrogen Pool 1 Pool 1 pool 1 - extracdo 1 - injecdo 1
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1p1-2 Pool 1 Nitrogen Pool 1 Pool 1 pool 1 - extragdo 1 - injegédo 2
1p1-3 Pool 1 Nitrogen Pool 1 Pool 1 pool 1 - extra¢do 1 - injecdo 3
1p2-1 Pool 1 Nitrogen Pool 1 Pool 1 pool 1 - extragdo 2 - inje¢éo 1
1p2-2 Pool 1 Nitrogen Pool 1 Pool 1 pool 1 - extracdo 2 - injecdo 2
1p2-3 Pool 1 Nitrogen Pool 1 Pool 1 pool 1 - extracdo 2 - injecdo 3
1p3-1 Pool 1 Nitrogen Pool 1 Pool 1 pool 1 - extragdo 3 - injegéo 1
1p3-2 Pool 1 Nitrogen Pool 1 Pool 1 pool 1 - extracdo 3 - injecdo 2
1p3-3 Pool 1 Nitrogen Pool 1 Pool 1 pool 1 - extra¢do 3 - injecdo 3
2pl-1 Pool 2 Nitrogen Pool 2 Pool 2 pool 2 - extragdo 1 - inje¢éo 1
2pl-2 Pool 2 Nitrogen Pool 2 Pool 2 pool 2 - extracdo 1 - injecdo 2
2pl1-3 Pool 2 Nitrogen Pool 2 Pool 2 pool 2 - extra¢do 1 - injecdo 3
2p2-1 Pool 2 Nitrogen Pool 2 Pool 2 pool 2 - extracdo 2 - injecdo 1
2p2-2 Pool 2 Nitrogen Pool 2 Pool 2 pool 2 - extracdo 2 - injecdo 2
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2p2-3 Pool 2 Nitrogen Pool 2 Pool 2 pool 2 - extracdo 2 - injecdo 3
2p3-1 Pool 2 Nitrogen Pool 2 Pool 2 pool 3 - extrac¢do 3 - injecdo 1
2p3-2 Pool 2 Nitrogen Pool 2 Pool 2 pool 3 - extragdo 3 - injecédo 2
2p3-3 Pool 2 Nitrogen Pool 2 Pool 2 pool 3 - extracdo 3 - injecdo 3
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Apéndice C — Parametros utilizados no processamentos de dados no MZmine (Pluskal et
al., 2010).

1. Raw data import

2. Raw data filtering:

Ra data filtering > Scan by filtering

Filter: Savitzky-Golay filter. Number of data points: 5

3. Mass detection:
Peak detection > Mass detection. MS level 1. Set filters: + ou — (dependendo do modo de ionizagéo).
Mass detector: Exact mass. Noise level: 1.0E6

4. FTMS shoulder peaks filter:
Mass resolution: 70.000
Peak model function: Lorentzian extended

5. Chromatogram builder:

Peak detection > Chromatogram builder
Min time spam (min): 0.2

Min height: 5E6

m/z tolerance: 0.001 m/z or 2 ppm

6. Smoothing:
Peak smoothing: 5

7. Chromatogram deconvolution:

Peak recognition: Local minimum search:
Chromatographic threshold: 20%

Search minimum in RT range: 0.20
Minimum relative height: 10%

Minimum absolute height: 4E6

Min ratio of peak top/edge: 2

Peak duration range: 0.25 to 2.00

8. Deisotope:

Isotopic peaks grouper:

m/z tolerance: 0.001

RT tolerance: 0.2

Maximum charge: 2

Representative isotope: most intense

9. Alignment > Ransac aligner algoritm

m/z tolerance: 0.001 ou 2 ppm

RT tolerance: 0.8

RT after correction: 0.5

Ransac interections: 0

Min. number of points: 50% /// Threshold value: 10

10. Gap filling:

Intensity tolerance: 30%

m/z tolerance: 0.001 ou 2 ppm
RT tolerance: 0.7

RT correction

11. Filtering: Duplicate peaks filter
m/z tolerance: 0.001 ou 2 ppm
RT tolerance: 0.7

12. Identification:

Complex search (select H+, if positive mode)/Adduct search (modo positivo: Na+, K+; modo negativo: Cl-,
COO0-):

m/z tolerance: 0.001 ou 1 ppm

RT tolerance: 0.1; Mass adduct peak height: 50%

Custom database search: AsterDB ou standar compounds

m/z tolerance: 0.01 ou 5 ppm; RT tolerance: 0.3



