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QUIMIOINFORMATICA
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RESUMO

Este estudo investigou o perfil metabolémico dos extratos de P. boldus Molina (boldo
do Chile) e H. impetiginosus (ipé-roxo), com objetivo de realizar anotagbes ou
identificacbes de compostos quimicos, devido a uma gama de metabdlitos nao
relatados na literatura. As andlises foram realizadas por HPLC-DAD, LC-QTOF-MS,
FTIR e GC-MS, em conjunto com as ferramentas de quimioinformatica como a
MSDIAL e a técnica de extragdo SPE. No P. boldus, foram identificados e anotados
alcaloides, flavonoides e terpenos, como a boldina, o acido p-cumarico e o-cimeno,
responsaveis por grande parte das propriedades hepatoprotetoras e antioxidantes. Ja
no H. impetiginosus destacaram-se os acidos fendlicos, taninos e quinonas, como o
acido elagico, corilagina e a campotecina, componentes reconhecidos pelas acfes
acao anti-inflamatadrias e antitumorais. Em sintese, os resultados reforcam o potencial
das ferramentas analiticas e da quimioinformética, bem como das propriedades
farmacoldgicas das plantas estudadas, evidenciando a relevancia das abordagens
metabolémicas para a valorizacdo da biodiversidade e o aprofundamento do
conhecimento da composicao fitoquimica dessas espécies.

Palavras-chave: Metabolomica. Plantas Medicinais. Produtos Naturais.

I.  INTRODUCAO/JUSTIFICATIVA
O presente trabalho aborda o estudo metaboldémico dos extratos de duas

espécies de plantas medicinais, P. boldus Molina (boldo chileno) e H. impetiginosus
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(ipé-roxo), por meio de diferentes técnicas analiticas e ferramentas de
qguimioinformatica. Inserido na area de quimica de produtos naturais, contempla duas
areas tematicas: Metabolémica (principal) e Fitoquimica (secundaria). As analises por
HPLC, LC-QTOF-MS, FTIR e GC-MS, além da caracteriza¢do quimica, correlacionam
o saber popular tradicional aos conhecimentos cientificos e tecnologicos no que diz
respeito a biodiversidade, a saude e a inovacdo. Assim, o contexto foi ligeiramente
pensado no ambito do ensino, da pesquisa e extensao, envolvendo a investigacao

cientifica, a formacéao profissional e o impacto social.

Il.  BASE TEORICA

A rica biodiversidade vegetal no Brasil impulsiona o desenvolvimento de
pesquisas voltadas para esta area, devido a ampla variedade de substancias
bioativas. O ipé-roxo (H. impetignosus) é uma dessas plantas, rica em naftoquinonas
e outras substancias que possuem acdes antibacterianas, antifungica e anti-
inflamatoria, aliadas ao tratamento antitumoral (Mariano et al., 2022). Ja o boldo do
Chile (P. boldus) é uma espécie endémica do Chile, utilizada em tratamentos de
distarbios intestinais e hepaticos, apresentando atividades fungistaticas e
antioxidantes. Sendo os isoprendides, flavonoides e os alcaloides aporfinicos, os
responsaveis por sua bioatividade (Ruiz et al., 2008).

Desse modo, a metabolémica é classificada como uma andlise abrangente de
metabalitos produzidos ou alterados por organismos biolégicos. As técnicas para esse
tipo de analise consistem no uso em conjunto de ferramentas analiticas de separacéo
e deteccdao, como GC/MS, HPLC/MS, HPLC-UV-DAD, RMN ou FTIR (Pilon et
al.,2020). As analises metabolédmicas via Cromatografia Liquida acoplada a

Espectrometria de Massas (LC/MS) resultam na caracterizacdo de decorrentes de
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metabdlitos, fragmentos, isétopos e adultos que podem ser identificados com auxilio

da bioinformatica ou quimioinformética (Melamud; Vastag; Rabinowitz, 2010).

. OBJETIVOS
O objetivo geral deste estudo € realizar anotacfes e/ou identificar metabdlitos
secundarios presentes nas plantas medicinais P. boldus Molina (Boldo do Chile) e H.
impetiginosus (Ipé-roxo) por técnicas cromatograficas, espectroscopicas e
quimioinformatica. Os objetivos especificos consistem em obter o perfil quimico dos
extratos das plantas por GC-MS, HPLC-DAD e FTIR, desenvolver metodologia para
analise por LC-MS de alta resolucédo e realizar anotacdes e/ou identificacdes dos

compostos usando as ferramentas de quimioinforméatica.

IV. METODOLOGIA

Para o preparo dos extratos (30% de agua destilada e 70% de alcool etilico),
6,00 g das duas plantas (adquiridas comercialmente) foram imersas por 15 dias em
alcool de cereais 96%, seguidos por filtracdo e evaporacdo do solvente. As andlises
por HPLC foram realizadas no LAC/UFS, utilizando CLAE (Shimadzu LC-20AD/DAD).
As amostras foram solubilizadas em metanol (10 mg/mL) e 20 pL foram injetados. Foi
utilizada uma coluna C10, phenomenex (25 cm x 4,6 mm x 5 ym). A fase mével (5%
de &cido acético, fase A) e metanol (Fase B), em modo gradiente e vazao de 1 mL/min.
O screening buscou identificar o acido cafeico, ferulico, galico, cafeina, catequina,
quercetina, rutina, teobromina e a teofilina.

Ja a andlise por LC-QTOF-MS (Shimadzu LCMS-9050) ocorreu ha UNESP
Botucatu, em modo DDA, com coluna SynergiTM Hydro-RP (2,5 um, 100 A, 50 x 4,6
mm). As amostras foram preparadas em metanol/agua (1:1), centrifugadas, filtradas e
processadas no software MSDIAL, com parametros pré-definidos e bibliotecas MSP
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para identificacdo. Os espectros de FTIR (AGILENT CARY 630) em modo de
transmisséo, abrangendo a faixa de 650 cm™ a 4000 cm™, com uma resolugao de 2
cm™, por insercao de pastilha de KBr no aparelho.

Para a extracdo em fase solida (SPE) foram utilizados cartuchos AccuBond |l
SPE Ciano (100 mg, 1 mL; Agilent Technologies). Aliquotas de 1000 uL da amostra
foram aplicadas ao cartucho condicionado, seguida da eluicdo sequencial com
hexano, diclorometano e acetato. Para o GC-MS o cromatdgrafo operou com colunas
capilares HP-5MS 5% Phenyl Methyl Silox (30 m x 250 ym x 0,25 ym), com gas de
arraste (Hélio, 99.999%/ fluxo de 34 mL/min). O injetor com 300 °C, da linha de
transferéncia em 250 °C, do quadrupolo em 150 °C e da fonte 230 °C, no modo
Splitless. A rampa iniciou em 50 °C (1 min) e aumentou em 5 °C/min até 300 °C (10
min), com corridas de 61 min. A identificacdo consistiu na comparacado dos indices de

retencdo com a literatura cientifica NIST Web Book.

V. RESULTADOS E DISCUSSAO

Por HPLC-DAD, os extratos das duas plantas apresentaram somente tracos do
acido galico, com um leve aumento na aparicdo do sinal no H. impetiginosus. Em
relacdo ao acido ferdlico, apresentou um maior tempo de retencdo e intensidade
comparado aos demais compostos. Ja a cafeina foi detectada com uma maior
concentracdo nas duas espécies, sugerindo uma melhor absorcdo na faixa
selecionada do H. impetiginosus, figura 1 item (A) e (B). A presenca desses compostos
evidéncia o potencial antioxidante e bioativo dos extratos (Rodrigues; Alencar, 2023).

As analises de LC-QTOF-MS do extrato do P. boldus resultaram na anotagéo
da adenina (99,9%), adenosina (99,3%), salidrosideo (99,0%), (-) epicatequina
(99,6%), acido p-cumarico (99,5%) e boldina (99,6%). A boldina é reconhecida por

suas propriedades hepatoprotetoras e antioxidantes (Ruiz et al.,, 2008). Ja a (-)
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epicatequina e o &cido p-cumarico sugerem um potencial antioxidante, anti-
inflamatorios e neutralizadores de radicais livres (Rodrigues; Alencar, 2023). A
adenosina e a adenina, nucleosideos e bases nitrogenadas, desempenham um papel
crucial na modulagéo da atividade metabdlica e celular (Silva et al., 2011).

No H. impetiginosus, foram anotados: adenina (99,9%); acido elagico (98,8%);
corilagina (97,2%); scutellariosideo 1l (82,1%); camptotecina (78,2%); hiperosideo
(97,6%). O acido elagico e a corilagina reforcam o teor elevado de taninos
hidrolisaveis, associados as propriedades anti-inflamatdrias e antioxidante (Mota;
Farias, 2023). O hiperosideo, flavonol glicosidico, séo reconhecidos pela atividade
cardiovascular e neuroprotetora e a camptotecina pela acdo antitumoral (Granada et
al., 2007).

Por FTIR o H. impetiginosus apresentou bandas caracteristicas de alcoois e
fendis na regido de 3600-3200 cm™, estiramentos C-H (2910-2860 cm™), absorcéo
definida na regido de 1730-1700 cm™ (C=0) e em 1620 cm™ (C=C). Além de vibracéo
de C-O de alcoois e ésteres (1230-1050 cm™). Ja o P. boldus apresentou banda larga
em 3600-3200 cm™ (O-H), picos menos intensos na regido de 2920-2850 cm™ (C-H),
absorcdo proxima de 1700 cm™ (C=0). Além de bandas intensas entre 1600-1500
cm™ (C=C) e estiramentos de C-O (1200-1000 cm™), figura 1 item (C) e (D).

Na GC-MS, no H. impetiginosus, destacaram-se o neofitadieno (1,75%), a 2-
pentadecanona, 6,10,14-trimetil- (0,45%), o acido hexadecandico éster etilico (0,11%)
e o fitol (0,55%). No P. boldus, o-cimeno (4,87%), o benzeno, 1-metil-4-(1-metiletenil)-
(1,02%), o fenol, 2-metil-5-(1-metiletil)- (0,42%), o trans-calameneno (0,32%) e o
naftaleno (1,03%). Além de tracos de outros constituintes menores propor¢cées em
ambas as espécies.

No H. impetiginosus, a presenca de neofitadieno, fitol e 4cido hexadecanoico

éster etilico indica relevancia biossintética e potencial bioativo (Astiti; Ramona, 2021).
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Ja no P. boldus, predominam os monoterpenos e fendis, como o-cimeno e derivados
aromaticos, associados as atividades antimicrobianas e antioxidantes, além do
naftaleno e do trans-calameneno que reforcam o potencial farmacolégico da espécie

(Ruiz et al., 2008).

Figura 1 - (A) Cromatograma HPLC de P. boldus e (B) de H. impetiginosus com destaque
para o &cido gélico (rosa), cafeina (azul) e acido ferulico (preto); (C) e (D) espectros FTIR
correspondentes, evidenciando as principais bandas funcionais.
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VI. CONCLUSAO/CONSIDERACOES FINAIS

Em suma, este estudo caracterizou os extratos de P. boldus e H. impetiginosus
por diferentes técnicas analiticas e metabolomicas, identificando compostos como
fendlicos, alcaloides e terpenos, os quais apresentam potencial farmacologico de
grande interesse cientifico. As analises metoldmicas com MSDIAL foram promissoras
e permitiram anotar uma variedade de compostos. Embora n&o aprofundados, esses
aspectos evidenciam uma oportunidade para o avanco desta pesquisa, fornecendo
subsidios para investigagfes futuras, como isolamento, avaliacdo da atividade

bioldgica in vitro e in vivo.
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