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Introducéo geral: escolha do tema, abordagens propostas e caracteristicas dos
locais e espécies vegetais

1. Um breve historico sobre as plantas medicinais

Desde o0s primordios da medicina, substancias derivadas de animais, plantas e
microrganismos tém sido utilizadas no tratamento e cura de diversas doencas (Koehn e Carter 2005;
Schmidt et al. 2008). Especificamente o uso de plantas medicinais pela populagdo como terapia
alternativa no tratamento de doencas, tem sido uma pratica comum desde milhares de anos antes da
era presente (a.p.) (Dutra et al., 2016).

Com base nisso, um estudo realizado por Hardy et al. (2012) sugere que os Neandertais ndo se
alimentavam somente de proteina animal, mas também de uma série de vegetais cozidos. Além
disso, também percebiam o valor nutricional e medicinal de alguns deles. Tal pesquisa foi baseada
na andlise de placas dentarias fossilizadas, que datam de 47 e 51 mil anos (a.p.), de cinco
Neandertais provenientes da gruta de EIl Sidron, nas Astirias. A metodologia dessa pesquisa foi
realizada combinando técnicas avancadas de andlises quimicas com a analise morfolégica dos
microfosseis vegetais, 0 que possibilitou aos pesquisadores identificar na placa dentaria dos
Neandertais: granulos de amido, carboidratos e vestigios de nozes, ervas e verduras. O fato mais
interessante foi a identificacdo de fragmentos de duas plantas: o milefolio e a camomila, que além
de ndo possuirem valor nutricional, contém um desagradavel sabor amargo. Tais espécies vegetais
sdo conhecidas por possuirem azuleno, substancia conhecida pela sua agdo anti-inflamatéria e
antifebril; e cumarinas, substancias que aliviam os edemas. Com essas observacfes sugere-se que 0S
Neandertais que viviam em EIl Sidron tinham um conhecimento sofisticado do seu meio natural,
incluindo a capacidade de selecionar e utilizar certas plantas pelo seu valor nutricional e medicinal,
mostrando assim que a medicina tradicional € uma pratica muito mais antiga do que imagindvamos
(Hardy et al., 2012).

Entretanto, acredita-se que a evolu¢do do conhecimento das plantas medicinais teve inicio
efetivamente a partir do século I com o grego Dioscorides, que buscou conhecer as plantas que até
entdo eram usadas no tratamento e cura de diversos males. Em sua obra De Materia Médica, ele
reuniu desenhos e informagdes etnobotanicas sobre espécies vegetais utilizadas na parte oriental da
regido mediterranea e parte da Asia ocidental. Por um longo periodo, o conhecimento de tais plantas
foi baseado nesta importante obra até o surgimento de um trabalho de identificacdo destas mesmas
espécies, no ano de 1735 (século XVII1), pelo naturalista sueco Carlos Lineu (ou Carl von Linné ou
Carolus Linnaeus). Em sua obra Species platarum, Lineu procurou criar um sistema de classificagao
das plantas afim de facilitar sua identificacdo e consequentemente abrir novos caminhos para

posteriores pesquisas (Camargo, 2014).
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Devido aos grandes avancos tecnologicos na area de quimica e farmacologia no século XIX,
Friedrich Serturner, em 1806, foi pioneiro ao isolar o alcaloide morfina da papoula (Papaver
somniferum L.) (Hamilton e Baskett 2000; Li e Vederas 2009). A partir dai, iniciou-se uma busca
continua por outros medicamentos derivados de plantas. Em 1824, Pierre-Jean Robiquet isolou
também da papoula, o alcaloide codeina, um antitissico. Em 1848, George Merck Fraz isola o
alcaloide papaverina, utilizado como antiespasmédico. Outros exemplos importantes de
constituintes ativos isolados de plantas medicinais incluem a atropina isolada de Atropa belladonna
L. por Mein em 1831; a cafeina obtida por Runge em 1820 de Coffea arabica L.; a digoxina isolada
por Claude-Adolphe Nativelle em 1869 de Digitalis lanata Ehrh.; e o curare (relaxante muscular)
isolado por Winstersteiner e Dutcher em 1943 de Chondrodendron tomentosum Ruiz & Pav., entre
muitos outros exemplos (Dutra et al., 2016).

O marco histérico no desenvolvimento global da inddstria farmacéutica foi a descoberta da
salicina (analgésica e antipirética) por Rafaele Piria, em 1832, isolada de Salix alba L. Em 1839, foi
elucidada a primeira modificacdo estrutural da salicina, produzindo o &cido salicilico que passou a
ser utilizado no tratamento de artrite reumatoide. Do &cido salicilico, Felix Hoffman sintetizou a
aspirina (&cido acetilsalicilico) em 1897. Assim, nasceu a famosa e poderosa industria farmacéutica
da Bayer na Alemanha, bem como a primeira patente na area de drogas (Mackowiak, 2000; Dutra et
al., 2016).

O Prémio Nobel de Medicina de 2015 foi compartilhado pela descoberta de duas terapias
baseadas em produtos naturais: a artemisinina e a ivermectina. O extrato bruto das folhas de
Artemisia annua L., conhecido na Medicina Tradicional Chinesa como ginghaosu, foi capaz de
inibir completamente o parasita da maléria de roedores Plasmodium berghei e mais tarde foi
igualmente eficaz quando administrado em humanos (Tu, 2011). A avermectina foi descoberta no
inicio dos anos 70 por meio de uma triagem de produtos derivados do solo com potencial medicinal
(Campbell et al., 1983). O produto da fermentacdo de Streptomyces avermitilis, uma bactéria do
solo, avermectina foi altamente eficaz na eliminacdo de larvas parasitas sendo entdo modificada a
em ivermectina, a fim de potencializar seu efeito e assegurar seu uso em humanos e animais. Juntos,
esses exemplos tem destaque na historia da busca de produtos naturais por suas propriedades
medicinais e os diversos alvos que se beneficiaram de tais pesquisas (Cary e Peterlin, 2018).

No ano de 2016, Newman e Cragg reuniram dados de 34 anos de pesquisas (1981 a 2014)
envolvendo produtos naturais como fonte de novas drogas. Em todos esses anos, um total de 1.562
drogas foram aprovadas para uso farmacéutico sendo que 320 moléculas, ou seja, 21% sao
provenientes de espécies vegetais (Newman e Cragg, 2016).

Em virtude da importancia das plantas com potencial medicinal, programas de pesquisa tém

sido desenvolvidos no mundo, como a National Cooperative Natural Products Drug Discovery
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Groups, sob 0 amparo do National Cancer Institute dos Estados Unidos e o Programa de Pesquisas
com Plantas Medicinais (PPPM), organizado pela Central de Medicamentos do Brasil (CEME), que
visam ampliar os conhecimentos fisioldgicos, fitoquimicos e taxondmicos de grupos de plantas
medicinais, bem como encontrar novas substancias com potencial fitoterapico e estabelecer sua
eficacia e formas de controle e comercializacdo (Calixto, 2005).

No Brasil, no ano de 2006, o governo federal criou a “Politica Nacional de Plantas Medicinais
e Fitoterapicos” por meio do Decreto n° 5.813 (Brasil, 2006), ao qual, em 2008, foi aprovado o
Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos. Além de garantir a populacao brasileira o
acesso seguro e o uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o uso sustentavel
da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional, tal programa
também visa regulamentar todas as etapas da cadeia produtiva deste tipo de medicamento, além de
ampliar e melhorar as condicGes para a pesquisa cientifica nesse segmento, protegendo o patriménio
genético e o conhecimento tradicional associado as plantas com propriedades medicinais.

Inserido na “Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos” encontra-se 0 RENISUS
(Relagio Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Salde - SUS) que
atualmente possui uma lista de 71 géneros e espécies de plantas medicinais, sendo que dentre estas,
42 sdo nativas do Brasil: cajueiro (Anacardium occidentale L.), abacaxi [Ananas comosus (L.)
Merr.], crajiru [Arrabidaea chica (Bonpl.) B. Verl.], carqueja [Baccharis trimera (Less.) DC.],
pata-de-vaca (Bauhinia spp. L.), picdo (Bidens pilosa L.), andiroba (Carapa guianensis Aubl.),
guacatonga (Casearia sylvestris Sw.), Copaifera spp., erva-baleeira (Cordia spp.), Costus spp.,
Croton spp., verdnica (Dalbergia subcymosa Ducke), alecrim-pimenta (Lippia sidoides Cham.),
espinheira-santa (Maytenus spp.), guaco (Mikania spp.), meldo-de-Sdo-Caetano (Momordica
charantia L.), alfavaca (Ocimum gratissimum L.), babacu [Orbignya speciosa (Mart. Ex Spreng.)
Barb. Rodr.], maracuja (Passiflora spp.), Persea spp., Phyllanthus spp., tanchagem (Plantago
major L.), Polygonum spp., alecrim-de-sdo-josé (Portulaca pilosa L.), goiabeira (Psidium guajava
L.), cascara sagrada (Rhamnus purshiana DC.), salgueiro-branco (Salix alba L.), aroeira-vermelha
(Schinus terebinthifolius Raddi), marupazinho (Eleutherine plicata Herb.), mulungd (Erythrina
mulungu Mart. Ex Benth.), pitanga (Eugenia uniflora L.), pinhdo-roxo (Jatropha gossypiifolia L.),
chamba (Justicia pectoralis Jacg.), jurubeba (Solanum paniculatum L.), arnica-brasileira (Solidago
microglossa DC.), barbatim&o-verdadeiro [Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville], ipé-roxo
(Tabebuia avellanedae Lorentz ex Griseb.), cravo-de-defunto (Tagetes minuta L.), trevo-dos-prados
(Trifolium pratense L.), unha-de-gato [Uncaria tomentosa (Willd.) DC.], aluma Vernonia spp..

Ao falarmos em plantas medicinais vale a pena termos em mente algumas definigdes.
Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, “planta medicinal é uma espécie vegetal, cultivada ou
nao, utilizada com propositos terapéuticos (World Health Organization, 2003). Chama-se planta
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fresca aquela coletada no momento de uso e planta seca a que foi precedida de secagem,
equivalendo a droga vegetal (Brasil, 2006).”

Ainda segundo as defini¢des da Organizacdo Mundial da Satde (2003), “as drogas a base de
plantas sdo principalmente inteiras, fragmentadas ou cortadas, plantas, partes de plantas, algas,
fungos, liquens em estado ndo processado, geralmente em forma seca mas por vezes frescas. Certos
exsudados que ndo foram submetidos a um tratamento especifico também s@o considerados
fitoterapicos. As drogas fitoterdpicas séo precisamente definidas pelo nome cientifico botanico de
acordo com o sistema binomial (género, espécie, variedade e autor)”.

A fim de melhorar o enquadramento regulatorio de plantas medicinais no Brasil, foi realizada
uma revisdo do padrdo nacional e internacional no que diz respeito a medicamentos a base de
plantas. A Anvisa verificou que o Brasil vem alterando seus padrdes legais para medicamentos a
base de plantas, com base na harmonizacdo com 0s requisitos praticados internacionalmente e as
caracteristicas do mercado brasileiro, facilitando o acesso seguro e 0 uso racional de plantas
medicinais e seus produtos para a populagéo brasileira (Bezerra Carvalho et al., 2014).

A grande maioria das espécies vegetais nunca foi analisada quimica e farmacologicamente e
por isso, a conservacdo de areas de vegetacao nativa torna-se um assunto de extrema importancia,
visto que estes locais podem abrigar um vasto potencial farmacoldgico ainda inexplorado (Gurib-
Fakim, 2006).

O Brasil resguarda aproximadamente 20 a 22% de embriofitas do planeta (Dutra et al., 2016),
com mais de 46 mil espécies vegetais, sendo 30 de gminospermas, 1.253 de samambaias e licofitas,
1.524 de briofitas e 32.830 de angiospermas (http://www.sibbr.gov.br). Desse modo, o Brasil possui
uma flora riquissima, considerada uma fonte inesgotavel de metabdlitos secundarios de interesse
(Gottlieb et al., 1998; Valli et al., 2013).

Os cientistas brasileiros vém fazendo grandes esforcos para estudar a biodiversidade
brasileira, especialmente entre as embridfitas. De fato, mais de 10 mil artigos envolvendo espécies
vegetais foram publicados em revistas cientificas internacionais entre 2011 e 2013. Entretanto,
apesar desses esforgos, da extensa biodiversidade brasileira e do grande interesse da populagdo no
uso da medicina tradicional, atualmente o mercado brasileiro de fitoterapicos € pouco relevante,
representando cerca de 261 milhGes de dolares americanos. 1sso representa menos de 5% do
mercado global de medicamentos brasileiros, estimado em cerca de 28 bilhdes de dolares
americanos em 2014 (Dutra et al., 2016).

Ao realizar uma busca de periodicos no “google académico” (més de maio de 2018) entre 0s
anos de 2016 e 2017, utilizando o termo medicinal plants, sdo disponibilizados aproximadamente
102.000 artigos a respeito do assunto. Se filtrarmos essa busca para: brazilian medicinal plants,
verificamos que 22,7%, ou seja, aproximadamente 23.200 artigos publicados nos ultimos dois anos
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referem-se ao potencial bioldgico de espécies brasileiras. Deste ultimo, 14,4% ou 3.340 artigos

equivalem ao potencial bioldgico de representantes de Lamiaceae.

2. Hyptis Jacq. (Lamiaceae)

Atualmente, Lamiaceae possui cerca de 236 géneros e 6.900 a 7.200 espécies. As plantas
dessa familia sdo caracterizadas pelo porte herbaceo, arbustivo ou arboreo, frequentemente
aromaticas e com grande abundancia de 6leos volateis. Em corte transversal o caule geralmente
apresenta formato quadrangular. Seus representantes apresentam folhas opostas, geralmente
decussadas; inflorescéncias geralmente compostas de cimeiras terminais ou axilares, com flores
bissexuadas, comumente zigomorfas, com 2 ou 4 estames e filetes adnatos a corola; geralmente
possuem 2 carpelos, com ovario stpero e 2 évulos por carpelo; o disco nectarifero geralmente é
presente; fruto em forma de drupa ou esquizocarpo e endosperma escasso ou ausente (Silva-Luz et
al., 2012).

Muitos membros de Lamiaceae sdo amplamente cultivados, devido ndo s6 as suas qualidades
aromaticas, mas também a sua facilidade de cultivo. Seus usos vao desde fins alimenticios, como as
sementes de chia (Salvia hispanica L.), até aos ornamentais como o céleus (Solenostemon Thonn.
spp.). Originalmente, o nome da familia era Labiatae, pois as flores geralmente possuem pétalas
fundidas em um labio superior e um labio inferior. Embora, este ainda seja considerado um nome
alternativo aceitavel, a maioria dos botanicos utiliza Lamiaceae ao se referir a esta familia (Raja,
2012).

Tratando-se de pesquisas que tem como objetivo avaliar o potencial biolégico, facilmente
encontramos representantes de Lamiaceae descritos na literatura. E o caso por exemplo do poejo
(Cunila galioides Benth.), alfazema (Lavandula officinalis Chaix), corddo-de-frade (Leonotis
nepetifolia (L.) R.Br., rubim ou mamangava (Leonurus sibiricus L.), melissa ou cidreira (Melissa
officinalis L.), horteld (Mentha sp.), alfavaca (Ocimum selloi Benth.), manjerona (Origanum
vulgare L.), boldo (Plectranthus barbatus Andrews), alecrim (Rosmarinus offiicinalis L.), anador
ou fontol (Salvia mycrophilla Kunth), sélvia (Salvia officinalis L.), pulmonéria (Stachys byzantina
K.Koch.) e tomilho (Thymus vulgaris L.) (Mahady et al., 2005; Wang e Huang, 2005; Castillo-
Juarez et al., 2009; Fernandes e Boff, 2017).

Segundo Harley e colaboradores (2004), dos 236 géneros que compdem Lamiaceae, 0S
maiores em numero de espécies sdo Salvia L. (900 spp.), Clerodendrum L. (500 spp.), Scutellaria
L. (360 spp.), Stachys L. e Plectranthus L’Hér (300 spp. cada), Hyptis Jacq. (280 spp.), Teucrium L.
e Vitex L. (250 spp. cada), Thymus L. (220 spp.) e Nepeta L. (200 spp.). Entretanto, varios estudos
utilizando técnicas gendmicas vém mudando a circunscricdo de alguns géneros, por exemplo,

Clerodendrum L. que, conforme citado ja foi um género de mais de 400 espécies, em 2010 foi
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reduzido para cerca de 150 (McKay e Blumberg, 2002; Raja, 2012). O mesmo ocorreu com Hyptis,
que em 2012 foi apontado por Harley e Pastore como um grupo monofilético com base em estudos
moleculares (Pastore, 2010) com a circunscricdo de espécies a géneros proximos e redugdo do
tamanho de Hyptis. Por este motivo, varias espécies conhecidas por serem usadas na medicina
popular para o tratamento de diversas doencas estdo atualmente incluidas em géneros proximos
como por exemplo as espécies mais estudadas: H. suaveolens e H. pectinata, atualmente
circunscritas a Mesosphaerum P. Brownie, também pertencente a subtribo Hyptidinae (Harley e
Pastore, 2012).

Hyptis Jacg. € um género pertencente a subfamilia Nepetoideae (Dumort.) Luerssen, tribo
Ocimeae Dumort., subtribo Hyptidinae Endlicher. O género é composto por herbaceas, arbustos e
subarbustos anuais ou perenes fortemente aromaticos, de habito variavel, hastes quadrangulares,
capitulos de cimose com um involucro de bractéolas e suportados isoladamente nas axilas de
bracteas foliaceas ou reduzidas e, as vezes, formando inflorescéncias complexas. Flores
pedunculadas a sesseis geralmente pequenas, com calices estreitos e cilindricos, muitas vezes
aumentadas em frutos, geralmente com lobos sub-iguais; estames epipélicos, corola pequena
frequentemente branca ou ocasionalmente lilds e com labio posterior manchado, tubo cilindrico;
sementes ovoides ou estreitamente elipsoides (Basilio et al., 2006; Harley e Pastore, 2012).

O interesse fitoquimico, biolégico e farmacoldgico de Hyptis iniciou-se em 1952, quando
Hyptis suaveolens (L.) Poit. sindbmimo de Mesosphaerum suaveolens (L.) Kuntze, uma entre as
primeiras espécies de Hyptis estudadas quimicamente, teve seu Oleo volatil utilizado para o
tratamento de varias infeccbes (Nayak e Guha 1952). Desde entdo, o interesse pelo género foi
ocorrendo devido aos seus usos na medicina tradicional, apresentando diversas propriedades
medicinais e sendo utilizado como condimentos, por exemplo Hytis oblongifolia Benth e Hyptis
pectinata (L.) Poit. ssinbnimo de Mesosphaerum pectinatum (L.) Kuntze (Pereda-Miranda e
Delgado, 1990; Pereda-Miranda et al., 1993), repelentes de insetos como Hyptis spicigera Lam.
sinbnimo de Cantinoa americana (Aubl.) Harley & J.F.B. Pastore (Pereda-Miranda e Delgado
1990, Kini et al., 1993) e fungicida, como Hyptis ovalifolia Benth. sinbnimo de Gymneia interrupta
(Pohl ex enth.) Harley & J.F.B. Pastore (Souza et al. 2003).

Quanto aos usos de Hyptis na medicina popular, varias espécies foram relatadas como efetivas
para o tratamento de gripe e constipacdo, embora a mioria ja reportada esteja circunscrita a outros
géneros, como Hyptis fruticosa Salzm. Ex Benth. sindbnimo de Eplingiella fruticosa (Salzm. ex
Benth.) Harley & J.F.B. Pastore; doencgas respiratorias como Hyptis macrostachys Benth. sinbnimo
de Leptohyptis macrosthachys (Benth.) Harley & J.F.B. Pastore; distirbios estomacais, intestinais e
bactericidas como Hyptis martiusii Benth. sinbnimo de Medusantha martiusii (Benth.) Harley &
J.F.B. Pastore; célicas e doengas do figado como M. pectinatum; distirbios nasais como Hyptis
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umbrosa Salzm. ex Benth. sinbnimo de Mesosphaerum sidifolium (L’Hérit.) Harley & J.F.B.
Pastore; e para combater a febre como M. suaveolens (Judd et al., 2002; Agra et al., 2008; Coutinho
et al., 2008).

O género também foi comumente utilizado no tratamento de infec¢des gastrointestinais, como
analgésicos e antifangicos (De Oliveira et al., 2004; Silva et al., 2006). Estudos avaliaram o
potencial farmacoldgica do extrato aquoso das folhas de M. suaveolens (Santos et al., 2007), bem
como do extrato em solventes organicos (hexano, cloroférmio ou acetato de etila) e aquoso das
folhas de M. pectinatum (Bispo et al., 2001; Lisboa et al., 2006) indicando efeitos analgésicos, anti-
edematogénicos e reduzida toxicidade aguda em animais de laboratorio. Em M. pectinatum foram
encontrados diversos terpenoides, como monoterpenos, sesquiterpenos e triterpenos, além de
lactonas sesquiterpénicas. A espécie apresentou potencialmente moluscicida, antimicrobiana, anti-
edematogénica e antinociceptiva. Em M. suaveolens também foram descritos diterpenos. A espécie
apresentou potencial antimicrobiano, antifingico, antitumoral, hipoglicemiante, hipotensivo,
vasodilatador, espasmogénico e, contraditoriamente, espasmolitico (Basilio et al., 2006).

H. lacustris A.St.-Hil. ex Benth. é tradicionalmente usada por uma tribo do Peru chamada
Yanesha para o tratamento de feridas causadas por leishmaniose cutanea. Neste uso extremamente
tradicional, os Yanesha cortam a folha e aplicam o exsudato sobre a area afetada uma vez ao dia até
que se obtenha a cura (Céline et al., 2009). Hyptis capitata Jacq. é usada de forma semelhante pela
tribo Anak Dalam da provincia de Jambi na Indonésia onde o exsudato de suas folhas é aplicado em
feridas externas e também ingeridos para tratamento de feridas internas (Rupa et al., 2017).

Nos dias de hoje os estudos continuam. Entre os anos de 2016 e 2017, aproximadamente 350
artigos foram publicados relatando os diversos potenciais bioldgicos que sdo encontrados em Hyptis
e espécies afins. Alguns deles sdo: efeito anti-hiperalgésico (Quintans-Janior et al., 2017) e
antioxidante de M. pectinatum (Serafini et al., 2017); efeito analéptico, analgésico, anti-eczematico,
antipruritico, alérgico, antiprotozoario (Leishmania), antifungico, antiparasitario e anti-inflamatorio
de M. suaveolens (Azhagu et al., 2017); efeito anti-acetilcolinesterase e toxico de Hyptis dilatata
Benth. (Almeida et al., 2017).

O Brasil € o principal centro de diversidade de Hyptis (Harley et al. 2010; Harley, 2012), com
a ocorréncia de espécies em diferentes formacdes vegetativas, especialmente no grande dominio
Tropical Atlantico e no dominio dos Cerrados. De acordo com Harley (2012), dentre as Lamiaceae,
Hyptis é o género com maior numero de espécies ocorrendo no Brasil, sendo 69% endémicas. As
analises moleculares de Harley e Pastore (2012) prop6em uma reducdo considerdvel de espécies
para o género Hyptis e a inclusdo de Peltodon Pohl como uma segéo, resultando em monofilia para
Hyptis. Portanto, atualmente, Hyptis encontra-se subdividido em 10 secdes e conta com cerca de
140 espécies, que ocorrem nas regides tropicais e subtropicais, desde a America do Norte ao Caribe
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e ao Sul até a Argentina, com poucas espécies de ocorréncia no Velho Mundo (Harley e Pastore,
2012).

2.1. Hyptis Jacq. secédo Peltodon

Hyptis secdo Peltodon sdo caracterizadas por serem subarbustos ou ervas, muitas vezes
fortemente geoxilicos (tronco principal subterrdneo e apenas 0s ramos terminais emergindo do
solo), ndo aromaéticos; folhas simples, dentadas, muitas vezes buladas (com a superficie contendo
bolhas arredondadas ou globulares); inflorescéncia solitaria, de muitas flores, axilar ou terminal,
capitulo longo-pediculado, bracteas e bractéolas persistentes, involucradas, ovaladas, verdes ou
coloridas; flores sésseis; calice tubular, reto, actinomorfico, tornando-se campanulado em fruto, 5-
I6bulos, I6bulos subulados, rigido, ereto com &pices se espalhando e minuciosamente foliaceos,
muitas vezes colorido; corola com 2 labios, 5-16bulos (2/3), creme a amarelo e/ ou vinaceos, lobos
do labio posterior triangular, labio anterior com lobo mediano alongado, 16bulos laterais voltados
para baixo, tubo da corola estreito, alargando-se acima; estames inseridos a partir do tubo,
filamentos peludos; estilo sem estilopddio; disco fracamente desenvolvido; semente arredondada,
fracamente trigonais, ligeiramente mucilaginosos (Harley et al., 2004).

Hyptis secdo Peltodon compreende cinco espécies, ocorrendo principalmente em regides de
Cerrado ou outras formacdes savanicas similares ou nas margens da Mata Atlantica, no leste e sul
do Brasil, estendendo-se até o Leste do Paraguai e Argentina. Todas nativas, entretanto, ndo
endémicas (Harley et al., 2010). S&o elas: Hyptis campestris Harley & J. F. B. Pastore, Hyptis
comaroides (Brig.) Harley & J. F. B. Pastore, Hyptis meridionalis Harley & J. F. B. Pastore, Hyptis
pusilla (Pohl) Harley & J. F. B. Pastore e Hyptis radicans (Pohl) Harley & J. F. B. Pastore (Harley e
Pastore, 2012).

Uma caracteristica comum das espécies pertencentes a esta secdo e que foi fundamental para a
identificacdo das mesmas em campo foram os lobos do calice com um apéndice conspicuo

expandido e achatado no apice (Figura 1) (Harley et al., 2004).

Figura 1 — A: Calice de Hyptis secéo Peltodon; B: Detalhe para o achatamento do &pice do célice de Hyptis
sec¢do Peltodon (Fotos: Furlan C., Santos K).
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A principio, um dos objetivos do trabalho era o de coletar todas as cinco espécies da se¢ao
nos dois dominios fitogeograficos propostos: Cerrados e Tropical Atlantico. Entretanto, durante as
expedices, verificamos que de acordo com nossas buscas, certas espécies ocorriam somente em um
ou outro dominio, como foi o caso de H. comaroides e H. campestris, sendo a primeira encontrada
no dominio Tropical Atlantico e a segunda em Cerrado, fato este que ja havia sido relatado por
Harley e Pastore (2012). H. radicans e H. meridionalis foram encontradas nos dois dominios e a
espécie H. pusilla ndo foi encontrada em campo.

3. Dominios fitogeograficos do Brasil

Em 1986, Heinrichi Walter apresenta uma definicdo de biomas que, segundo Coutinho (2006)
é a definicdo mais moderna, principalmente levando em conta sua abordagem ecoldgica e pratica.
Portanto, conforme definido por Walter, considera-se como bioma uma area do espaco geografico,
com dimens@es até superiores a um milhdo de quildmetros quadrados, representada por um tipo
uniforme de ambiente, identificado e classificado de acordo com o macroclima, a fitofisionomia, o
solo e a altitude, os principais elementos que caracterizam o0s diversos ambientes continentais
(Walter 1986). Essa definicdo engloba pontos importantes e que sdo determinantes na distribuicéo
da vida na Terra: como a influéncia marcante da temperatura, fatores que sdo associados aos
gradientes latitudinais e altitudinais e a vegetacdo como componente determinante da aparéncia
geral do bioma no ambiente terrestre (Walter, 1986; Coutinho, 2006; Santos e Brandimarte, 2014).

O geologo Aziz Ab’Saber definiu que um dominio morfocliméatico e fitogeografico é um
conjunto especial de certa ordem de grandeza territorial onde haja um esquema coerente de fei¢des
de relevo, tipos de solo, formas de vegetacdo e condicBes climatico-hidrolégicas. De acordo com
essa definicdo, Aziz Ab"Saber considera seis, 0s grandes dominios paisagisticos e macroecoldgicos
do Brasil: dominio das terras baixas florestadas da Amazbdnia, dominio das depressdes
interplanaticas semiaridas do Nordeste, dominio dos “mares de morros” florestados (onde esta
inserido o dominio Tropical Atlantico), dominio dos chapaddes recobertos por Cerrados (onde esta
inserido o dominio dos Cerrados), dominio dos planaltos das araucarias e dominio das pradarias
mistas do Rio Grande do Sul (Ab’Saber, 1977; 2003).

Segundo Coutinho (2006), os termos biomas e dominio ndo séo sindbnimos pois 0 bioma é um
tipo de ambiente bem mais uniforme em suas caracteristicas gerais e em seus processos ecoldgicos,
enquanto que o dominio é muito mais heterogéneo. Portanto, em uma interpretacdo pessoal, pela
ordem de magnitude encontramos primeiramente os grandes dominios, seguido pelos biomas e
inseridas nos biomas, as diferentes fitofisionomias vegetais.

Para a definicdo do local de coleta, adotamos os termos “Dominio Tropical Atlantico” e

“Dominio dos Cerrados” proposto por Ab’Saber (1977, 2003) que aqui chamaremos de “dominio
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fitogeogréafico” pois foram definidos a partir das caracteristicas do clima, relevo e vegetacdo. Como
0s biomas estdo geralmente inseridos nos grandes dominios, ou seja, sdo partes menores destes,
conforme mencionado anteriormente, utilizamos a classificacdo do IBGE para, por sua vez,
determinar a fitofisionomia no qual as espécies do presente estudo estdo inseridas. Portanto,
achamos coerente e optamos por adotar os termos “dominios fitogeograficos” e “fitofisionomias”
quando nos referirmos aos locais de coleta. Entretanto, em alguns trechos do texto a seguir, o termo
bioma também seré encontrado.

Dentro do grande dominio Tropical Atlantico, a Mata Atlantica é um complexo de formacdes
variadas que inclui florestas Umidas, florestas de araucaria e florestas costeiras. Este dominio tem
um indice de precipitacdo com valores anuais medios variando entre 1.800 e 3.600 mm. A
temperatura e a precipitagdo variam de acordo com a altitude. Por exemplo, a cada 100 metros, a
temperatura pode diminuir em 0,6 graus e a precipitacdo aumentar até 200 mm. A temperatura
média anual na costa é de 22°C, mas pode atingir valores abaixo de zero no topo da montanha de
Agulhas Negras (lItatiaia-RJ), que tem 2.800 m de altura. A precipitagdo anual média no nivel do
mar é de 1.600 mm. Neste dominio fitogeogréafico, ocorrem cerca de 20.000 espécies de
angiospermas. Além disso, possui um alto grau de endemismo e é considerado um dos cinco pontos
mais importantes da biodiversidade no planeta, permanecendo apenas 7% de sua cobertura original
e sendo portanto, considerado um dos 25 hotspots de biodiversidade do mundo (Myers et al., 2000;
Santos e Brandimarte, 2014).

O Decreto Federal 750/93 (Brasil, 1993) considera floresta Atlantica “as formacdes florestais
e ecossistemas associados inseridos no dominio Tropical Atlantico, com as respectivas
delimitacGes estabelecidas pelo Mapa de biomas do Brasil do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) (disponivel em www.ibge.gov.br): floresta ombréfila densa, floresta ombrofila
mista, floresta ombrofila aberta, floresta estacional semidecidual, floresta estacional decidual,
manguezais, restingas, campos de altitude, brejos interioranos e encraves florestais do Nordeste”.
Excetuando-se as fitofisionomias de manguezais, restingas, brejos interioranos e encraves florestais
do Nordeste, falaremos brevemente sobre as demais.

A floresta ombroéfila densa (ou floresta tropical pluvial) estd presente em toda a faixa
litornea, desde o Rio Grande do Norte até o Rio Grande do Sul. Essa fitofisionomia ocorre sob um
clima ombrofilo sem periodos biologicamente secos durante o ano e excepcionalmente com ate 2
meses de baixa umidade sendo que, mesmo nesses casos, ha uma alta umidade concentrada em
ambientes de serras. Tal paisagem é constituida por espécies arbdreas de grande e médio porte,
sendo este Gltimo mais comum em encostas maritimas. As temperaturas médias oscilam entre 22°C
e 25°C (IBGE, 2004a; 2004b).

10
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A floresta ombrofila mista (ou floresta de Araucaria) ocorre desde o sul de Sao Paulo até o
Rio Grande do Sul e disjungdes na Serra da Mantiqueira entre o sul de Minas Gerais e S&o Paulo.
Este tipo de vegetacdo é exclusivo do Planalto Meridional Brasileiro e ocorre sob um clima
ombrofilo, com temperatura média de 18°C e de 3 a 6 meses com médias inferiores a 15°C. Sua
formacdo arborea é caracterizada pela presenca de Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze e sua
estrutura é bastante variada (IBGE, 2004a, 2004b).

A floresta ombrdfila aberta ocorre na faixa litoranea da Paraiba, Pernambuco e Alagoas, no
nordeste/leste de Minas Gerais e centro-sul do Espirito Santo. Tal fitofisionomia é composta por
arvores mais espacadas, com estrato arbustivo pouco denso e caraterizado ora pelas arboreas
rosuladas, ora pelas lianas lenhosas. Pode apresentar periodos de seca de 2 a 4 meses, com
temperaturas médias entre 24°C e 25°C (IBGE, 2004a, 2004b).

A floresta estacional semidecidual (ou floresta tropical subcaducifolia), ocorre em manchas
isoladas no nordeste do pais desde o Rio Grande do Norte até a Bahia e no Rio Grande do Sul, em
grandes extensdes na faixa leste abrangendo Minas Gerais, Espirito Santo e Sdo Paulo. No lado
oeste abrange o noroeste do Parand, sul do Mato Grosso do Sul, oeste de Sdo Paulo e se estende
numa estreita faixa pelo vale do Rio Paranaiba, na divisa de Goias com Minas Gerais. Tal
fitofisionomia é caracterizada pelas estagdes chuvosa e seca na area tropical (temperatura média de
21°C), com curto periodo seco acompanhado de acentuada queda na temperatura na area subtropical
(temperatura média de 15°C). Devido a isso, ocorre a estacionalidade foliar de 20% a 50% dos
elementos arbdreos dominantes que por sua vez, estdo adaptados as estacdes frias ou secas (IBGE,
2004a, 2004b).

A floresta estacional decidual (ou floresta tropical caducifolia), ocorre na Bahia e no nordeste
de Minas Gerais na faixa de transicdo com o bioma Caatinga e no sul do pais, oeste de Santa
Catarina, noroeste e centro do Rio Grande do Sul. Tal fitofisionomia é semelhante a anterior
variando apenas na decidualidade foliar que passa a ser maior do que 50% em periodos frios ou
secos justamente por estes perdurarem por mais tempo, tanto em area tropical quanto em area
subtropical (IBGE, 2004a, 2004b).

Dentro do grande dominio dos Cerrados, o Cerrado € o bioma mais importante do Brasil
Central e é caracterizado por diferentes paisagens com variada vegetacdo, solo, clima e topografia.
Assim como a Mata Atlantica, o Cerrado tambem faz parte dos 25 hotspots de biodiversidade do
mundo. E um bioma tropical com estacdes bem definidas: a estacdo seca durante o inverno e a
estacdo chuvosa no verdo. A temperatura média anual é de 25°C, e pode chegar a 40°C em um curto
periodo de alguns dias. A precipitacdo anual é de cerca de 1.200 a 1.800 mm. A caracteristica
principal do Cerrado € o seu solo pobre, que determina a fisionomia da vegetacdo. Além da

deficiéncia de varios minerais no solo, existe uma alta concentragcdo de aluminio, um elemento
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toxico para a maioria das plantas. Apesar da aparéncia arida e pobre, este possui uma rica
biodiversidade, sendo considerado o bioma de savana mais diversificado do planeta, apresentando
mais de 10.000 espécies vegetais (Myers et al.,, 2000; Klink e Machado, 2005; Santos e
Brandimarte, 2014).

A vegetacdo do bioma Cerrado apresenta fitofisionomias que englobam formacdes florestais,
de savanas e campestres. As formacdes florestais sdo representadas por areas em que predominam
espécies arboreas, onde ha formacéo de dossel continuo ou descontinuo. Tal formag&o por sua vez,
engloba variadas fitofisionomias, sendo elas: a mata ciliar e a mata de galeria sdo associadas a
cursos d’agua, ocorrendo em terrenos bem ou mal drenados; a mata seca e o cerraddo que ocorrem
nos interflivios, em terrenos bem drenados (Ribeiro e Walter, 1998).

A formacdo de savana refere-se a areas com arvores e arbustos espalhados sobre um estrato
gramineo, sem formacdo de dossel continuo. Esse tipo de formacdo engloba quatro tipos
fitofisiondmicos principais: o Cerrado sentido restrito que caracteriza-se pela presenca dos estratos
arboreo e arbustivo-herbaceo definidos, com arvores distribuidas aleatoriamente sobre o terreno em
diferentes densidades; o parque de Cerrado onde a ocorréncia de arvores é concentrada em locais
especificos do terreno; o Palmeiral, que pode ocorrer tanto em areas bem ou mal drenadas, onde ha
a presenca marcante de determinada espécie de palmeira arbdrea, e vereda que também caracteriza-
se pela presenca de uma Unica espécie de palmeira: o buriti, entretanto esta ocorre em menor
densidade que em um Palmeiral. Alem disso, a vereda € circundada por um estrato arbustivo-
herbaceo caracteristico (Ribeiro e Walter, 1998).

O termo de formacdes campestres envolve areas com predominio de espécies herbaceas e
algumas arbustivas, sendo escassa a presenca de arvores na paisagem (Ribeiro e Walter, 1998).
Estas englobam trés tipos fitofisionbmicos principais: 0 campo Sujo que caracteriza-se pela presenca
de arbustos e subarbustos em meio ao estrato herbaceo; o campo rupestre possui caracteristica
similar ao campo sujo, diferenciando-se tanto pelo substrato, composto por afloramentos de rocha,
quanto pela composicéo floristica, geralmente endémica; no campo limpo a presenca de arbustos e
subarbustos é praticamente inexistente (Ribeiro e Walter, 1998).

Favorecidos pelos diferentes dominios fitogeograficos que ocorrem no Brasil, além do grande
e heterogéneo espaco territorial, somos, portanto, detentores de uma grande diversidade biologica e
provavelmente de grande potencial fitoquimico, o que intensifica ainda mais a importancia dos

estudos realizados com plantas da flora do Brasil (Moura e Emery, 2001).

4. Influéncia de fatores abioticos no metabolismo secundario
Atualmente, sabe-se que muitos dos metabdlitos secundarios estdo diretamente envolvidos

nos mecanismos que permitem a adaptagéo das plantas ao seu habitat (Santos, 2004; Miranda et al.,
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2013). Dessa forma, e pensando-se em especies de uso medicinal, espera-se que o potencial
biolégico também sofra varia¢des de acordo com os fatores bioticos e abioticos.

O estresse bidtico trata-se de uma condi¢do imposta por outros organismos. J& 0 estresse
abiotico é decorrente de um excesso ou déficit no ambiente fisico-quimico (Shinozaki et al., 2015)
que reduzem o crescimento e o rendimento abaixo dos niveis 6timos (Cramer et al., 2011). As
respostas das plantas as tens@es abidticas sdo dindmicas e complexas (Cramer, 2010; Skirycz e Inzé,
2010); ambos sdo elasticos (reversiveis) e plasticos (irreversiveis).

As plantas, quando expostas a situacdes desfavoraveis no ambiente, como déficit ou excesso
de agua, estresse térmico, deficiéncia de oxigénio e poluicdo do ar, resultam em um certo grau de
estresse e expressam apenas uma fracdo de seu potencial genético. Consequentemente, as mesmas
se adaptam a condicOes desfavoraveis através de uma resisténcia ao estresse que por sua vez, é
geneticamente determinada (Drew, 1998; Taiz e Zeiger, 1998; Cisneros-Zevallos, 2003; Skirycz e
Inzé, 2010; Pezzopane, et al., 2015).

Kutchan (2001) comenta que os metabolitos secundarios representam uma interface quimica
entre as plantas e 0 meio ambiente e que, devido a isso, a sintese dessas substancias €, muitas vezes,
afetada por condi¢bes ambientais como altitude, disponibilidade de 4gua e macro e micronutrientes
no solo, temperatura relativa do ar e pH do solo. Apesar da influéncia reconhecida dos fatores
ambientais no desenvolvimento da planta, ha poucos estudos que mostram as relagdes e as
aclimatacdes fisioldgicas das plantas ao meio ambiente (Kutchan, 2001).

Os estresses abioticos afetam as rotas biossintéticas dos trés principais grupos de metabdlitos
secundarios: terpenos, substancias fendlicas e compostos nitrogenados. Sabe-se que estas
substancias atuam na defesa das plantas contra herbivoros e patdgenos, como atrativos para
polinizadores e animais dispersores de sementes, além de auxiliar na absor¢do da radiagdo
ultravioleta excessiva ou a reduzir o crescimento de plantas competidoras adjacentes, entre outros
(Gershenzon, 1998; Taiz e Zeiger, 1998; Gouinguene e Turlings, 2002; Cisneros-Zevallos, 2003; 5,
Vitti e Brito, 2003; Gobbo-Neto e Lopes 2007; Shinozaki et al., 201).

Outros estudos indicam uma correlagdo positiva entre a intensidade da radiacdo solar e a
concentragdo e/ ou composicao e a producdo de substancias fenodlicas como: flavonoides (Markham
et al., 1998; Tattini et al., 2004), taninos (Dudt e Shure, 1994) e antocianinas (Jeong et al., 2004);
bem como terpenoides (Karousou et al., 1998).

De acordo com Dudai e colaboradores (1992), o potencial bioldgico de éleos volateis de
plantas da mesma espécie pode variar consideravelmente entre popula¢es que ocorrem ao longo de
um gradiente ambiental. Fatores como temperatura e luminosidade afetam profundamente os niveis

e a composicao desses 0leos volateis.
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Algumas plantas respondem a herbivoria, liberando uma mistura especifica de volateis que
atraem inimigos naturais de seus herbivoros. Em plantas de milho (Zea mays L.), essa mistura de
volateis é composta principalmente por terpenoides e indol (Gouinguene e Turlings, 2002). Esses
autores testaram o efeito da umidade do ar, temperatura, luz e taxa de fertilizacdo do solo na
emissao de volateis induzidos em plantas jovens de milho e o que eles observaram foi que os niveis
desses volateis aumentavam quando as plantas se encontravam em solo seco quando comparado ao
solo Umido. Para a umidade do ar, a liberagdo ideal foi encontrada em torno de 60% de umidade
relativa. Temperaturas entre 22°C e 27°C levaram a uma maior emissdo do que temperaturas mais
baixas ou mais altas. Quanto a intensidade de luz, ndo houve liberacdo de volateis no escuro
enquanto que um aumento na intensidade de luz apresentou constante liberacdo de volateis. A
fertilizacdo também teve um forte efeito positivo pois a emissdo de volateis foi minima quando as
plantas cresciam sob baixa nutricdo. Mudancas em todos os fatores abioticos, exceto a umidade do
ar, causaram alteracdes pequenas, mas significativas, na qualidade dos compostos na mistura de
odores induzida.

Uma forte associacdo também é observada entre biossintese de antocianinas e 0 estresse em
plantas. Tanto os fatores de estresse bidticos quanto os abi6ticos como: herbivoros, fungos e virus,
temperaturas extremas, alta luminosidade, radiacdo UV, desequilibrios de nutrientes minerais, seca,
salinidade, anoxia, exposicao ao 0zénio e herbicidas, podem aumentar os niveis de antocianina em
brotos e raizes vegetativas (Gould e Lister, 2006).

Esses estudos indicam que existe um potencial no uso de estresses para induzir o acimulo de
metabolitos direcionados, aumentando assim o potencial genético de frutas e vegetais e produzindo
produtos com propriedades benéficas para a salde. No entanto, existem poucas referéncias na
literatura que relatam o uso de condicBes controladas para aumentar o acimulo de tais substancias
(Cisneros-Zevallos, 2003). Por exemplo Kalt e colaboradores (1999), mostraram que o0
armazenamento de diferentes tipos de bagas a temperaturas maiores que 0°C causou uma inducao
na sintese de fendlicos, aumentando assim o potencial antioxidante total de morangos e framboesas.

De acordo com Gobbo-Neto e Lopes (2007), o estudo sobre a influéncia de fatores ambientais
na produgdo de metabolitos secundarios geralmente é limitado a um grupo restrito de espécies,
muitas das quais sao comercialmente importantes, com caracteristicas previamente selecionadas.

A extracdo e purificacdo de metabdlitos secundarios, requerem um processo complexo e
demorado, e mesmo assim, o rendimento do produto desejavel muitas vezes fica aquém das
expectativas. Consequentemente, encontrar abordagens praticas para intensificar o processo e
aumentar o rendimento representa um sério desafio para os pesquisadores.

Segundo Yang e colaboradores (2018), até agora, muitos estudos sobre a pesquisa das

espécies de plantas de maior rendimento e otimizacdo das condigdes de cultivo foram realizados,
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mas poucos enfatizaram diretamente a adaptabilidade dos metabolitos secundarios das plantas em
resposta a perturbacgdes e estimulos ambientais.

Dessa forma, ¢ de extrema importancia a utilizagdo de plantas ainda ndo conhecidas e
promissoras para estudos de prospeccdo de substancias farmacologicamente ativas, a fim de
ampliarmos o conhecimento de espécies nativas, além de verificar possiveis variagdes fitoquimicas
(quantitativa e/ou qualitativa) entre espécies coletadas em dominios fitogeograficos distintos,

otimizando assim o conhecimento de sua composicao e isolamento de substancias de interesse.

5. QuestBes que pretendemos responder ao final do trabalho
A evolugao dos metabolitos secundéarios de plantas ¢ atualmente vista dentro de uma
perspectiva filogenética (Agrawal, 2007): a maquinaria biossintética necessaria para produzir a
defesa da planta deve ser bem conservada e essa origem deve ser monofilética. Entretanto, surgem
algumas questdes que gostariamos de responder com o resultado deste trabalho:
1. Uma espécie que ocorre em diferentes dominios fitogeograficos e/ ou fitofisionomias,
apresenta diferentes niveis de metabolitos secundérios?

2. E se assim for, também representard uma diferenga em seu potencial bioldgico?

5.1. Objetivos

Hyptis constitui um género altamente promissor para estudos de prospec¢do de substancias
farmacologicamente ativas, favorecidos pela grande diversidade de espécies que ocorrem nos
dominios fitogeograficos brasileiros, sendo escolhido como modelo para responder as questdes
acima propostas.

O objetivo geral deste trabalho foi a expansdo das andlises fitoquimicas e do potencial
biolégico de quatro espécies de Hyptis pertencentes a se¢do Peltodon, bem como verificar uma
possivel variagdo fitoquimica (quantitativa e/ou qualitativa) entre as espécies estudadas e coletadas
nio s6 em diferentes dominios, mas em diferentes fitofisionomias. Além disso, avaliamos o

potencial antioxidante e anti-HIV de seus extratos e fases.

6. Caracterizacdo das espécies e locais de coleta
Para a determinagdo dos pontos de coletas para as quatro espécies, o primeiro passo foi
consultar a plataforma speciesLink (http://splink.cria.org.br/), onde foi possivel obter informagdes
como local, coordenadas, descrigdo da planta e caracteristicas do ambiente de acordo com registros
de coletas anteriores, inclusive fotos de exsicatas. Esse banco de dados possui aproximadamente 9
milhdes de registros e ¢ alimentado pelos herbarios que disponibilizam informagdes sobre suas

colegoes.
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Ap0s a consulta inicial pela plataforma speciesLink, foi realizada a busca dos mesmos locais
no mapa de biomas do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2004a) a fim de
determinar classificacdo do dominio fitogeografico no qual a espécie esta inserida. Da mesma
forma, consultamos também o mapa de vegetacdo do IBGE (IBGE, 2004b) para a determinacédo da
fitofisionomia do local de coleta. Além disso, proximo a cada local de coleta, existem estacGes
meteoroldgicas cujo os dados de temperatura e precipitacdo foram disponibilizados pelos 6rgaos
responsaveis.

O mapa de biomas e de vegetacdo do IBGE tornou-se uma ferramenta minuciosamente
fundamentada, especialmente apds um estudo realizado por Arruda e colaboradores (2017), o qual
teve como objetivo caracterizar o espago ambiental dos biomas mais representativos do Brasil e
prever sua cobertura, utilizando indicadores climaticos e indicadores relacionados ao solo,
resultando em dados altamente coerentes com a cobertura real do pais que por sua vez é baseada em
uma juncdo de varios estudos realizados ao longo do tempo.

As espécies alvo do presente estudo foram coletadas entre os meses de novembro (2014) e
maio (2015) para coincidir com a época chuvosa e consequente floracdo das espécies. Em média,
foram coletados cinco individuos de uma mesma populacdo para cada espécie, totalizando 57
amostras. Exsicatas foram preparadas no momento de cada coleta e posteriormente identificadas e
depositadas pela especialista Cintia Luiza da Silva-Luz no Herbario do Instituto de Biociéncias
(SPF) (Tabela 1).

Em posse das autorizacdo de acesso e de remessa de amostra de componente do patriménio
genético niumero 010894/2014-4 obtida pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico (CNPq) e licenca para transporte de material biolégico nimero 47075 obtida pelo
Sistema de Autorizacgéo e Informacao em Biodiversidade (SISBIO), foram coletadas folhas, caules e
flores (quando presentes) das espécies H. campestris, H. comaroides, H. meridionalis e H.
radicans, todas pertencentes a se¢do Peltodon.

A Tabela 1 nos informa detalhes sobre as coletas como: espécie e autor, nimero do voucher
ap6s deposito no herbario SPF da Universidade de Sdo Paulo, dominio fitogeografico e
fitofisionomia do local de coleta, data e numero de individuos coletados, cidade e estado.

A partir deste trecho do presente trabalho, ao serem apresentados resultados em tabelas,
iremos nos referir as espécies e aos locais de coleta pelas abreviacGes utilizadas na Tabela 1. Além

disso, essas abreviacdes serdo relembradas nos rodapes de cada pagina, quando for conveniente.

16



Introducdo geral: escolha do tema, abordagens propostas e caracteristicas dos locais e espécies vegetais

Tabela 1 — Espécies de Hyptis secdo Peltodon coletadas nos Estados de Sao Paulo, Parand e Mato Grosso entre novembro (2014) e maio (2015) e abreviagdes que
serédo utilizadas ao longo do texto.

Abreviagdes
Espécie’ Voucher Dominio fitogeografico®**  Fitofisionomia do local de coleta Data coleta Cidade/ Estado Espécie Local de Dominio fitogeografico Fitofisionomia
coleta
H. campestris ~ Santos 31 Cerrado Cerradio® 18/04/2015 Chapada dos Guimaraes Hcamp Bur © ce
Harley & J. F. B. (Buriti)/ MT
Pastore Santos 8 Cerrado Mata seca’ 11/03/2015 Pirassununga/ SP Pir © ms
Santos 39 Cerrado Cerradio® 20/04/2015 Chapada dos Guimaraes RC © ce
(Distrito Rio da Casca)/ MT
H. comaroides  Santos 21 Tropical Atlantico Campo com aco antrépica® 27/01/2015 Curitiba/ PR Hcom  Cur TA cam/at
(Brig.) Harley &
J. F. B. Pastore
H. meridionalis Santos 45 Tropical Atlantico Floresta ombréfila mista com agéo antrépica® 21/05/2015 Balsa Nova/ PR Hmer BN TA om/at
Harley &J. F. B. Santos 46 Cerrado Savana® 22/05/2015 Jaguariaiva/ PR Hmer Jag C sav
H. radicans Silva-Luz 308 Cerrado e Tropical Atlantico Floresta estacional semidecidual® 21/11/2014 Avaré/ SP Hrad Av ZT (zona de transigdo) es
(Pohl) Harley & Santos 14 Cerrado Mata seca® 08/01/2015 Mogi Guagu/ SP MG C ms
J.F. B. Pastore  Santos 15 Tropical Atlantico Floresta ombréfila mista® 26/01/2015 Campina Grande do Sul/ PR CGS TA om
Santos 3 Tropical Atlantico Floresta estacional semidecidual® 10/12/2014 Mogi das Cruzes/ SP MC TA es
Silva-Luz 295 Tropical Atlantico Eloresta ombroéfila densa® 27/11/2014 Santo André/ SP SA TA od

L Harley e Pastores (2012); 2%*: Aziz Ab'Saber (1977, 2003); IBGE (2004a); ®: Ribeiro e Walter (1998), &: IBGE (2004b).
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H. campestris tem sua ocorréncia confirmada nos Estados de Ronddnia, Tocantins, Bahia,
Maranhdo, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Sdo Paulo e Parané (Harley et
al., 2010) e foi coletada nos Estados de S&o Paulo e Mato Grosso em regides de Cerrado com
fitofisionomia de cerraddo e mata seca, respectivamente. H. campestris possui flor amarelada com

estames vinaceos e folhas opostas e alongadas (Figura 2).

Burit deo da Casca

‘Pwrassummga

500¢lle Earth

T
Sédo Paulo s =4
900 kir

Figura 2 — Hyptis campestris: A. Locais de coleta: Rio da Casca (RC); Buriti (Bur); Pirassununga (Pir);
Fitofisionomia dos locais de coleta: B. Cerraddo (Chapada dos Guimardes - MT) e C. Mata seca
(Pirassununga - SP); Caracteristicas morfologicas de H. campestris: D. Folhas alongadas e opostas, E e F.
Inflorescéncia com flor amarelada com estames vinaceos (Fotos: Furlan C., Santos K. P.).
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H. comaroides ocorre nos Estados de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Parang, Rio Grande
do Sul e Santa Catarina (Harley et al., 2010) e para este trabalho foram coletadas populagdes no
Estado do Parand em é&rea afetada por acdo antropica. H. comaroides possui flor rosa claro com
estames avermelhados e folhas opostas grandes, coridceas e pedunculo bem alongado e héabito

rastejante (Figura 3).

Google Earth

Figura 3 — Hyptis comaroides: A. Local de coleta: Curitiba (Cur); Fitofisionomia do local de coleta: B e C —
Campo com acdo antrdpica (Curitiba - PR); Caracteristicas morfolégicas de H. comaroides: D —
Inflorescéncia com flor rosa claro com estames avermelhados, E — folhas opostas grandes e coriaceas, F -
pedinculo bem alongado (Fotos: B, C, E e F: Furlan C., Santos K. P.; D. Instituto Darwiniano).
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H. meridionalis ocorre nos Estados de Sdo Paulo e Parana (Harley et al., 2010) e suas coletas
foram realizadas no Estado do Parana em regides de Mata e Cerrado com o tipo de fitofisionomia
de floresta ombrofila mista com acdo antropica e savana. H. meridionalis possui flor branca com

estames amarelados e folhas opostas alongadas e coriaceas (Figura 4).

BalsatNova

Figura 4 — Hyptis meridionalis: A. Locais de coleta: Balsa Nova (BN); Jaguariaiva (Jag); Fitofisionomia dos
locais de coleta: B — Floresta ombrofila mista com acdo antropica (Balsa Nova - PR), C e D — Savana
(Jaguariaiva - PR); Caracteristicas morfoldgicas de H. meridionalis: E e F. Inflorescéncia com flor branca
com estames amarelados; G. folhas alongadas, opostas e coriaceas (Fotos: Furlan C., Santos K. P.).
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H. radicans tem sua ocorréncia confirmada nos Estados de Mato Grosso do Sul, Minas
Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parand e Santa Catarina (Harley et al., 2010) e para esta pesquisa
sua coleta foi realizada nos Estados de S&o Paulo e Parand. Tal espécie ocorre em variadas
fitofisionomias como a floresta estacional semidecidual, floresta ombroéfila densa e mista, e mata
seca podendo ser considerada uma espécie generalista. Possui flor amarelada com estames vinaceos,

folhas opostas e habito rastejante (Figura 5).

Google Earth

Figura 5 — Hyptis radicans: A. Locais de coleta: Avaré (Av); Campina Grande do Sul (CGS); Mogi das
Cruzes (MC); Mogi Guagu (MG), Santo André (SA); Fitofisionomia dos locais de coleta: B e C. Floresta
estacional semidecidual (Mogi das Cruzes - SP e Avaré - SP, respectivamente), D. Mata seca (Mogi Guagu -
SP), E. Floresta ombrofila densa (Santo André - SP), F. Floresta ombréfila mista (Campina Grande do Sul —
PR); Caracteristicas morfoldgicas e habito de H. radicans: G. Inflorescéncia com flor amarelada com
estames vinaceos, H. folhas opostas, I. habito rastejante (Fotos: Furlan C., Santos K. P.).
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7. Dados meteoroldgicos dos locais de coleta

Os dados de temperatura e precipitacdo acumuladas dos periodos e locais de coleta foram
disponibilizados pelos seguintes orgdos: Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), Instituto
Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio), Estacdo Meteorologica da
Universidade de Sdo Paulo campus Pirassununga, Centro Nacional de Monitoramento e Alertas de
Desastres Naturais (CEMADEN), Sistema Meteorolégico do Parana (SIMEPAR) e Instituto de
Astronomia, Geofisica e Ciéncias Atmosféricas da Universidade de S&o Paulo (USP — IAG) (Tabela
2). Vale ressaltar, que os dados climaticos obtidos sdo correspondentes aos trinta dias que

antecederam a coleta das espécies vegetais.

Tabela 2 — Dados meteoroldgicos dos locais de coleta para o periodo dos 30 dias que antecederam a coleta.

Espécie, local de coleta, ~ Datade Temperatura Precipitagdo Precipitacdo Estacdo meteorologica
dominio fitogeografico e coleta media (°C)  acumulada (mm) média (mm)

fitofisionomia

Hcamp (Bur, C, ce) 18/04/2015 24,8 212,4 0,3 ICMbio e CEMADEN
Hcamp (Pir, C, ms) 11/03/2015 24,0 1,6 0,1 USP - Pirassununga
Hcamp (RC, C, ce) 20/04/2015 23,2 212,4 0,3 INMET e CEMADEN
Hcom (Cur, TA, cam/at)  27/01/2015 23,0 6,0 0,2 CEMADEN e INMET
Hmer (BN, TA, om/at)  21/05/2015 15,3 75 0,2 INMET

Hmer (Jag, C, sav) 22/05/2015 16,8 12,8 0,4 SIMEPAR

Hrad (Av, ZT, es) 21/11/2014 21,7 2,3 01 CEMADEN e INMET
Hrad (MG, C, ms) 08/01/2015 24,5 10,1 0,3 CEMADEN e INMET
Hrad (CGS, TA, om) 26/01/2015 22,1 3,4 0,1 CEMADEN e INMET
Hrad (MC, TA, es) 10/12/2014 21,1 3,4 01 INMET

Hrad (SA, TA, od) 27/11/2014 27,1 151,6 5,6 USP - IAG

Hcamp: H. campestris, Hcom: H. comaroides, Hmer: H. meridionalis, Hrad: H. radicans; Bur: Buriti (MT),
Pir: Pirassununga (SP), RC: Rio da Casca (MT), Cur: Curitiba (PR), BN: Balsa Nova (PR), Jag: Jaguariaiva
(PR), CGS: Campina Grande do Sul (PR), MC: Mogi das Cruzes (SP), SA: Santo André (SP), Av: Avaré
(SP), MG: Mogi Guacu (SP); C: cerrado, TA: Tropical Atlantico; ce: cerraddo, ms: mata seca, camp/at:
campo com acdo antropica, om/at: floresta ombréfila mista com acdo antrdpica, sav: savana, es: floresta
estacional semidecidual, om: floresta ombréfila mista, od: floresta ombréfila densa; INMET: Instituto
Nacional de Meteorologia, ICMBio: Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade, USP:
Estacdo Meteoroldgica da Universidade de S&o Paulo campus Pirassununga, CEMADEN: Centro Nacional
de Monitoramento e Alertas de Desastres Naturais, SIMEPAR: Sistema Meteoroldgico do Parana, USP:
Universidade de S&o Paulo, IAG: Instituto de Astronomia, Geofisica e Ciéncias Atmosféricas.

As temperaturas médias variaram de 15°C a 27°C, sendo as médias mais baixas registradas no
estado do Parana durante as coletas de H. meridionalis. Para H. radicans, espécie que foi coletada
em mais locais, a variacdo da temperatura média foi maior, com coletas apresentando média dos

ualtimos 30 dias de 21°C e outras com média de 27°C. O fator precipitacdo foi o que mais variou
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entre as coletas, com valores minimos de precipitacdo acumulada de 1,6 mm e maximo de 212,4
mm. Para todas as espécies coletadas em mais do que uma area, houve variacdo da precipitacdo
acumulada de acordo com o local, como por exemplo H. campestris coletada em Buriti (C, ce),
Pirassununga (C, ms) e Rio da Casca (C, ce) que apresentaram valores médios acumulados de
212,40 mm, 1,58 mm e 212,40 mm, respectivamente; e H. radicans coletada em 5 locais diferentes
com diferentes valores médios de precipitagdo acumulada, sendo o0 menor em Avaré (2,29 mm) e 0
maior em Santo André (151,60 mm).

Neste capitulo, esperamos ter possibilitado ao leitor, uma breve introducdo sobre diversos
aspectos que serdo abordados ao longo desse trabalho, principalmente sobre as espécies alvo do
estudo, dominios fitogeograficos, biomas e fitofisionomias em que ocorrem; além dos fatores
abidticos que afetam a producdo de metabdlitos secundarios nas plantas, destacando assim o quao
importante serdo as producgdes geradas com esta pesquisa.

Esta tese foi dividida em 3 (trés) capitulos. No capitulo 1 abordaremos a composi¢éo quimica
das espécies alvo do estudo coletadas em diferentes locais e se ha ou ndo alguma interferéncia de
fatores ambientais em seus perfis quimicos. Os capitulos 2 e 3 abordardo como tais amostras
reagiram frente aos ensaios de potencial biolégico antioxidante e anti-HIV e, ainda, se tais

potenciais terdo ou ndo alguma relacdo com a fitofisionomia de seu local de coleta.
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Capitulo 1. Perfil quimico de Hyptis Jacq. secao Peltodon

Abstract
Only 20% of Hyptis sensu Harley and Pastore (2012) was reported regarding their chemical
composition, being most of these species studied in relation to volatile oil composition. Polar
substances were reported only for 6,1% of the 144 Hyptis spp. The objective of this study was to
contribute with new data on the chemistry of Hyptis, and to verify a possible variation in the
chemical profile among species of natural occurrence in different phytogeographic domains:
Brazilian Savannah and Tropical Atlantic. Hyptis section Peltodon presented phenolic composition
similar to species of the subfamily Nepetoideae, showing the presence of caffeic acid, rosmarinic
acid, and nepetoidins. The phytophysiognomy, and consequently the meteorological data, did not
seem to influence the chemical profile, since there was a different interspecific variation among
species. We must consider that other abiotic factors, besides biotic ones, can contribute to this
variation. Although, data shown a moderate positive correlation between the accumulated

precipitation and the content of flavonoid.

Resumo

Apenas 20% de Hyptis sensu Harley e Pastore (2012) foram pesquisados quanto a sua composi¢do
quimica, sendo a maioria destas espécies estudadas em relacdo a composicdo do Oleo volatil.
Substéancias polares foram reportadas apenas para 6,1% das 144 espécies pertencentes ao género. O
objetivo deste estudo foi contribuir com novos dados fitoquimicos para Hyptis spp., e verificar uma
possivel variacdo no perfil quimico entre espécies coletadas em dominios fitogeogréaficos distintos:
Cerrados e Tropical Atlantico. Hyptis secdo Peltodon apresentou composicao fendlica semelhante a
de espécies da subfamilia Nepetoideae, destacando-se a presenca do acido cafeico, acido
rosmarinico e nepetoidinas. A fitofisionomia e consequentemente, os dados meteoroldgicos,
parecem ndo influenciar o perfil quimico, visto que houve uma variacdo interespecifica diferente
entre as espécies. Devemos levar em conta que outros fatores abidticos, além dos biéticos, podem
contribuir para esta variacdo, entretanto, vimos que ha uma moderada correlacdo positiva entre a

precipitacdo acumulada e teor de flavonoides.
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1.1.Introducéo

1.1.1. Composic¢ao quimica de Lamiaceae Martinov

As espécies pertencentes & Lamiaceae produzem uma grande variedade de metabdlitos
especiais, entretanto, é inegavel que a maioria das pesquisas com tais compostos seja um pouco
restrita as substancias apolares como os 0leos volateis (Sedano-Partida et al., 2018) produzidos na
superficie das folhas e inflorescéncias e que sdo objeto de interesse econdémico para uso medicinal,
cosmético e alimenticio. Segundo Hegnauer (1989), desde 1965, inUmeras pesquisas fitoquimicas
envolvendo Lamiaceae vem contribuindo para a elucidacdo das substancias apolares como 0s
proprios 6leos volateis, triterpenos e diterpenos.

Alguns representantes de Lamiaceae ricos em Oleos volateis, pertencem aos géneros
Pogostemon Desf. (patchouli, subfamilia Lamioideae Harley), Sideritis L. (subfamilia Lamioideae)
e Prostanthera Labill. (subfamilia Prostantheroideae Luerssen) (Hegnauer, 1989).

Entretanto, Hegnauer (1989) enfatiza que a producéo de 6leos volateis parece nao se tratar de
uma caracteristica de Lamiaceae como um todo, sendo mais comum a presenca dessa classe de
substancias na subfamilia Nepetoideae (Dumortier) Luerssen (Harley et al., 2004). Os 6leos volateis
de Nepetoideae sdo compostos principalmente de monoterpenos como a mentona e o timol,
sesquiterpenos como o cariofileno, e fenilpropanoides volateis como o eugenol e metil-chavicol
(estragol) em espécies de Ocimum L. (Grayer et al., 1996; Harley et al., 2004).

Em algumas subfamilias como em Lamioideae, Viticoideae Brig., Ajugoideae Kosteletzky e
Scutellarioideae (Dumortier) Caruel, no lugar de Oleos volateis, a maioria das espécies produz
iridoides, que sdo lactonas monoterpénicas, as quais frequentemente sdo adicionados agUcares, e por
iss0, tais substancias sdo também chamadas de iridoides glicosilados (Harley et al., 2004).

Acredita-se que a presenca de iridoides em Lamiaceae seja uma caracteristica plesiomorfica
enquanto que a producdo de 6leos volateis, uma caracteristica apomorfica. Isso porque os iridoides
estdo geralmente presentes em familias mais basais, como as Verbenaceae J. St.-Hil. e
Scrophulariaceae Juss., que por sua vez, raramente apresentam 6leos volateis (Harley et al., 2004).

A ocorréncia de iridoides glicosilados em Lamiaceae foi descrita pela primeira vez por
Kooiman (1972) e foram muito Uteis como marcadores taxonémicos para a familia (Hegnauer,
1989; Wink, 2003). Entretanto, substancias dessa classe tais como a aucubina, catalpol e
harpagosideo também sdo comumente encontrados em outras familias, como por exemplo
Verbenaceae (Castro-Gamboa e Castro, 2004), Scrophulariaceae (Gowan et al., 1995), Loganiaceae
R. Br. Ex Mart. (Zhang et al., 2003), Rubiaceae Juss. (Lopes et al., 2004), Apocynaceae Juss. (Silva
et al., 2007), Gentianaceae Juss. (Bergeron et al., 1997), Menyanthaceae Dumort. (Junior, 1991),
Oleaceae Hoffmanns. & Link (Jensen, 2002), Caprifoliaceae Juss. (Kumar et al., 2000),
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Plantaginaceae Juss. (Bowers et al., 1992), Pedaliaceae R. Br. (Potterat et al., 1988), algumas
Caprifoliaceae Juss. (Liu et al., 2006), entre outras.

Iridoides foram também registados em alguns membros das Nepetoideae, tais como Nepeta
cataria L., conhecida como a “erva-do-gato”, ¢ Satureja vulgaris (L.) Fritsch, que ndo estdo mais
relacionados com as Lamioideae. Como os iridoides também sdo comuns em Verbenaceae (proxima
evolutivamente & Lamiaceae), um provavel cenario evolutivo sugere que os genes que codificam o
caminho para os iridoides tenham evoluido de um ancestral de Verbenaceae e Lamiaceae. A
auséncia de iridoides na maioria dos membros das Nepetoideae, incluindo as espécies do presente
estudo, pode ser devido a uma inativacdo dos genes correspondentes (Wink, 2003).

A ocorréncia de iridoides e 0leos volateis em Lamiaceae esta altamente correlacionada com as
caracteristicas do pdlen e, por consequéncia, com a classificacdo feita por Erdtman (1945), que
subdividiu a familia em Lamioideae sensu lato e Nepetoideae baseando-se nos dois principais tipos
de polen/nucleos observados por Leitner (1942): gréos tricolpados/ binucleados e hexacolpados/
trinucleados, respectivamente (Pedersen, 2000; Harley et al., 2004). Tomaés-Barberan e
colaboradores (1988) também relatam as diferencas quimicas que suportam esta classificacdo
subfamiliar: a subfamilia Lamioideae produz iridoides glicosilados, mas ndo produz &cido
rosmarinico e é pobre em terpenoides volateis, enquanto a subfamilia Nepetoideae produz &cido
rosmarinico, ndo produz iridoides glicosilados é geralmente rica em terpenoides volateis.

Constituintes terpenoidicos fazem parte da quimica de Lamiaceae em geral. A classe mais
comumente encontrada ¢é a dos diterpenos dos tipos labdanos, neoclerodanos, abietanos, primaranos
e entauranos, presentes nas subfamilias Viticoideae, Ajugoideae, Prostantheroideae,
Scutellarioideae, Lamioideae e Nepetoideae (Hegnauer, 1989; Alvarenga et al.,, 2001).
Diterpenoides do tipo abietano séo caracteristicos da subfamilia Nepetoideae e sdo encontrados em
muitos géneros como Salvia L., Lepechinia Willd., Meriandra Benth., Horminum L., Nepeta L.,
Hyptis, Fuerstia T. C. E. Fr., Hoslundia Vahl, Orthosiphon Benth., Tetradenia Benth., Plectranthus
L’Hér, Aeollanthus Mart. ex Spreng., Dauphinea Hedge e Isodon (Schrad. ex Benth.) Spach
(Harley et al., 2004).

Compostos nitrogenados como alcaloides e glicosideos cianogénicos ja foram relatados em
Lamiaceae entretanto em baixas quantidades (Hegnauer, 1989). Betainas também ja foram descritas
nas subfamilias Lamioideae e Ajugoideae em quantidades relativamente altas. Entretanto, baixas
quantidades desses compostos foram observadas na subfamilia Nepetoideae ( Blunden et al., 1996;
Harley et al., 2004).

Menos pesquisadas em Lamiaceae, entretanto ndo menos importantes, as substancias
fenolicas sdo relativamente pouco conhecidas. Estudos mostram que as espécies dessa familia

produzem uma grande variedade de substancias dessa classe que sdo, muitas vezes acumuladas nas
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plantas em altas concentracfes. As classes mais comuns de fenolicos encontradas em Nepetoideae
sdo os ésteres de acido cafeico e os flavonoides (Harley et al., 2004).

A classe dos flavonoides é de grande importancia dentro das substéncias fendlicas e seus
representantes sdo caracterizados pela presenca de dois anéis aromaticos Ce (A e B) conectados por
um anel benzénico Cs (C) (Figura 1.1) (Taiz e Zeiger, 2013).

Figura 1.1 — Estrutura bésica de um flavonoide.

Para dar inicio a biossintese dos flavonoides, a fenilalanina amonia-liase catalisa a
desaminagdo ndo oxidativa do aminoacido fenilalanina em &cido cindmico, sendo esta, a primeira
reacdo da via geral dos fenilpropanoides. O acido cindmico € hidroxilado pela cinamato-4-
hidroxilase em acido 4-cumarico, que € entdo ativado para a 4-coumaroil-coenzima A (CoA) pela
acdo do 4-cumarato:CoA ligase (4CL). A atividade de 4CL leva a formacdo de 4-coumaroil-CoA,
um composto central do metabolismo dos fenilpropanoides, que por sua vez leva ¢ um dos
precursores na sintese de flavonoides e estilbenos. Com a acdo da chalcona sintase (CHS) e adicdo
de trés moléculas de malonil-CoA ao 4-hidroxicinamoil-CoA entra na via dos flavonoides, sendo a
naringenina importante precursor para a sintese das outras classes de flavonoides. A estrutura final
da flavanona é formada apenas quando as chalconas sdo estereoespecificamente isomerizadas em
naringenina pela chalcona isomerase, uma reagdo conhecida por ocorrer espontaneamente em
ambientes alcalinos. Em uma rota metabdlica alternativa, a acdo de estilbeno-sintases (STS), com o
auxilio de trés moléculas de malonil-CoA, guia a cascata até a via geral dos estilbenos com a
producédo de resveratrol, por exemplo. CHS e STS usam o mesmo sitio ativo semelhante a ceto-
sintase (KS) para catalisar a condensagéo repetitiva de unidades de acetato a uma molécula derivada
de CoA (4-coumaroil-CoA), tipicamente produzindo os produtos aromaticos mono- e biciclicos
resveratrol e naringenina, respectivamente (Choi et al., 2011). As transferases modificam o
esqueleto de flavonoides com agucares, grupos metila e/ ou porcdes acilas, modulando a atividade
fisiologica do flavonoide alterando sua solubilidade, reatividade e interacdo com alvos celulares
(Manach et al., 2004; Ferreyra et al., 2012) além de fornecer o potencial para produzir muitas

estruturas diferentes.
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As regides da América do Sul amazonica e oriental sdo, na maioria das vezes, compostas por
formacgbes geoldgicas mais antigas e, portanto, possuem uma flora muito caracteristica dominada
pela subfamilia Nepetoideae, tribo Ocimeae e subtribo Hyptidinae. Dentro da subtribo Hyptidinae
encontra-se o grande género Hyptis (Harley et al., 2004).

Estudos anteriores realizados no laboratorio de Fitoquimica, apontaram a presenca de alguns
constituintes fenolicos em Hyptis lacustris A. St.-Hil. ex Benth. como acido clorogénico, acido
cafeico, rutina, acido rosmarinico, apiina e luteolina. Também para esta espécie, foi relatada a
presenca das nepetoidinas A e B, além de outros derivados flavonoidicos, derivados do &cido
cindmico e derivados do &cido clorogénico (Sala-Carvalho, 2017). Também em Hyptis radicans
(Pohl) Harley & J. F. B. Pastore e Hyptis multibracteata Benth. foi relatada a presenga das mesmas
classes de constituintes fendlicos: &cidos fendlicos, flavonoides, derivados do &cido clorogénico,
derivados do acido cindmico, nepetoidinas e acido rosmarinico (Sedano-Partida, 2018).

Com o objetivo de reunir todas as informacdes ja descritas a respeito da constituicdo quimica
e do potencial biol6gico de Hyptis sensu Harley e Pastore (2012), foi realizado por Sedano-Partida e
colaboradores (2018), um trabalho de revisdo da literatura utilizando as palavras Hyptis e Peltodon.
879 artigos foram encontrados no SciFinder, 528 no Web of Science e 96 no SciELO. Apesar de
Sedano-Partida e colaboradores (2018) terem obtido um numero relativamente alto de trabalhos
através dessa busca, apenas 20% de Hyptis sensu Harley e Pastore (2012) foram pesquisados, sendo
a maioria das espécies estudada em relacdo a composicdo do 6leo volatil (Sedano-Partida et al.,
2018).

Substancias ndo-volateis, ou seja, com caracteristica polar, foram reportadas apenas para 6,1%
das 144 espécies pertencentes ao género: Hyptis atrorubens Poit., Hyptis brevipes Poit., Hyptis
capitata Jacq., H. lacustris, Hyptis lanceolate Poir., H. multibracteata, H. radicans, Hyptis ramose
Pohl ex Benth. e Hyptis rhomboidea M. Martens & Galeotti (Sedano-Partida et al., 2018). Isso
indica que o restante das espécies de Hyptis ainda ndo foi estudado quanto aos constituintes
fendlicos.

Para tanto, este capitulo teve como objetivo apresentar novos dados fitoquimicos, com
enfoque em constituintes polares, para quatro espécies de Hyptis, dentre as cinco pertencentes a
secdo Peltodon. Como objetivos especificos, este estudo verificou a possivel variacdo no perfil
quimico (quantitativa e/ou qualitativamente) entre espécies coletadas em dominios fitogeograficos

distintos: Cerrados e Tropical Atlantico.

29



Santos, K.P.

1.2. Material e Métodos

1.2.1. Composic¢do quimica

Fragmentos de caule, folhas e flores (quando presentes) de quatro a seis individuos de Hyptis
campestris Harley & J. F. B. Pastore, Hyptis comaroides (Briq.) Harley & J. F. B. Pastore, Hyptis
meridionalis Harley & J. F. B. Pastore, Hypyis pusilla (Pohl) Harley & J. F. B. Pastore e H.
radicans foram secos em estufa a 40°C por 1 semana. O material seco (10 g para cada individuo
coletado) foi triturado e o pd obtido foi extraido por maceracdo em etanol 70% por sete dias a
temperatura ambiente, com troca do solvente a cada dois dias. O extrato bruto hidroalcodlico foi
seco em rotaevaporador e liofilizado para obtencdo do rendimento. Parte do extrato liofilizado (1 g)
foi solubilizada em etanol 50% e particionada em funil de separacdo utilizando os solventes:
hexano, diclorometano e acetato de etila (Ruiz et al., 2005; Reginatto, 2017).

Conforme mencionado anteriormente, este trabalho enfatizou a caracterizacdo das substancias
polares presentes nos extratos e fases. Para tanto, a cromatografia liquida de alta eficiéncia com
deteccdo de arranjo de diodos [(CLAE-DAD) LC1260 - Agilent Techonologies)] foi feita com
deteccdo a 352 nm (que evidencia constituintes flavonoidicos) e a 280 nm (que permite a analise de
outros fenolicos que ndo somente flavonas e flavondis). Foi utilizada coluna Zorbax C-18 (150 x
4.6 mm, 3.5 um) a 45°C. O gradiente de solventes utilizado foi &cido acético 0,1% em agua
ultrapura (AcOH; Synth®) e acetonitrila (CH3CN; J. T. Backer®) comegando com 10% de CHsCN
em AcOH (0-6 min) e aumentando para 15% de CHsCN (6-7 min), isocrético (7-22 min),
aumentando para 50% de CH3CN (22-32 min), aumentando para 100% de CH3CN (32—42 min) e,
finalmente isocratico (42-50 min). O fluxo dos solventes foi de 1 mL min* (dos Santos et al.,
2018).

Para a quantificacdo dos constituintes individualmente, foram utilizadas as &reas dos picos do
cromatograma das amostras obtido por CLAE-DAD, comparadas as curvas de calibracdo dos
padrdes luteolina (Indofine Chemical Company®) (para derivados flavonoidicos) e &cido p-
cumarico (Sigma-Aldrich®) (para derivados cindmicos) com concentracdes entre 1,5 a 150 pg mL™
(para curvas consultar o Anexo). Nesta etapa, vale ressaltar que foram excluidos constituintes sem
espectro UV-visivel, ou seja, com baixa resolucdo, e aqueles que ndo estavam presentes em menos
da metade dos individuos das respectivas populagdes. Todos as amostras foram preparadas na
concentragéo de 2 mg mL™.

Para a identificacdo preliminar dos constituintes das amostras por seus espectros de absorcéao
UV-visivel e tempos de retencdo, foram utilizadas amostras auténticas de flavonoides obtidas por
CLAE-DAD no mesmo método citado anteriormente. Tais substancias presentes nos extratos brutos

e a maioria também nas fases.
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As fases com maior variedade de substancias, foram submetidas a cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLAE-EM-EM) na Central Analitica do
Instituto de Quimica da Universidade de Sdo Paulo em equipamento Shimadzu acoplado aos
detectores SPD-20 Shimadzu e Bruker Daltonics Esquire 3000 Plus, utilizando coluna Zorbax SB-
C18 (150 x 4.6 mm, 3.5 um, Agilent, USA) nas mesmas condicdes de solventes e fluxo descritos
anteriormente. Para a espectrometria de massas as condi¢des foram: fonte ESI+ 500V, voltagem
capilar 4000V, nebulizador a 30 psi, gas secante a 300°C e fluxo de 7 L min™. Aquisicéo realizada

em maddulo negativo.

1.2.2. Analises estatisticas

Foram realizadas anéalises estatisticas no programa R Project for Statistical Computing verséo
3.4.4, onde iniciamos todas as analises com um gréafico do tipo boxplot com a intencdo de verificar
possiveis outliers. Para analises com mais de dois grupos, inicialmente testamos as premissas para o
teste paramétrico Anova, que sdo: distribuicdo normal (teste de Shapiro-Wilk) e variancias iguais ou
homocedasticidade (Teste de Barlett). Atendendo as premissas, utilizamos o Anova com o teste post
hoc de Tukey para determinar as diferencas significantes entre as médias. Nos casos em que houve
distribuicdo normal, mas ndo houve homocedasticidade, realizamos o Anova com o teste t de Welch
que considera as heterocedasticidade dos dados. Para os casos em que a distribuicdo ndo foi normal,
realizamos tratamento dos dados (log10) para que fosse possivel a utilizagdo do teste paramétrico
Anova. Entretanto, se mesmo com o tratamento nos dados, ndo foi observada distribuicdo normal,
empregamos a analise ndo-paramétrica Kruskal Wallis e teste post hoc de Dunn.

Nos casos em que foram comparados apenas dois grupos, empregamos a analise de
distribuicdo normal (teste de Shapiro-Wilk) e variancias iguais ou homocedasticidade (Teste F) e
atendendo as premissas empregamos o teste t para amostras independentes. Para 0s casos em que a
distribuicdo ndo foi normal e/ou ndo houve homocedasticidade, realizamos tratamento dos dados
(log10) para que fosse possivel a utilizacdo do teste t. Entretanto, se mesmo com o tratamento nos
dados, ndo foi observada distribuicdo normal e homocedasticidade, empregamos a analise n&o-
paramétrica Wilcoxon (2 amostras) (Arango, 2009).

Quando conveniente, foi empregado o coeficiente de correlacdo de Pearson, um tipo de

medida que nos informa o grau de correlagdo linear entre duas varidveis numéricas (Vieira, 2008).

1.3. Resultados e discussédo
1.3.1. Composic¢do quimica
Apos o procedimento de extracdo e particdo, quatro fases foram concentradas e liofilizadas
para a obtencdo de seus rendimentos: fase hexano (FH), fase diclorometano (FD), fase acetato de

etila (FAE) e fase hidroalcodlica (FHA) (Figura 1.2). Considerando-se as vérias localidades de
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coleta, foram 11 extratos brutos produzidos em n amostral de pelo menos 4 individuos, totalizando
55 extratos brutos analisados. Para cada extrato bruto, quatro fases de particdo foram produzidas, o
que resultou em aproximadamente 275 amostras analisadas.

Conforme podemos observar na Tabela 2.1, com relacdo ao rendimento do extrato bruto das
espécies coletadas observou-se média de 15,2%. As populacdes de H. campestris apresentaram
extratos com rendimento médio de 12,2%, para H. comaroides o rendimento foi de 15,2%, H.
meridionalis foi em média 12,7% e H. radicans apresentou 17,9% de rendimento médio do extrato

bruto.

HradAv HcampRC HmerBN

HradCGS HcampBur Hmerlag

HradMC HcampPir HeomCur

HradMG

HradSA

Figura 1.2 — Fluxograma da producéo de extratos e fases de Hyptis se¢do Peltodon. Hcamp: H. campestris,
Hcom: H. comaroides, Hmer: H. meridionalis, Hrad: H. radicans. Localidades de coleta: Bur: Buriti (MT),
Pir: Pirassununga (SP), RC: Rio da Casca (MT), Cur: Curitiba (PR), BN: Balsa Nova (PR), Jag: Jaguariaiva
(PR), CGS: Campina Grande do Sul (PR), MC: Mogi das Cruzes (SP), SA: Santo André (SP), Av: Avaré
(SP), MG: Mogi Guacu (SP); EB: extrato bruto, FH: fase hexano, FD: fase diclorometano, FAE: fase acetato
de etila, FHA: fase hidroalcodlica.
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O calculo do rendimento foi feito considerando a massa vegetal seca inicial submetida a
maceracdo (10 g). De acordo com a Tabela 1.1, a fase acetato de etila foi a fase com menor
rendimento comparada as outras 3 fases para todas as espécies analisadas, enquanto a fase
hidroalcodlica foi a que apresentou maior rendimento, refletindo o método inicial de extracdo que
utilizou um solvente com carater mais polar (etanol 70%). A particdo foi eficiente para a separacdo
preliminar dos constituintes do extrato bruto, com a migrac¢do de substancias mais apolares para as

fases hexano e diclorometano.

Tabela 1.1 — Rendimento (%) dos extratos brutos e fases de Hyptis se¢éo Peltodon.

Espécie, local de coleta, EB FH FD FAE FHA
dominio fitogeogréfico e

fitofisionomia

Hcamp (Bur, C, ce) 10,3+14 2 31+04"° 39+102 07+03°49+12°
Hcamp (Pir, C, ms) 12,7122 44062 2907 134012 71+11°%
Hcamp (RC, C, ce) 136+42 2 39+07®25+08° 19+05?2 38+05"

Hcom (Cur, TA,cam/at) 152 +11 34+02 2,2+03 09101 6,2+03
Hmer (BN, TA,om/at) 1224242 27+02 2 18+0,1° 184032 51+0,1°

Hmer (Jag, C, sav) 132+152 29+032 234012 15+0,12 54 +0,2 2
Hrad (Av, ZT, es) 2154122 26+04° 284032 25+1,02 36+16°"
Hrad (MG, C, ms) 16,4 #2,4 ™ 41 +02 2 33+112 284082 35+15"
Hrad (CGS, TA,om)  17,3+1,0% 14+05°¢ 25409 % 15+0,8 2 64 +1,0 2
Hrad (MC, TA, es) 148 +27 ¢ 3,4+032 28+00°2 20062 54+0,8
Hrad (SA, TA, od) 1984142 414042 254052 25+1,12 43+18 %2

Hcamp: H. campestris, H. com: H. comaroides, Hmer: H. meridionalis, Hrad: H. radicans; Bur: Buriti (MT),
Pir: Pirassununga (SP), RC: Rio da Casca (MT), Cur: Curitiba (PR), BN: Balsa Nova (PR), Jag: Jaguariaiva
(PR), CGS: Campina Grande do Sul (PR), MC: Mogi das Cruzes (SP), SA: Santo André (SP), Av: Avaré
(SP), MG: Mogi Guacu (SP); C: cerrado, TA: Tropical Atlantico; ce: cerraddo, ms: mata seca, camp/at:
campo com acdo antropica, om/at: floresta ombrdéfila mista com acéo antropica, sav: savana, es: floresta
estacional semidecidual, om: floresta ombrofila mista, od: floresta ombroéfila densa; EB: extrato bruto, FH:
fase hexano, FD: fase diclorometano, FAE: fase acetato de etila, FHA: fase hidroalcodlica. Médias seguidas
por letras diferentes sdo significativamente diferentes para cada espécie e extrato ou fase (média n = 5;
p<0,05).

Os resultados das analises por CLAE-DAD e CLAE-EM-EM encontram-se na Tabela 1.2,
que nos mostra o perfil de constituintes fendlicos em Hyptis secdo Peltodon. Como esse trabalho
teve como um dos objetivos realizar um screening fitoquimico devido a escassez de estudos com
tais espécies, tentamos fazer com que a integracdo englobasse a maioria das substancias detectadas.
Todos os resultados bem como suas interpretacdes, foram obtidos gracas as condigdes do método,
integracOes e dos comprimentos de onda analisados, ou seja, existem fatores limitantes que n&o nos

possibilitou a elucidacdo de 100% das substancias presentes nas amostras. Vale ressaltar que 0s
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resultados apresentados na Tabela 1.2 referem-se apenas aos extratos brutos pois, como mencionado
acima, a maioria das substancias presentes nos extratos também estdo presentes nas fases.

Os estudos dos flavonoides por espectroscopia revelam que a maioria dos flavondis e flavonas
exibe duas bandas principais de absor¢do: Banda I (300 — 550 nm) que representa a absorcdo do
anel B e Banda Il (240-285 nm) que corresponde a absorcdo do anel A, sendo que pode ocorrer
variagcdes no padrdo de absorcdo dependendo dos grupos funcionais ligados ao esqueleto de um
determinado flavonoide (Markham, 1982).

Tabela 1.2 — Constituintes fenélicos majoritarios do extrato bruto hidroalco6lico de Hyptis spp. analisados
por CLAE-DAD e CLAE-EM-EM.

[M-H]- MS2-

Tr(min)  Uv-visivel mz) () Sugestdo
1 65 0,0 320,308 (om) 178,96 135,01 Acido caféico*?*
2 93 0,1 336,270 593,14 575,66;474,59; 385,42; 355,61; 504,32 Vicenina-2°
3 95 0,0 334,270 Derivado de apigenina”
4 10,2 +0,0 324 (om), 304, 294 (om), 250 ni
5 10,3 £0,0 338, 270 563,18 545,95;504,29; 474,60; 444,87, 385,39; 355,67 |soescaftosideo®
6 10,9 +0,1 338,270 563,13 504,31;474,57; 444,84, 385,39; 355,63 Escaftosideo®
7 11,5 +0,1 336, 308 (om), 272 563,17 504,34;474,57;444,84; 385,38; 355,67 Vicenina-1°
8 11,9 +0,0 336,270 563,19 504,33;474,61; 444,83; 385,40; 355,66 Vicenina-3°
9 13,4 +0,0 336,308 (om), 272 431,07 343,69; 313,56; 285,22 Vitexina®®®
10 13,6 +0,0 336, 270 431,09 343,71;313,60 Isovitexina®
11 13,8 +0,0 344,272, 260 (om) 477,08 478,50;317,61 Cirsimarina®
12 14,5 +0,2 352,310 (om), 264 (om), 256 462,68 301,34 Quercetina hexosideo®®
13 14,6 +0,3 334,280 Derivado flavonoidico®
14 15,2 +0,2 348,266 (om), 254 Derivado de luteolina®
15 16,8 +0,6 354, 310 (om), 262 (om), 256 Derivado de quercetinab
16 19,9 +0,2 326, 310 (om) 359,09 161,31;179,61;197,80 Acido rosmarinico®®®
17 22,1 +0,5 338,286 (om), 268 Derivado de apigeninab
18 22,7 +0,0 328 (om), 310, 294 (om), 254 537,16 494,41;341,71;297,33 Acido litospérmico A>®¢
19 26,1 +0,0 332,272 Derivado flavonoidico®
20 27,0 £0,2 334, 310, 286, 254 ni
21 27,4 +0,0 328 (om), 310, 294 (om), 254 717,19 358,09 Acido litospérmico B¢
22 27,4 +0,0 336,270 Derivado flavonoidico®
23 27,6 0,1 348,282 Derivado flavonoidico®
24 27,6 +0,1 338, 284 (om), 268, 254 (om) Derivado de apigeninab
25 28,3 +0,0 350 (om), 314, 304 (om), 266, 262 (om) Derivado de campferol®
26 28,8 +0,0 330, 284 Derivado flavonoidico®
27 28,9 +0,0 356, 314 (om), 262 (om), 256 Quercetina®”
28 29,0 +0,0 332,278 Derivado flavonoidico®
29 29,3 +0,0 350, 300 (om), 262 (om), 256 462,68 301,34 Quercetina hexosideo”®
30 29,6 +0,0 336, 282 Derivado flavonoidico®
31 29,6 +0,1 324,302 (om) Cafeato de etila®
32 30,4 0,0 336, 284 (om), 268 431,16 287,22 Luteolina ramnosideo®®
33 30,5 £0,0 324, 256 Derivado flavonoidico®
34 30,6 +0,0 338, 300 (om), 266 Apigenina®”
35 31,2 +0,0 338, 316 (om), 250 Nepetoidina B"*
36 31,6 +0,1 324,308 (om) Derivado clorogénicob
37 32,5 +0,0 342,284 Derivado flavonoidico®
38 33,0 +0,0 364, 314 (om), 264 (om), 256 Ramnetina®®
39 33,3 +0,0 344,296 (om), 268 (om), 250 Derivado de luteoling”
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Tabela 1.2 — continuacao.

[M-H]- MS2-

Tr (min)  Uv-visivel (mz)  (ml2) Sugestao

40 33,8 +0,0 332,286 Cirsimaritina®®

41 33,8 +0,0 346 (om), 324, 306 (om), 272 ni

42 33,9 +0,0 326,278 Derivado flavonoidico®
43 34,3 +0,0 348,292 (om), 272, 258 (om) Derivado de luteolina”
44 34,4 +0,0 332,292 (om), 282 Derivado flavonoidico®
45 34,7 +0,0 336, 302 (om), 266 Derivado de apigenina”
46 34,8 +0,0 324,278 Derivado flavonoidico®
47 35,2 +0,0 346, 296 (om), 266 (om), 250 Derivado de luteolina®
48 354 +0,0 332,284 Derivado flavonoidico®
49 35,8 +0,0 340,276 Derivado flavonoidico®
50 37,0 £0,0 342,294 (om), 268 (om), 250 Derivado de luteolina®

Tr: tempo de retencdo. 2 sugestdo de identificacdo pela comparagdo do tempo de retengdo com o padréo
injetado no mesmo método; °: sugestdo de identificacdo pelo espectro Uv-visivel comparado com o padréo
injetado no mesmo método além de referéncias bibliograficas (Markham, 1982); ¢: sugestdo de identificacdo
pelo espectro de fragmentacdo de massas comparado aos das bases de dados online; ¢ identificacdo por
ressonancia magnética nuclear (resultados cedidos gentilmente pela Dra. Martha Dalila Sedano-Partida); ni:
substancias nédo identificadas.

A sugestdo para a identificacdo das substancias foi feita utilizando uma combinagdo de
informagdes como espectro UV-visivel, tempo de retencéo, espectro de massas, além de resultados
de ressonancia magnética nuclear reportados anteriormente e cedidos gentilmente pela Dra. Martha
Dalila Sedano-Partida (Sedano-Partida, 2018).

De acordo com os resultados da Tabela 1.2, foram integradas 50 substancias majoritarias e
podemos afirmar que no geral Hyptis se¢do Peltodon possui em sua maioria, flavonas derivadas de
apigenina e luteolina, corroborando resultados j& reportados anteriormente para diversos
representantes de Lamiaceae (Grayer et al., 2001) (para espectros UV-visivel e estruturas consultar
0 Anexo).

Os dois principais tipos de ésteres de &cido cafeico encontrados em Lamiaceae sdo o acido
rosmarinico e o feniletil cafeoilglicosideo (Harley et al., 2004) sendo este segundo comum como o
acteosideo ou verbascosideo. Entretanto esse segundo grupo de substancias ndo foi reportado para
Nepetoideae, mas sim para a maioria das outras subfamilias de Lamiaceae (Harley et al., 2004;
Pedersen, 2000). Ambos funcionam como importantes marcadores quimiossistematicos no nivel de
subfamilia e sua ocorréncia, assim como os iridoides e 6leos volateis parece estar diretamente
associada ao tipo de pdlen (Erdtman, 1945, Pedersen, 2000).

Um estudo muito relevante realizado por Pedersen (2000), teve como objetivo verificar se a
ocorréncia de fenolicos teria significancia taxonémica em Lamiaceae. Foram utilizadas 365
espécies pertencentes a 110 géneros em uma triagem por meio da técnica de espectroscopia de
ressonancia de spin eletrénico (ESR). A técnica é ideal para detectar e distinguir compostos como o

acido rosmarinico, o éacido clorogénico e os verbascosideos, frequentemente relatados em
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Lamiaceae. Com este estudo foi confirmada a presenca do acido rosmarinico em todas as espécies
estudadas pertencentes a Nepetoideae, as quais, por sua vez, apresentam grdos de polen
hexacolpados. Por outro lado, os verbascosideos foram observados nas espécies pertencentes a
Lamioideae, as quais apresentam gréos de polen tricolpados (Pedersen, 2000).

A presenca do &cido rosmarinico (éster de acido cafeico com acido 3,4-hidroxifenilatico) em
Lamiaceae € restrita a Nepetoideae, visto que tal substancia foi encontrada em grande porcentagem
das espécies e géneros desta subfamilia (Petersen e Simmonds, 2003). O acido rosmarinico, quando
presente nas espécies de Nepetoideae, pode constituir mais de 3% de sua massa seca e é conhecido
pelo seu alto potencial antioxidante (Harley et al., 2004). Entretanto, tal substancia ndo pode ser
considerada um marcador quimiotaxondmico para a subfamilia, uma vez que é encontrada em
outras 39 familias de embriofitas, desde as mais basais como de antoceros e samambaias até mais
derivadas de angiospermas como Boraginaceae (Petersen e Simmonds, 2003; Kim et al., 2015).

E muito comum encontrar estudos relatando a presenca de derivados fendlicos em espécies de
Lamiaceae, especialmente derivados de &cido cinamico e clorogénico, mas também de outros acidos
fendlicos. Como exemplos, foi relatado que os flavonoides e os cidos fendlicos em Rosmarinuus
officinalis L. sdo seus principais constituintes quimicos; Lavandula angustifolia Mill. apresenta
acido cafeico e acido rosmarinico; para Stachys officinalis (L.) Trevis. ex Brig. foram relatados
acido cafeico, acidos rosmarinico e clorogénico; Orthosiphon spicatus Benth. apresenta acidos
rosmarinico e cafeico, além de acidos glicolico e benzoico (Cunha et al., 2012). Em Hypenia
salzmannii (Benth.) Harley, alguns derivados fenolicos ja relatados foram o é&cido p-
metoxicinamico (Messana et al., 1990), alguns fenilpropanoides glicosilados, acido clorogénico,
acido protocateico, hidroquinona e timohidroguinona (Pedersen, 2000). Em algumas poucas
espécies de Nepetoideae, parece haver uma substituicdo do &cido rosmarinico por um outro éster de
acido cafeico: o acido clorogénico (Harley et al., 2004).

O éacido litospérmico A (substancia 18) foi isolado de Lithospermum ruderale Dougl. ex
Lehm. (Boraginaceae) pela primeira vez em 1974 (Kelley et al., 1975). Sua estrutura é uma
conjugacéo do acido rosmarinico e um acido cafeico, diferentemente do acido litospermico B, onde
encontramos um dimero de acido rosmarinico (Petersen e Simmonds, 2003). O &cido litospérmico
A foi detectado em uma populacdo de H. campestris e em todas as populagdes de H. radicans,
entretanto o &cido litospérmico B (substéncia 21), também chamado de acido salvianolico, foi
detectado em algumas populac¢bes de H. radicans como as de Mogi Guagu (SP, C, ms), Mogi das
Cruzes (SP, TA, es) e Santo André (SP, TA, od). Tal substancia juntamente com o &cido
litospérmico A, constituem uns dos numerosos derivados do acido rosmarinico também descritos

para Nepetoideae (Petersen e Simmonds, 2003; Kim et al., 2015;).
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A Tabela 1.3 nos mostra o teor de constituintes fendlicos majoritarios do extrato bruto
hidroalcoolico de Hyptis spp, por espécie e local de coleta e também serd utilizada para discussao
nos préximos capitulos. Entre as espécies de Hyptis se¢do Peltodon, H. campestris foi a que
apresentou maior nimero de constituintes fenolicos, sendo detectadas, em meédia, 25 substancias em
seu extrato bruto. Em H. meridionalis foram detectadas em média, 12 substancias e em H.
comaroides e H. radicans foram detectadas 15 substancias (Tabela 1.3).

Além disso, o &cido cafeico (substancia 1) e o acido rosmarinico (substancia 16), conforme
esperado, foram encontrados em todas as espécies analisadas neste estudo sendo este ultimo,
encontrado em outras espécies de Hyptis reportadas anteriormente, como H. atrorubens (Abedini et
al., 2013), H. brevipes e H. lanceolata (Pedersen, 2000); H. capitata (Almtorp et al., 1991); H.
lacustris, H. lappulacea e H. multibracteata (dos Santos et al., 2018).

Em Lamiaceae, o tipo mais comum de flavonoides sdo as flavonas O-glicosiladas
frequentemente hidroxiladas na posicdo 6. As flavonas glicosiladas e hidroxiladas na posicdo 8
ocorrem em casos mais raros sendo, inclusive, usadas como importantes marcadores taxondémicos
para niveis infragenéricos, especialmente no nivel de secdo, como ocorre em Sideritis (Barberan,
1985; Gil et al., 1993; Harley et al., 2004; Fraga, 2012), Teucrium L. (Harborne et al., 1986; Harley
et al., 2004) e Lavandula L. (Upson et al., 2000; Harley et al., 2004).

Em Hyptis secdo Peltodon, principalmente em H. campestris, destacou-se a presenca de
flavonas C-glicosiladas como por exemplo as substancias derivadas de apigenina 2, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11 (Tabela 1.2) que equivalem respectivamente a vicenina-2 (apigenina-6,8-di-C-glucosideo),
isoescaftosideo (apigenina-6-C-arabnosila-8-C-glucosideo), escaftosideo (apigenina-6-C-glucosil-8-
C-arabnosideo), vicenina-1 (apigenina-6-C-xilosil-8-C-glucosideo), vicenina-3 (apigenina-6-C-
glucosil-8-C-xilosideo), vitexina  (apigenina-8-C-glucosideo), isovitexina (apigenina-6-C-
glucosideo) e cirsimarina (cirsimaritina-4'-glucosideo). Segundo o trabalho de revisdo realizado por
Sedano-Partida e colaboradores (2018) ndo ha, até o momento, relatos da presenca de tais

substancias em Hyptis spp.
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Tabela 1.3 - Constituintes fendlicos (mg g™) majoritarios do extrato bruto hidroalcodlico de Hyptis spp. analisados por CLAE-DAD (352 nm e 280 nm).

Hcamp Hcom Hmer Hrad
Bur Pir RC Cur BN Jag Av MG CGS MC SA
Substancia** (C, ce) (C, ms) (C, ce) (TA, cam/at) (TA, om/at) (C, sav) (ZT, es) (C, ms) (TA,om) (TA, es) (TA, od)

104 00 08 +01 06 01 18 0,1 13 +02 14 02 23 05 21 04 31 05 39 02 31 06
218 +04 04 0,1 21 07 * 04 02 05 01 04 01 05 01 04 01 06 01
3 03 0,0 10 05
4 09 02 13 03 12 01 14 103 18 03
517 02 04 01 * * * * * * *
677 15 43 04 94 30 21 06 1,0 03 09 01 10 0,1 08 02 15 0.2
705 +01 03 0,0 05 01 * * * * *
805 #01 03 0,0 06 =02 * * * 04 20,0
932 12 * 31 14 *
1028 #13 * 28 14 * * *
11 44 0,7 94 22 10 03
1209 #03 0,7 01 18 11 21 06 * * 0,7 0,3 *
13 12 0.2
14 1,3 107
15 08 01
16 1,3 0,2 49 +13 22 08 200 40 12,7 13 112 430 32 +1,3 80 +19 69 +27 161 30 122 10
1710 01 1,0 0,1 * 20 04 * *
18 2,0 0,3 14 04 7,7 24 54 09 66 13 84 17
19 04 0,1 06 01 03 02
2047 24 21 +04 39 06 21 09 24 04 09 05
21 0,7 0,3 06 01 06 01
22 * 04 02 14 03
23 45 +17 50 #14 15 03
2418 09 * 1,1 02 *
2514 0,7 24 09 15 #11 21 06 54 02 14 05 03 #0,1 03 02 *
26 26 10 12 04 22 11
2731 08 22 1,1 07 02 * * * *
28 25 0,7 10 03 31 272
29 12 05 *
30 * 32 10 38 #19
31 40 06 15 +08 32 +08 49 +13 34 08
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Tabela 1.3 — continuacéo.

Hcamp Hcom Hmer Hrad
Bur Pir RC Cur BN Jag Av MG CGS MC SA

Substancia** (C, ce) (C, ms) (C, ce) (TA, cam/at) (TA, om/at) (C, sav) (ZT, es) (C, ms) (TA,om) (TA, es) (TA, od)

3219 14 18 +13 15 108 35 07 0,7 %04 12 05 22 09

33 1,0 +0,3 13 0,6

3406 02 * 08 0,0 * 06 03 18 04 * *

35 0,1 +00 10 +0,7 10 +02 17 +23 10 0,7 53 #12 28 +10 13 08 35 02 40 11

36 15 08 17 109 19 07

3703 +01 03 #01 06 0,3

38 03 0,0

3903 01

40 05 0,3 * 1,0 05 05 +01 06 02 07 01

4116 03 13 04 12 03

42 05 02 * * * *

4303 0,1 = *

44 * 05 10,0

4507 +03 05 02 08 01 04 03 05 01

46 08 02 * * * *

4720 +05 33 1,0 26 1,2

48 * 04 02 * *

4909 02 02 01 06 =02
5061 +08 21 +08 42 08

Hcamp: H. campestris, Hcom: H. comaroides, Hmer: H. meridionalis, Hrad: H. radicans; Localidades: Bur: Buriti (MT), Pir: Pirassununga (SP), RC: Rio da Casca
(MT), Cur: Curitiba (PR), BN: Balsa Nova (PR), Jag: Jaguariaiva (PR), CGS: Campina Grande do Sul (PR), MC: Mogi das Cruzes (SP), SA: Santo André (SP), Av:
Avaré (SP), MG: Mogi Guagu (SP); C: cerrado, TA: Tropical Atlantico; ce: cerraddo, ms: mata seca, camp/at: campo com agdo antropica, om/at: floresta ombrofila
mista com acdo antrdpica, sav: savana, es: floresta estacional semidecidual, om: floresta ombrofila mista, od: floresta ombrofila densa. Média +desvio padrao.
*:Substancias ndo detectadas no extrato bruto, mas presentes em outras fases. **: Para sugestao de substancia ou classe ver Tabela 1.2.
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Entretanto, em Lamiaceae, ja foi reportada a presenca das substancias aqui encontradas como
a vicenina-2 em Teucrium spp. (Harborne et al., 1986; Toméas-Barberan et al., 1988), Ocimum
gratissimum L. (Casanova et al., 2014), Lavandula dentata L. (Upson et al., 2000), Mentha
pulegium L. (Zekri et al., 2013). Husain e Markham (1981) referem-se a vicenina-2 como uma
glicoflavona. Foram eles que encontraram tal substancia pela primeira vez em Lamiaceae ao estudar
0s géneros Origanum L., Thymus L. e Hyssopus L., entretanto, verificaram que essa substancia era
restrita & apenas algumas sec¢des do género Origanum L. como a se¢do Majorana (Miller) T. Vogel,
e de Thymus L. como as se¢des Pseudothymbra Benth., Vulgares Velen. e Zygis Willk. Em
Hyssopus L. a vicenina-2 foi reportada nas trés espéecies do género.

Em Leucocyclus Boiss. (Asteraceae), substancias como a isovitexina e uma série de derivados
de iso-orientina, foram relatadas juntamente com di-C-glicosil-apigeninas com a vicenina-3,
escaftosideo, isoescaftosideo e di-C-glicosil-luteolinas nas folhas (Valant-Vetschera, 1985). Em
Hyptis secdo Peltodon, além das di-C-glicosil-apigeninas citadas também foi detectada a isovitexina
(substancia 10) e derivados de luteolina (substancias 14, 32, 39, 43, 47 e 50), sendo que estes
ultimos ndo foram observados em H. meridionalis.

Outros derivados glicosilados de apigenina como a vicenina-1 ja foram reportados em
Lamiaceae como por exemplo em Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng. (Sulaiman et al., 2018)
entretanto, ndo foram encontrados relatos da presenca de vicenina-3.

O escaftosideo e seu isdmero também j& foram reportados anteriormente em algumas espécies
de Lamiaceae como por exemplo em Isodon lophanthoides var. gerardianus (Benth.) H. Hara (Feng
et al., 2016) e Vitex polygama L. (Gallo et al., 2008). Entretanto, pelo retorno de manuscritos apos
buscas em ferramentas de pesquisas de artigos académicos, sua distribuicdo parece ser um pouco
mais restrita em Lamiaceae quando comparada a vicenina-2, por exemplo.

Hossain e colaboradores (2010) descreveram a composicdo fenolica de cinco espécies de
Lamiaceae utilizadas como especiarias: alecrim, orégano, salvia, manjericdo e tomilho. No referido
estudo, a classe dos flavonoides foi a mais representativa, sendo identificada a apigenina, luteolina e
seus derivados glicosilados, além da galocatequina, floridzina, quercetina e rutina (Hossain et al.,
2010).

Tomas-Barberdn e colaboradores (1988) ja haviam reportado em Lamiaceae, mais
especificamente na subfamilia Nepetoideae, a presenca de flavonas glicosiladas derivadas de
apigenina e a luteolina, alem do crisoeriol. De acordo com o estudo, em Nepetoideae nédo foi
reportada a presenca de 8-hidroxiflavonas, corroborando, portanto, os dados aqui obtidos.

Os flavonoides agliconas e muitas vezes altamente metoxilados que ocorrem em Lamiaceae
(Grayer et al., 2001), geralmente estdo associados a espécies produtoras de Oleos volateis e/ou

diterpenos na superficie da planta e, devido a esse fato, sdo também chamados de flavonoides “de
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superficie” (Harley et al., 2004). Tipica de Lamiaceae, a flavona cirsimaritina ou 5,4'-dihidroxi-6,7-
dimetoxiflavona é um exemplo de flavonoide frequentemente referido como “de superficie” por
conta do padrdo de substituicdo 5-hidroxi-6,7-dimetoxi do anel A. Foi isolada de Centaurea
scoparia Sieb. (Asteraceae) pela primeira vez em 1995 (Youssef e Frahm, 1995; Harley et al.,
2004), mas também reportada em Teucrium spp. (Harborne et al., 1986) e agora em Hyptis.

Além do flavonoide cirsimaritina (substancia 40) encontrado em H. radicans e H.
comaroides, nesta Ultima espécie também foi detectada a cirsimarina ou cirsimaritina-4"-O-
glucosideo (substancia 11), também reportada em Teucrium arduini L. (Lamiaceae) (Harborne et
al., 1986).

Algumas substancias aqui descritas como o acido litospérmico A (substancia 18), o cafeato de
etila (substancia 31) e a nepetoidina B (substancia 35) ja haviam sido reportadas para H. radicans,
apos a elucidacao de suas estruturas por ressonancia magnética nuclear por nosso grupo de pesquisa
(Sedano-Partida, 2018).

Assim como a cirsimaritina, os ésteres de acido cafeico: nepetoidina A e nepetoidina B sdo
frequentes em Lamiaceae, sendo ambos caracteristicos das espécies pertencentes a subfamilia
Nepetoideae. Sua presenca foi reportada em outras espécies de Hyptis como H. lanceolata
(Pedersen, 2000), H. ramosa (Grayer et al., 2003), H. rhomboidea (Tsai e Lee, 2014), H. lacustris
(Sala-Carvalho, 2017) e H. multibracteata (Sedano-Partida, 2018). A distribuicdo desses fendlicos é
de grande importancia taxonémica, uma vez que outras subfamilias de Lamiaceae ndo possuem
essas substancias em sua composicdo. Devido a isso, acredita-se que as nepetoidinas possam
constituir um marcador taxonémico para a subfamilia Nepetoideae (Grayer et al., 2003).

Os padrdes de hidroxilacdo e metilacdo dos flavonoides de superficie servem, muitas vezes,
como caracteristica para o nivel hierarquico de tribo. Um exemplo disso é um padrdo de
substituicdo 5,7-dihidroxi-6,8-dimetoxi (como encontrado na nevadensina) que é caracteristico da
tribo Ocimeae, subtribo Ociminae (Grayer et al., 2001; Harley et al., 2004). O género Scutellaria
produz um grande nimero de flavonoides de superficie que sdo caracteristicos e restritos a este
género e apresentam, na maioria 0s casos, um anel B n&o substituido ou uma oxigenagdo em 2’
(Harley et al., 2004).

Comparando com os dados obtidos neste trabalho, os poucos estudos de substancias nao-
volateis de Hyptis relatam a presenca de derivados metoxilados de apigenina em H. capitata
(Almtorp et al., 1991) e H. rhomboidea (Tsai e Lee, 2014), entretanto, ndo ha relatos da presenca de
luteolina (Sedano-Partida et al., 2018).

Para facilitar a comparagdo das espécies analisadas, reunimos os 50 constituintes detectados
via CLAE-DAD nas seguintes classes fenolicas: derivados flavonoidicos, derivados cindmicos e

derivados clorogénicos. Por se tratar de substancias caracteristicas da familia e subfamilia, o &cido
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rosmarinico e a nepetoidina B constituiram dois outros grupos representativos das quantidades de
substancias fenolicas no extrato bruto (Tabela 1.4).

H. campestris apresentou maior diversidade de substancias em seu extrato bruto, sendo os
derivados flavonoidicos os componentes majoritarios. H. comaroides, apesar de ndo apresentar
elevada diversidade de constituintes em seu extrato bruto, foi a espécie que apresentou o maior teor
de &cido rosmarinico, mas também o segundo maior teor de derivados flavonoidicos. H. radicans
foi a espécie que apresentou menor teor de derivados flavonoidicos, mas em contrapartida,
apresentou alto teor de derivados clorogénicos e nepetoidina B. Quanto ao &cido rosmarinico, H.
comaroides e H. meridionalis foram as duas espécies com 0s maiores teores desse constituinte.
Apesar desses resultados mostrarem uma variacao entre as classes de constituintes fenolicos entre
as espécies, o teor de substancias fendlicas total ndo variou significativamente entre elas (Tabela
1.4).

Tabela 1.4 - Teor de substancias fenolicas agrupadas por classes de constituintes no extrato bruto de Hyptis
se¢do Peltodon analisados por CLAE-DAD e expressos em mg g™.

EB

Classe de substancias Hcamp Hcom Hmer Hrad
Derivados flavonoidicos 295+134% 169 +90% 154 +7,1° 71 +39°
Acido rosmarinico 28 +18° 200 +40° 128 +1,6* 89 #51°
Derivados clorogénicos 11 #1,0° 18 +01° 13+02° 11,8 +32°
Derivados cindmicos - - - - - - - -
Nepetoidina B 01 +00° 10 +02%* 09+05% 34 +1,6°
ni 46 +14°% 21 +09° 16+09° 13 +04°
Total de constituintes fendlicos 37,9+148°% 406 +147% 295 +84°% 304 +85°

Hcamp: H. campestris, H. com: H. comaroides, Hmer: H. meridionalis, Hrad: H. radicans. EB: extrato
bruto, FH: fase hexanica, FD: fase de diclorometano, FAE: fase acetato de etila, FHA: fase hidroalcoolica.
Derivados flavonoidicos: valores expressos em miligramas de substéncias equivalentes a luteolina por grama
de extrato (mg EL g-1). acido rosmarinico, derivados clorogénicos e derivados cinamicos: valores expressos
em miligramas de substancias equivalentes a acido p-cumarico por grama de extrato (mg Ep g-1). Analises
estatisticas realizadas entre espécies (intraespecifica) e por extrato ou fase sendo que médias com letras
diferentes sdo significativamente diferentes (p<0,05).

Discutindo um pouco mais especificamente sobre a fitoquimica de Hyptis se¢do Peltodon,
foram pesquisados artigos dos Ultimos dez anos. Além disso, buscamos informagdes pelos
respectivos sinbnimos mais recentes de cada especie, ou seja: Peltodon radicans, P. tomentosus, P.
rugosus e P. longipes; que equivalem respectivamente a H. radicans, H. campestris, H.
meridionalis e H. comaroides.

Os poucos trabalhos encontrados com H. radicans, também conhecida popularmente como

paracari, horteld-do-mato, horteld-brava, mentrasto, meladinha, rabugem-de-cachorro, sdo estudos
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etnofarmacoldgicos, como o realizado recentemente por Ricardo e colaboradores (2017) que relata
0 uso popular de tal espécie para tratamento de asma e picada de cobra, sendo inclusive citada por
Von Martius em “Materiae Medicae” e na 12 Edicdo da Farmacopéia Oficial Brasileira (Brandao et
al., 2009).

Em outro trabalho de revisdo etnofarmacoldgica realizado por Scio e colaboradores (2012), H.
radicans tem reportado o0 uso de suas partes aéreas para diversas finalidades na medicina popular
como: expectorante, coqueluche, asma, espirros, carminativo, inflamag¢Ges dos rins e do figado
(Rodrigues e Carvalho, 2001), dermatites, picadas de escorpides e cobras (da Costa et al., 2008),
antiespasmadico, sifilitico, anti-inflamatério em formulagdes (Medeiros et al., 2007), parasitose e
diurético. Suas acfes medicinais foram associadas a presenca de triterpenos e flavonoides (Scio et
al., 2012).

Nessas pesquisas bibliograficas, mais uma vez verificamos a importancia do presente estudo,
pois, apesar de dentro da secdo Peltodon termos espécies facilmente encontradas pelo Brasil, como
é 0 caso de H. radicans, os trabalhos sdo extremamente escassos, principalmente no que diz respeito
ao perfil quimico. O mesmo ocorre para H. campestris, que ndo possui relatos fitoquimicos na
literatura. Entretanto, seu uso na medicina popular é documentado como antitussico, nas gripes e
resfriados e como vermifugo (Rodrigues e Carvalho, 2001). Para H. meridionalis e H. comaroides,
também ndo foram encontrados trabalhos fitoquimicos e etnofarmacol6gicos. Para essa Ultima
espécie, apesar de ndo ser citada em estudos etnofarmacoldgicos, possui alguns estudos
fitoquimicos, onde foi relatada a presenca de diterpenos abietanos (Fronza et al., 2011; Agostini-
Costa et al., 2012) além de acido géalico, acidos clorogénico, cafeico, elagico e rosmarinico,
quercetina e campferol (Kuhn et al., 2015).

Parte dos resultados desta tese foi recentemente combinada a de outras espécies de Hyptis
analisadas pelo grupo de pesquisa, sendo este, o trabalho mais recente sobre o género. Nele foi
discutida a presenca de diversas substancias fenolicas como acidos fendlicos, flavonoides,
derivados do &cido clorogénico e derivados do acido cinamico (dos Santos et al., 2018), também
discutidas neste capitulo.

Para a andlise quantitativa dos diferentes constituintes presentes nas fases de Hyptis secdo
Peltodon (Tabela 1.5), os resultados foram obtidos pela comparagdo das populagdes para uma
mesma espécie. Para a separacdo dos constituintes do extrato bruto hidroalcodlico foram
selecionados quatro solventes: hexano, de baixa polaridade; diclorometano, de media para baixa
polaridade; acetato de etila, de média para alta polaridade (Collins et al., 2006). Conforme
apresentado na Tabela 1.5, a fase hexanica, em funcdo da menor polaridade do solvente utilizado,
apresentou o menor teor de derivados flavonoidicos, para todas as espécies se comparada com as

demais fases. Esse resultado era esperado, uma vez que partimos de um extrato hidroalcodlico
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(polar) para iniciar a particdo. Sabe-se que substancias polares séo solGveis em solventes polares e
vice-versa (Collins et al., 2006). Esse resultado indica que a maceracdo em etanol 70% foi eficiente
na extracdo de substdncias de cardter mais polar. Resultado similar se observa na fase
diclorometano que foi importante para a separacdo de substancias do extrato bruto com carater um
pouco mais polar em comparacdo com as particionadas utilizando hexano.

As fases diclorometano e acetato de etila foram as que apresentaram maiores teores de
substancias fendlicas totais, assim como de cada classe fendlica, quando comparadas as fases
hexano e hidroalcoolica. Isso indica que as sustancias presentes no extrato bruto possuem caréater de
polaridade intermediaria. A particdo utilizando hexano util para retirar do extrato bruto as
substancias mais apolares, como clorofilas por exemplo, proporcionando uma limpeza do extrato

bruto e concentrando as substancias de interesse em outras fases.

1.3.2. A fitofisionomia influencia o perfil quimico dos extratos de Hyptis secdo Peltodon?

Até o momento, a intencdo foi caracterizar e discutir o perfil quimico das espécies de Hyptis
secdo Peltodon independente da regido onde foram coletadas. Neste subitem discutiremos a
possivel influéncia dos fatores meteoroldgicos (como temperatura e indice de precipitacdo) nos
teores de constituintes fenolicos dos extratos brutos das espécies coletadas em ambos os dominios
fitogeogréaficos propostos. Para isso, utilizamos os resultados da composicdo dos extratos brutos,
pois, novamente, além de englobar a maior parte das substancias que estdo presentes nas fases, a
composicdo destas Ultimas, conforme observado, € resultado do método de particdo e ndo do
ambiente.

H. campestris foi coletada em trés locais diferentes e, portanto, os resultados apresentados
refletem as diferencas entre as popula¢fes sob um mesmo dominio fitogeografico. As espécies H.
meridionalis e H. radicans sdo as de ocorréncia em ambos os dominios, e, dessa forma, foram as
utilizadas para as discussdes sobre a influéncia do dominio fitogeografico no perfil quimico das
espécies. Para facilitar a discussdo dos resultados, apresentamos a Tabela 1.6 onde os dados
meteoroldgicos de cada local de coleta estdo reunidos aos teores de cada classe de substancias

fenolicas detectadas nos extratos brutos de Hyptis secdo Peltodon.
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Tabela 1.5 — Teor de substancias fenélicas (mg g*) agrupadas por classes de constituintes no extrato bruto hidroalcoélico e fases de Hyptis secdo Peltodon

analisados por CLAE-DAD.

EB
Classe de substancias Hcamp Hcom Hmer Hrad

Bur (C, ce) Pir (C, ms) RC (C, ce) Cur (TA, cam/at) BN (TA, om/at)  Jag (C, sav) Av (ZT, es) MG (C, ms) CGS (TA,om)  MC (TA, es) SA (TA, od)
Derivados flavoroidicos 378 +88° 145 =+36° 359 +10,9° 169 +90 217 +40° 102 #41° 9,0 +2,3° 41 #16° 103 #25° 44 #13° 71 +24%®
Acido rosmarinico 13 #02° 43 #04% 22 #08° 200 #40 122 #03% 11,2 #30° 32 #1,3° 80 #1,9° 69 +27™ 150 *22% 122 #10°
Derivados clorogénicos 04 #00° 08 #01° 25 #03° 18 0,1 13 0,1 14 +02° 74 +14° 123 #31% 126 #29% 136 +25® 155 #19°
Derivados cinamicos ; R ; - ; - i, - - ; R - - , i, i, i, - i, R R R
Nepetoidina B = - 01 #00?® 10 =#07° 1,0 0,2 0,7 +0,3° 1,0 +0,6° 53 +1,2° 28 $10™ 13 08° 35 02% 40 #11%®
ni 62 +25° 34 +06° 51 #09% 2,1 0,9 2,6 +0,3° 0,7 #01° 0,9 +0,2° 13 #03%* 12 +01® 12 #05® 18 +03°
Total de constituintes
fendlicos 455 +112% 222 +51° 46,1 +12,5° 406 +147 387 #40° 246 +49° 258 +25° 264 254" 319 +83% 333 #53%® 405 #41°

FH
Classe de substancias Hcamp Hcom Hmer Hrad

Bur (C, ce) Pir (C, ms) RC (C, ce) Cur (TA, cam/at) BN (TA, om/at)  Jag (C, sav) Av (ZT, es) MG (C, ms) CGS (TA,om)  MC (TA, es) SA (TA, od)
Derivados flavonoidicos 21 #01°% 21 #03°% 17 03° - - - - - - 0,5 0,1 ° 0,3 £0,0° 05 +01° 0,3 +0,1° 0,2 +0,0°
Acido rosmarinico B _ . _ . _ . _ - - _ - - . B} B} _ . _ _ _
Derivados clorogénicos - - - - - - i, - - - - - - - - i, i, - i - - R
Derivados cinamicos - - - - - - - _ - - - - _ - - - - - - - - -
Nepetoidina B - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - R
ni - - 02 %00 - c - - - - c - - - - - - - - - - -
Total de constituintes
fendlicos 21 01 23 #03°% 18 02° - - = = - = 0,5 +0,1° 0,3 #0,0° 05 +0.1° 0,3 +0,1° 0,2 +0,0°

FD
Classe de substancias Hcamp Hcom Hmer Hrad

Bur (C, ce) Pir (C, ms) RC (C, ce) Cur (TA, cam/at) BN (TA, om/at)  Jag (C, sav) Av (ZT, es) MG (C, ms) CGS (TA,om)  MC (TA, es) SA (TA, od)
Derivados flavonoidicos 344 +126° 221 +09° 6838 +26,4° 30,2 22,7 233 #13° 79 £1,7° 180 +64° 85 *43° 165 #36°% 120 #54°% 164 7,2°
Acido rosmarinico - - - - - - 46 +24 - - - - - - 31 #1.1° 32 #11° - - 93 #35°
Derivados clorogénicos - - 12 01 - - 33 #09 23 #05° 23 #06° 6,3 +1,7° 34 #09° 86 +1,1° 75 +09% 94 #12°
Derivados cinamicos - - - - - - 2,6 07 1,7 +03° 20 +04° 23+10° 2,7 +0,7° 36 +0,8° 46 +1,7° 25 +0,9°
Nepetoidina B = = = = = = - - = = = = 1,0 0,5 2 - - 0,8 0,42 1,0 +06° - -
ni 33 #17% 47 #10% 46 21° - - - - c c - - - - 06 +02° - - 04 +02°
Total de constituintes
fendlicos 37,7 +128% 187 £121° 73,3 +27,7° 389 £222 205 +114% 123 +12% 276477 165 +46° 314 +43® 237 +76% 307 +30°
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Tabela 1.5 — continuacéo.

FAE
Classe de substancias Hcamp Hcom Hmer Hrad

Bur (C, ce) Pir (C, ms) RC (C, ce) Cur (TA, cam/at) BN (TA, om/at)  Jag (C, sav) Av (ZT, es) MG (C, ms) CGS (TA,om)  MC (TA, es) SA (TA, od)
Derivados flavonoidicos 959 +166% 350 +7,0° 53,9 +188° 451 #70 282 +46° 137 +25° 75+33% 51 #14% 141 61° 34 +06° 88 +23%
Acido rosmarinico 73 +09% 18,3 +100°® 50 18" 57,9 +14,5 478 +92°% 633 +19,7° 80 +47% 236 #93% 189 +7,1° 246 #66°% 272 +98°
Derivados clorogénicos 15 #05°% 25 #10° - = 6,6 +1,7 44 +05° 6,9 +1,4° 30 +1,4° 120 +23° 6,8 +3,0° 44 +09° 158 +27°
Derivados cinamicos - _ - - - - - - - - - - _ _ - _ _ - - - - -
Nepetoidina B - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
ni 56 +37°% 18 +12°% 56 +12° - - 37 +28° 0,6 +0,2° 0,6 +0,2° 13 #03% 27 +20° 0,7 #02° 17 #0,3%®
Total de constituintes
fendlicos 109,5 +18,0°% 57,6 +157° 64,5 +19,8° 109,6 +19,3 832 #90% 842 #191% 178+99° 291 +173% 414 #145%® 259 #137%® 535 +10,0°

FHA
Classe de substancias Hcamp Hcom Hmer Hrad

Bur (C, ce) Pir (C, ms) RC (C, ce) Cur (TA, cam/at) BN (TA, om/at)  Jag (C, sav) Av (ZT, es) MG (C, ms) CGS (TA,om)  MC (TA, es) SA (TA od)
Derivados flavonoidicos 88 +18% 30 #13° 51 +23° 59 +1,8 3,6 +0,6° 1,1 +0,4° 0,5 0,3 - - 05 +02%® 0,3 #0,1° 1,0 #0,0°
Acido rosmarinico - - - - - 71 16 - - - - - - - - 37 +04° 40 £12°
Derivados clorogénicos - - - - - - - - - - - - .- 68 #32% - - 50 #13° 99 #14°
Derivados cinamicos - - ; - - - - i, i, - - - R R - R - i, i, R - R
Nepetoidina B - - - - - - - - - - - - R - - - - - - - - -
ni 35 #0,8% 05 #02° 13 #10° - - 0,6 0,2 - - 04 +0,2° 11 02%® 07 00" 10 #04%* 15 #03°
Total de constituintes
fendlicos 11,1 #19° 33 #16° 57 #30° 13,0 #3,0 40 +09° 1,1 +04° 1,0 +0,2° 6,6 +4,1° 0,8 +04° 52 $02°% 154 +26°

Hcamp: H. campestris, H. com: H. comaroides, Hmer: H. meridionalis, Hrad: H. radicans; Bur: Buriti (MT), Pir: Pirassununga (SP), RC: Rio da Casca (MT), Cur:
Curitiba (PR), BN: Balsa Nova (PR), Jag: Jaguariaiva (PR), CGS: Campina Grande do Sul (PR), MC: Mogi das Cruzes (SP), SA: Santo André (SP), Av: Avaré (SP),
MG: Mogi Guacu (SP); C: cerrado, TA: Tropical Atlantico; ce: cerradao, ms: mata seca, camp/at: campo com acao antrdpica, om/at: floresta ombréfila mista com
acdo antropica, sav: savana, es: floresta estacional semidecidual, om: floresta ombroéfila mista, od: floresta ombroéfila densa; EB: extrato bruto, FH: fase hexanica,
FD: fase de diclorometano, FAE: fase acetato de etila, FHA: fase hidroalcoolica. Derivados flavonoidicos: valores expressos em miligramas de substancias
equivalentes a luteolina por grama de extrato (mg EL g-1). &cido rosmarinico, derivados clorogénicos e derivados cindmicos: valores expressos em miligramas de
substancias equivalentes a cido p-cumarico por grama de extrato (mg Ep g-1). Analises estatisticas realizadas entre populacdes da mesma espécie (interespecifica) e
por extrato ou fase sendo que médias com letras diferentes sdo significativamente diferentes (p<0,05).
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Tabela 1.6 - Dados meteoroldgicos e teor de substancias fenélicas (mg g*) dos extratos brutos de Hyptis secdo Peltodon.

Espécie, local de coleta, = Temperatura Precipitacdo Precipitagdo Derivados Acido Derivados Nepetoidina ni Total de
dominio fitogeogréficoe (°C) acumulada (mm) média (mm) flavonoidicos rosmarinico clorogénicos B constituintes
fitofisionomia fendlicos
Hcamp (Bur, C, ce) 24,8 2124 0,3 378 +88°% 13+02° 04 +00° - - 6,2 #25% 455 +112°
Hcamp (Pir, C, ms) 24,0 1,6 0,1 145 +36° 434047 08+01° 01 #00? 34 +06° 222 +51°
Hecamp (RC, C, ce) 23,2 212,4 0,3 359 +10,9% 2,2+08° 25+03°% 10 #0,7% 51 +09%® 461 +125°
Hcom (Cur, TA, cam/ at) 23,0 6,0 0,2 16,9 #9.0 20,0 +4,0 1,8 40,1 10 #02 2,1 +0,9 406 +147
Hmer (BN, TA,om/at) 153 75 0,2 217 #40°% 122+03% 13 +01°% 0,7 #03°% 26 +0,3% 387 #40°
Hmer (Jag, C, sav) 16,8 12,8 0,4 10,2 #41° 112+30% 14 +02?% 10 #06° 07 +0,1° 246 +49°
Hrad (Av, ZT, es) 21,7 2,3 0,1 90 +23?% 32+13° 74+14° 53 +12? 09 +02° 258 +25°
Hrad (MG, C, ms) 245 10,1 0,3 41 #16° 80+19° 123 +31% 28 +10™ 1,3 +03%* 264 +54°
Hrad (CGS, TA, om) 22,1 34 0,1 10,3 #25°% 69+2,7™ 126 +29% 13 +08° 12 +01%® 31,9 +83%®
Hrad (MC, TA, es) 21,1 3,4 0,1 44 +13° 150+422% 136 +25% 35 +02® 12 +05%® 333 #53%
Hrad (SA, TA, od) 27,1 151,6 5,6 71 £24% 122+10°% 155 +19° 40 +11%® 18 +03°% 405 +41°

Hcamp: H. campestris, H. com: H. comaroides, Hmer: H. meridionalis, Hrad: H. radicans; Bur: Buriti (MT), Pir: Pirassununga (SP), RC: Rio da Casca (MT), Cur:
Curitiba (PR), BN: Balsa Nova (PR), Jag: Jaguariaiva (PR), CGS: Campina Grande do Sul (PR), MC: Mogi das Cruzes (SP), SA: Santo André (SP), Av: Avaré (SP),
MG: Mogi Guacu (SP); C: cerrado, TA: Tropical Atlantico; ce: cerraddo, ms: mata seca, camp/at: campo com acdo antropica, om/at: floresta ombrofila mista com
acdo antropica, sav: savana, es: floresta estacional semidecidual, om: floresta ombrofila mista, od: floresta ombrofila densa; EB: extrato bruto, FH: fase hexanica,
FD: fase de diclorometano, FAE: fase acetato de etila, FHA: fase hidroalcoolica. Analises estatisticas realizadas por espécie e por extrato ou fase sendo que médias
com letras diferentes sao significativamente diferentes (p<0,05); ni: teor de substancias ndo identificadas.
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Apesar de ter sido encontrada apenas no dominio fitogeografico dos Cerrados, H. campestris
foi coletada em regibes de Cerrado geograficamente distintas, nos estados de S&o Paulo e Mato
Grosso. A populagdo de Pirassununga (SP, C, ms) se difere das demais quanto ao teor total de
constituintes fenolicos, apresentando aproximadamente a metade do valor observado para as
populacdes coletados no Mato Grosso. Essa diferenca no valor total reflete a diferenca observada
principalmente para a classe dos derivados flavonoidicos, também menor na populagdo de
Pirassununga. Entretanto, essa populacéo apresentou os maiores teores de acido rosmarinico quando
comparada as populacdes do Mato Grosso, sendo pouco mais que o dobro quando comparado as
duas outras populacdes. Essas observacOes sdo interessantes pois apesar de todas as populacfes
estarem inseridas no dominio fitogeogréfico dos Cerrados, ha diferencas nos teores fenolicos que
parecem refletir a fitofisionomia, influenciada pelos dados meteoroldgicos e edéaficos, em cada
local. Pirassununga foi a regido com menor precipitacdo média ou acumulada se comparada a
qualquer outra area de coleta deste estudo (Tabela 1.6), o que pode ter influenciado na menor
producdo de flavonoides e maiores teores de acido rosmarincio.

Segundo Harb e colaboradores (2015), variedades de uva coletadas em regides semi-arida e
temperada apresentaram diferentes teores de metabdlitos primarios, principalmente aminoacidos,
mas ndo mostraram diferencas significativas nos teores de flavonoides, indicando que o fatores do
ambiente teriam efeito insignificante sobre metabdlitos secundéarios. Obata e Fernie (2012)
salientam a importancia da reconfiguracdo da rede metabdlica quando sobre estresse ambiental de
forma a manter a homeostases, assim como a producdo de substancias importantes para a resposta
ao estresse, 0 que muitas vezes ndo € percebido quando analisados os conteddos totais de
metabdlitos. Também € importante lembrar que a condi¢do de menor pluviosidade para espécie em
questdo pode nao significar um fator de estresse, ja que esse € o seu ambiente de ocorréncia natural
resultado de sua adaptacdo ao longo de seu histérico evolutivo. Saldanha (2017) ao estudar Myrcia
bela em diferentes regides de Cerrado, verificou que o perfil quimico de folhas parece seguir um
padrdo geografico, sofrendo, portanto, maior influéncia das condi¢des do solo e menor influéncia
genética, mostrando que o0 solo pode modular, além da propria fisionomia do Cerrado, a
composic¢do quimica das populacgdes nele inseridas.

Para H. meridionalis pode-se observar diferengas bem marcantes no teor total de constituintes
fenolicos de seu extrato bruto quando coletada em diferentes dominios fitogeogréaficos. A populagéo
de Balsa Nova (PR, TA, om/ at) apresentou teores mais elevados de constituintes fenolicos totais
quando comparada a populacdo coletada em Jaguariaiva (PR, C, sav). A classe de substancia que
exerceu maior influéncia para tal aumento foi a classe dos derivados flavonoidicos que, no dominio
fitogeografico Tropical Atlantico apresentou o dobro do valor encontrado no dominio
fitogeogréafico dos Cerrados.
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Falando um pouco sobre os dados meteoroldgicos, nos trinta dias antecedentes a coleta, a
temperatura em ambos os locais ndo sofreu muitas variacOes, entretanto, o indice de precipitagdo
acumulada para o periodo foi maior em Jaguariaiva, regido de Cerrado e a distribui¢do da chuva,
dado obtido pela precipitacdo media, indica que choveu, em média ao longo dos 30 dias, o0 dobro
nessa regido do que na regido do dominio Tropical Atlantico. O acido rosmarinico, &cido
clorogénico e as nepetoidinas estavam presentes em ambas as populagdes e ndo apresentaram
diferencas em seus teores.

Quanto ao teor total de constituintes fenolicos do extrato bruto de H. radicans, as populacdes
de Santo André (SP, TA, od), mais precisamente na Serra do mar, regido de Paranapiacaba, de
Campina Grande do Sul (PR, TA, om) e de Mogi das Cruzes (SP, TA, es) foram as que
apresentaram maiores teores fendlicos. Um fato interessante é que tais populacdes estdo inseridas
no dominio fitogeografico Tropical Atlantico em fitofisionomias florestais. Entretanto, quando
consideramos os teores de constituintes flavonoidicos ndo observamos o mesmo resultado, havendo
variacfes ndo relacionadas ao dominio fitogeografico. Por exemplo, as populacbes de Avaré (SP,
ZT, es), Campina Grande do Sul (PR, TA, om) e Santo André (SP, TA, od) foram as que
apresentaram maiores teores de derivados flavonoidicos, enquanto as populacdes de Mogi Guacu
(C, ms) e Mogi das Cruzes (TA, es) apresentaram 0s menores teores.

O teor de acido rosmarinico parece ter influenciado no incremento total de constituintes
fendlicos da populagdo de H. radicans de Mogi das Cruzes (SP, TA, es) e de Santo Andreé (SP, TA,
od), ja que seu teor foi o maior observado na relacdo interspecifica. As populacdes de H. radicans,
com excecdo da de Avaré (SP, ZT, es), apresentaram teores de derivados clorogénicos
relativamente altos quando comparados aos teores de derivados flavonoidicos. Quanto ao teor de
nepetoidinas, as populacdes de H. radicans de Mogi das Cruzes (SP, TA, es), Santo André (SP, TA,
od) e Avaré (SP, ZT, es) apresentaram 0s maiores teores. Apesar de todos os resultados
apresentados anteriormente, as populacfes de H. radicans ndo apresentaram grandes variacdes no
teor total de constituintes fendlicos, sendo, portanto, observadas somente flutuacdes no teor de
certas classes de substancias fendlicas dependendo da fitofisionomia e dados meteoroldgicos do
local de coleta.

Em trés cultivares de Olea europaea L. impactadas com déficit hidrico, foi observado um
aumento no teor total de constituintes fenolicos e flavonoides (Edziri et al., 2018), corroborando os
resultados aqui reportados para a populacdo de H. meridionalis de Balsa Nova (PR, TA, om/ at) que
apesar do menor indice de precipitacdo acumulada quando comparada & populacdo de H.
meridionalis de Jaguariaiva (PR, C, sav), apresentou maior teor total de constituintes fendlicos e de

derivados flavonoidicos.
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Utilizando os dados dos extratos brutos como matriz principal, a Tabela 1.7 nos possibilita
correlacionar as diferentes classes de substancias com os fatores climaticos como temperatura e
precipitacdo acumulada e média. Nessa analise de correlacdo (Pearson) utilizamos os dados
referentes a todas as especies (com excecdo das substancias ndo identificadas), pois o intuito foi
avaliar se o microclima influenciou nos teores fenolicos.

A correlagdo positiva mais forte observada (r =0,753) foi entre o teor total de constituintes
fendlicos e a precipitacdo acumulada, indicando que quanto maior a pluviosidade maior o teor de de
substancias fenolicas. A segunda maior correlacdo foi encontrada entre a precipitacdo acumulada e
o teor de flavonoides (r = 0,724), mostrando uma correlacdo moderada entre esses parametros. Essa
correlacdo pode explicar o maior teor de derivados flavonoidicos nas popula¢bes de H. campestris
de Buriti (MT, C, ce) e Rio da Casca (MT, C, ce) onde também observamos os maiores indices de
precipitacdo acumulada, mesmo estando em regido do dominio dos Cerrados.

As correlacbes negativas moderadas observadas foram entre o teor de derivados flavonoidicos
e o teor de &cido rosmarinico, derivados clorogénicos e nepetoidinas. Isso leva-nos a crer que, uma
vez que ocorra o incremento de derivados flavonoidicos, as outras classes de substancias fendlicas
analisadas neste estudo, sofrem uma reducdo. 1sso pode estar relacionado a um possivel desvio no
uso do substrato &cido p-cumarico, um dos precursores na sintese de flavonoides, mas também
importante precursor para a sintese de acido cafeico e seus derivados (Dewick, 2009).

Um fato que deve ser levado em consideracao, é o de que estamos analisando flutua¢fes nas
precipitacGes dentro da estacdo do verdo e parte do outono, ou seja, da estacdo chuvosa (novembro
de 2014 a maio de 2015).

Estudos que avaliam a influéncia de fatores abidticos na composi¢do quimica de espécies
vegetais sdo escassos na literatura e a maioria reporta a influéncia de tais fatores no incremento de
substancias volateis. Sampaio e Da Costa (2018) ao estudar Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray
(Asteraceae), compararam dados de analises quimicas de Gleos volateis com dados ambientais
(clima e solo) de diferentes regides, com 0 objetivo de observar a existéncia ou auséncia de um
padrdo sazonal e uma possivel relacdo com os fatores ambientais na producdo desses metabdlitos
secundarios. De fato, tais pesquisadores relataram uma varia¢do na producéo na classe dos terpenos,
sendo estes influenciados por diferentes condi¢cbes ambientais (Sampaio e Da Costa, 2018).

Southwell e Bourke (2001), quantificaram dois constituintes flavonoidicos em Hypericum
perforatum L. (erva de S&o Jodo) em estacdes seca e umida e verificaram um aumento no contetdo
de tais constituintes na estacdo Umida. Diferentemente, quando Hypericum brasiliense Choisy foi
submetido ao estresse hidrico, apresentou aumento nos teores de compostos fendlicos como

quercetina, rutina, 1,5-dihidroxixantona e isouliginosina B (Nacif de Abreu e Mazzafera, 2005).
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Tabela 1.7 — Coeficientes de correlacdo simples de Pearson (r) para as variaveis presentes na Tabela 1.6, exceto substancias ndo identificadas (ni).

Temperatura no Precipitacdo Precipitacdo  Derivados Acido  Derivados Nepetoidina Total de constituintes
Variaveis més de coleta (°C) acumulada (mm) média (mm) flavonoidicos rosmarinico clorogénicos B fenolicos
Temperatura no més de coleta (°C) 1,00
Precipitacdo acumulada (mm) 0,47 1,00
Precipitagdo média (mm) 0,41 0,35 1,00
Derivados flavonoidicos 0,08 0,69 -0,18 1,00
Acido rosmarinico -0,19 -0,40 0,19 -0,31 1,00
Derivados clorogénicos 0,36 -0,11 0,47 -0,50 0,16 1,00
Nepetoidina B 0,13 -0,13 0,40 -0,46 0,08 0,45 1,00
Total de constituintes fendlicos 0,28 0,55 0,19 0,67 0,27 0,09 -0,13 1,00

Interpretagdo dos valores de r (+ou-): correlagdo pequena ou nula: 0,00 a 0,25 ou -0,25 a 0,00; correlacdo fraca: 0,25 a 0,50 ou -0,50 a -0,25; correlacdo moderada:
0,50 a 0,75 ou -0,75 a -0,50; correlacédo forte: 0,75 a 1,00 ou -1 a -0,75; correlagdo perfeita: 1,00 ou -1 (Vieira, 2008).
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Alguns trabalhos ja revelaram variagcdes quantitativas de flavonoides agliconas como por
exemplo apigenina, luteolina e quercetina quando coletados e analisados ao longo de um ano (Clark
e Clark, 1990). No referido trabalho, foi observado que a flavona apigenina atingiu seu maior teor
na estacao seca, diferentemente da flavona luteolina que atingiu seu maior teor no inicio da estacéo
chuvosa.

A irradiacdo solar global e a temperatura tém uma alta variagéo intersazonal na regido sul do
Brasil. E na regifo Sul que os menores valores de irradiagio global sio observados no Brasil,
notadamente no litoral norte do estado de Santa Catarina, litoral do Parana e litoral sul de S&o Paulo
(Pereira et al., 2006). Estudos correlacionam positivamente a intensidade de radiacdo solar e a
concentracdo e/ou composicdo de substancias fendlicas como flavonoides (Markham et al., 1998;
Tattini et al., 2004), taninos (Dudt e Shure, 1994) e antocianinas (Jeong et al., 2004). No entanto,
segundo Gobbo-Neto e Lopes (2007), estudos ja mostraram resultados conflitantes em relacdo aos
teores de substancias fendlicas e a influéncia dos fatores ambientais, de forma que a direta
correlagdo nem sempre pode ser aplicada.

Parece muito dificil estabelecer uma correlagdo clara entre a concentracdo de substancias
fenolicas e fatores abioticos. Por exemplo, efeitos de curto prazo da seca parecem aumentar a
producdo de metabdlitos especiais, enquanto no longo prazo um efeito oposto foi observado
(Medina E., 1984; Mattson e Haack, 1987;Horner, 1990; Waterman e Mole, 1994; Gobbo-Neto e
Lopes, 2007). Em geral, para o estresse abidtico, parece que a producdo de metabdlitos depende do
grau de estresse, 0 que significa que a duracdo e a intensidade do estresse sdo importantes para
determinar a resposta da planta.

Sabe-se que o crescimento e a produtividade das plantas sdo afetados pelos varios fatores de
estresse bidticos e abidticos. O déficit hidrico € um dos principais estresses abidticos, que afeta
negativamente o crescimento e o rendimento das culturas. Essas mudancgas sdo principalmente
relacionadas a fungdes metabdlicas alteradas, uma delas é a perda ou a sintese reduzida de
pigmentos fotossintéticos que por sua vez estdo intimamente associadas ao rendimento da biomassa
das plantas (Jaleel et al., 2009). Entretanto, os dados obtidos no presente estudo mostraram que
populagbes da mesma espécie ndo apresentaram diferencas em seus rendimentos (Tabela 1.1) que
pudessem ser relacionadas ao ambiente.

Com o objetivo de otimizar a coleta de Lavandula angustifolia (Lamiacae) devido a sua
grande importancia econdmica nos setores de perfumaria, cosmetico, fabricacdo de alimentos,
aromaterapia e industria farmacéutica; um grupo de pesquisadores da Italia resolveu testar
diferentes condigdes ecoldgicas em populagdes de lavanda, sendo que estas possuem seu 6timo
fitossocioldgico na regido sub-meditarranea. Tais autores partiram do pressuposto que gradientes

latitudinais e de altitude devem afetar a diversificagdo de espécies em populacdes alpinas
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periféricas. Os resultados mostraram variacfes qualitativas e quantitativas interespecificas no teor
de terpenos, principalmente ao longo do gradiente latitudinal, concluindo portanto que populagdes
de lavanda situadas em locais periféricos montanhosos seriam a melhor opcao para a melhoria da
qualidade e produtividade dos cultivos desta espéecie (Demasi et al., 2018).

Verma e Shukla (2015) em um levantamento bibliografico, discutem o impacto do provavel
papel de vérios fatores genéticos, ontogénicos, morfogenéticos e ambientais na biossintese de
metabdlitos secundarios bem como a flutuagdo em seus contetdos quando analisados de geragdo em
geracdo. Da mesma forma, ndo temos conhecimento da idade de cada espécimen/ populacdo
coletada, talvez a influéncia desta possa explicar as flutuacGes interespecificas observadas com
relagdo ao perfil quimico verificadas no presente estudo.

Relacionando os resultados deste capitulo com os encontrados na literatura, acreditamos que a
conclusdao de maior importancia ¢ a necessidade de cautela ao nos referirmos a palavra “estresse”,
principalmente levando em conta as diferentes fitofisionomias em que a espécie vegetal se encontra.
Isso porque talvez, o que pensamos ser um estresse hidrico, como 0 que acontece nas
fitofisionomias dos Cerrados, pode ser considerada uma situacdo natural da populacéo ali ocorrente,
fruto de seu histérico evolutivo. Quando comparamos a mesma espécie vegetal em diferentes
fitofisionomias, o teor de algumas substancias pode variar, mas em geral, a qualidade de seus
constituintes permanece a mesma. Essas descobertas pensamos ser Gteis no caso da busca de
substancias de interesse e mudancas do 6timo fisioldgico para o incremento ou ndo de determinada

substancia.

1.4. Consideracoes finais

Na introducdo deste capitulo, vimos que Lamiaceae é uma familia de interesse econémico
para uso medicinal, cosmético e alimenticio. Entretanto, a maior parte dos estudos reportados para
essa familia esta restrita aos 6leos volateis e outras substancias apolares.

Vimos também que apenas 6,1% das espécies de Hyptis sensu Harley e Pastore (2012) foram
analisadas quanto as suas substancias polares, justificando assim a importancia deste trabalho.

Entre as espécies de Hyptis se¢do Peltodon, H. campestris destacou-se por conter um maior
numero de constituintes fenolicos e maior teor de derivados flavonoidicos em seu extrato bruto.

Hyptis secdo Peltodon apresentou composicdo quimica semelhante a de espécies da
subfamilia Nepetoideae em relacdo a constituicdo fenolica, destacando-se a presenca do &cido
cafeico, acido rosmarinico e nepetoidinas, corroborando estudos anteriores.

A extracdo hidroalcoolica foi eficiente na obtencdo de substancias de polaridade

intermediaria, alvos desse estudo. Hyptis secdo Peltodon possui em sua maioria, substancias
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derivadas da flavona apigenina, sendo que a presenca de flavonas C-glicosiladas no extrato bruto
pode sugerir 0 uso das mesmas como importantes marcadores taxonémicos no nivel de secéo.

A relagdo da fitofisionomia e consequentemente, dos dados meteorologicos com a
composicao fitoquimica das espécies aqui estudadas parece ndo seguir um mesmo padrdo, visto que
houve uma variacdo interespecifica diferente para cada espécie. Devemos levar em conta que outros
fatores abidticos, alem dos bioticos, podem contribuir para esta variagdo, entretanto, vimos que ha
uma moderada correlacdo estabelecida positivamente entre a precipitacdo acumulada e teor de
derivados flavonoidicos e, consequentemente, o teor total de constituintes fenolicos.

Atualmente, sabe-se que muitos dos metabdlitos especiais estdo diretamente envolvidos nos
mecanismos que permitem a adaptacdo das plantas ao seu habitat (Santos, 2004, Miranda et al.,
2013). Além disso, o potencial biol6gico pode variar dependendo da influéncia dos fatores abioticos
como por exemplo os fatores edafoclimaticos, que podem afetar a producdo de metabolitos
especiais (Gobbo-Neto e Lopes, 2007). “A adaptabilidade das plantas as tensdes ambientais ¢ um
comportamento ecol6gico generalizado na natureza. Como um comportamento fenotipico e
explicito, a adaptabilidade morfoldgica da planta ao ambiente € relativamente facil de observar e
reconhecer, enquanto que, como um comportamento intrinseco e implicito, a adaptabilidade
bioquimica da planta é relativamente dificil de ser descoberta e ainda ndo totalmente

compreendida” (Yang et al., 2018).
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Abstract
Reactive species are formed during natural metabolic processes, or are derived from exogenous
physical and chemical sources. However, nowadays, it is known that several factors contribute to
the instability between the formation of reactive species and our antioxidant defenses, causing
oxidative stress. Substances regarded as antioxidants, such as phenolic compounds, can prevent or
reduce the extent of the oxidative damage. The objective of this study was to evaluate the
antioxidant potential of crude extracts of Hyptis spp. and to verify the possible influence of different
phytophysiognomies in the biological potential of these species. As results, we reported that the
species that presented highest antioxidant potential in most of the assays were H. comaroides and
H. meridionalis. The phytogeographic domain seem to influence the antioxidant potential of the
species, populations nature occurring in the Atlantic Tropical domain were more active than those
occurring in Brazilian Savannah and, consequently, are better candidates as source of natural

antioxidants.

Resumo

Espécies reativas sdo formadas durante os processos metab6licos naturais ou sdo provenientes de
fontes exdgenas fisicas e quimicas. Entretanto, hoje em dia, sabe-se que varios fatores contribuem
para o desequilibrio entre a formacéo de espécies reativas e nossas defesas antioxidantes, causando
0 estresse oxidativo. Substancias consideradas antioxidantes, como por exemplo os fendlicos,
podem prevenir ou reduzir a extensdo do dano oxidativo. O objetivo deste estudo foi avaliar o
potencial antioxidante dos extratos brutos de Hyptis spp. e verificar possiveis diferencas no
potencial nas espécies de ocorréncia em fitofisionomias distintas. Como resultado, vimos que as
espécies que apresentaram maior potencial antioxidante na maioria dos ensaios foram H.
comaroides e H. meridionalis. Os dominios fitogeograficos parecem influenciar o potencial
antioxidante das especies, populagdes que ocorrem no dominio Tropical Atlantico sdo mais ativas
do que as do Cerrado e, consequentemente, sdo melhores candidatas como fonte de antioxidantes

naturais.
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2.1. Introducéo

2.1.1. Potencial antioxidante de espécies vegetais

Aproximadamente 5% ou mais do oxigénio inalado (O2) sdo convertidos em espécies reativas
de oxigénio (ERO), como por exemplo o &nion superoxido (O2™), perdxido de hidrogénio (H20-) e
radical hidroxila (OH"), pela reducdo univalente de O, (Gupta e Sharma, 2006; Maxwell, 1995).
Além das espécies reativas de oxigénio, existem também as espécies reativas de nitrogénio, 0s
radicais derivados de tidis (RS’), as espécies reativas de cloro, as espécies reativas de carbono e
complexos de metais de transicdo, principalmente Fe, Cu, Mn e Cr (Rahman et al., 2006; Halliwell
e Gutteridge, 2007; Vasconcelos et al., 2007; Oliveira et al., 2009).

Espécies reativas sdo formadas continuamente durante os processos metabolicos - naturais ou
em decorréncia de doencas - ou sdo provenientes de fontes exdgenas fisicas e quimicas (Oliveira et
al., 2009). Entretanto, hoje em dia, sabe-se que varios fatores contribuem para o desequilibrio entre
a formacdo de espécies reativas e nossas defesas antioxidantes, causando o estresse oxidativo
(Cerqueira et al., 2007). Alguns desses fatores sdo por exemplo, habitos de vida considerados
inapropriados (consumo de alcool, tabagismo, dieta inadequada, exercicio fisico realizado de forma
extrema e exposicdo a radiagdo ndo ionizante ultravioleta e outras ondas curtas); condicGes
ambientais improprias (temperatura elevada e poluicdo ambiental, domiciliar e ocupacional);
envelhecimento e estados psicologicos que provoguem estresse emocional. Patologias cronicas
(diabetes mellitus, hipertenséo arterial, cancer, entre outras) e patologias degenerativas (Mal de
Alzheimer e Mal de Parkinson) vem sendo cada vez mais frequentemente associadas ao estresse
oxidativo (Halliwell e Gutteridge, 2007; Oliveira et al., 2009; Martins et al., 2016). Numerosos
estudos vém investigando os fatores desencadeantes dessas doencas, a fim de compreender 0s
mecanismos de agdo dos radicais livres, bem como descobrir substancias eficazes para prevenir e
até mesmo reverter a ocorréncia de danos oxidativos.

Substancias consideradas antioxidantes, quando presentes em concentracdes ideais em relacao
aos substratos oxidaveis, previnem ou reduzem a extensdo do dano oxidativo (Vaya e Aviram,
2001; Halliwell e Gutteridge, 2007; Vicentino e Menezes, 2007; Oliveira et al., 2009).

Os antioxidantes tanto naturais (enzimas superoxido dismutase, catalase e glutationa
peroxidase) quanto sintéticos (BHA e BHT), tém se mostrado altamente eficazes no controle do
excesso da producdo de radicais livres, bem como na prevencdo de seus efeitos danosos e no
suporte aos mecanismos antioxidantes e desintoxicantes do organismo (Yeh e Yen, 2006; Valko et
al., 2007; Holst e Williamson, 2008; Kapravelou et al., 2015; Martins et al., 2016).

Algumas espécies vegetais e até compostos isolados podem ndo apresentar potencial
antioxidante através de estudos in vitro, entretanto um forte potencial antioxidante € observado

quando estudos in vivo sdo realizados, e vice-versa. Isso porque, 0os antioxidantes, sendo eles
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naturais ou sintéticos, sofrem inimeras reacdes biogquimicas ao longo da ingestdo, digestdo e
absorcdo pelo organismo. Portanto, apesar dos avangos atuais, a biodisponibilidade efetiva dos
diferentes antioxidantes ndo esta totalmente definida: enquanto muitos deles sdo ingeridos em sua
forma ativa, outros precisam ser metabolizados para serem biologicamente ativos, ou até se
tornarem inativos; além disso, a co-ingestdo de outros nutrientes, como também varios fatores
enddgenos, e as variagdes inter e intra-individuais, afetam sua biodisponibilidade em relacdo a dose
ingerida (Martins et al., 2016).

Além do potencial uso na medicina preventiva, os antioxidantes despertam interesse na
industria devido a sua capacidade de conservar produtos de base lipidica. Os 06leos, gorduras e
alimentos gordurosos sofrem processos oxidativos que levam a produgdo de compostos indesejaveis
que oxidam nutrientes importantes como proteinas e vitaminas, além de alterar a textura e
funcionalidade dos alimentos por meio da insolubilizacdo de suas proteinas, modificando também
as caracteristicas organolépticas dos alimentos (Ferrer-Gallego et al., 2017; Ganiari et al., 2017,
Pifieros-Hernandez et al., 2017; Wang et al., 2018). Atualmente, é crescente o interesse pela
substituicdo total ou parcial de antioxidantes sintéticos por aqueles de origem natural pelas
industrias alimenticia, farmacéutica, e, mais recentemente, cosmética. Além disso, é possivel
observar uma tendéncia atual dos consumidores a busca por produtos formulados com ingredientes
naturais, mesmo que tenham custo mais elevado, pois estes séo vistos como um dos fatores que
contribuem para o0 aumento da qualidade de vida.

Um dos grupos de metabolitos especiais mais amplamente distribuido na natureza é o das
substancias fendlicas. Mais de 8.000 substancias deste grupo ja foram descritas em plantas, podendo
funcionar como pigmentos, dando a aparéncia colorida aos alimentos, ou como produtos geralmente
derivados de reacOes de defesa da planta contra o estresse ambiental. Esses compostos estdo
envolvidos no potencial antioxidante atuando como quelantes de metais, sequestrando ou inativando
ERO, formando estruturas intermediarias estaveis e, assim, limitando a iniciacdo ou propagacéao de
radicais livres (Brand-Williams et al., 1995; Zheng e Wang, 2001; Moon e Shibamoto, 2009; Chen
etal., 2016).

Conhecidas espécies de Lamiaceae ja tiveram sua capacidade antioxidante descrita como por
exemplo o alecrim (Rosmarinus officinalis L.), a salvia (Salvia officinalis L.), o tomilho (Thymus
vulgaris L.), o orégano (Origanum vulgare L.), o manjericdo (Ocimum basilicum L), a erva-
cidreira (Melissa officinalis L.) e o horteld (Mentha spp). (Couladis et al., 2003; Javanmardi, 2003;
Kosar et al., 2003; Matkowski e Piotrowska, 2006; Yanishlieva et al., 2006, Benabdallah et al.,
2016, Garcia-Risco et al., 2017).

Nos ultimos dez anos, diversos ensaios espectrofotométricos foram adotados para medir a

capacidade antioxidante de alimentos, sendo os mais populares o ensaio do ABTS [acido 2,2-azino-
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bis (3-etilbenzotiazolino-6-sulfonico)], DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), entre outros como
capacidade de absorcdo de radicais peroxil (ORAC) e capacidade de redugdo férrica (FRAP)
(Floegel et al., 2011).

A abordagem que relaciona fatores abidticos com a composicdo quimica, bem como o
potencial bioldgico de espécies vegetais é relativamente recente. Oh e colaboradores (2009) relatam
que plantas de alface sdo capazes de se adaptar a ambientes de estresse hidrico ativando a expressao
dos genes fenilalanina amonia-liase (PAL), y-tocoferol metil transferase (y-TMT) e r-galactose
desidrogenase (L-GalDH), envolvidos na biossintese de compostos fendlicos, a-tocoferol e acido
ascorbico, respectivamente, aumentando assim, o que eles denominaram de ‘“metabolismo
antioxidante” da planta (Oh et al., 2009).

O objetivo deste capitulo foi avaliar o potencial dos extratos brutos de Hyptis se¢do Peltodon
como antioxidantes. Além disso, comparamos esse potencial nas espécies de ocorréncia em
fitofisionomias distintas, afim de compreender e relacionar a producdo de metabdlitos especiais
com a variacdo entre ambientes nos grandes dominios fitogeograficos: Cerrados e Tropical
Atlantico.

2.2. Material e métodos
2.2.1. Material vegetal
Os extratos brutos testados foram produzidos conforme descrito metodologia descrita no

Capitulo 1 (ver pégina 30).

2.2.2. Ensaios antioxidantes
2.2.2.1. Ensaio de capacidade sequestradora do DPPH*

O ensaio de capacidade sequestradora do DPPH" seguiu 0 método original (Brand-Williams et
al., 1995), adaptado por Furlan e colaboradores (2015). Uma solucdo de 0,20 mM de DPPH" foi
misturada aos extratos diluidos em 10% de DMSO nas concentragdes de 1,70 a 45,45 ug mL™. Para
cada 20 pL de amostra foram adicionados 200 pL da solucao de DPPH e a absorbancia foi avaliada
apos 20 minutos de reacdo (515 nm) em leitor de microplacas BioTek modelo Synergy™ H1
Hybrid Multi-Mode Reader. Os resultados foram calculados utilizando Trolox (12,5-200 pg mL™?) e
4cido rosmarinico (15-150 pg mL™) como controles positivos. 10% de DMSO foi utilizado como
controle negativo. A porcentagem de inibigdo foi calculada como [Acn - As/ Acn x 100], onde Ac é

Acn absorbancia do controle negativo, As é a absorbancia das amostras (Dudoneé et al., 2009).

2.2.2.2. Ensaio da capacidade sequestradora do ABTS®
O ensaio de capacidade sequestradora do ABTS" foi avaliado de acordo com o método
original, adaptado por Santos e colaboradores (2016). Primeiro, foi preparada uma solugdo ABTS" 7

mM em &gua ultrapura e uma solugédo de persulfato de potéssio 2,6 mM. Para a formacao do radical
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ABTS, essas solucdes foram misturadas em uma propor¢do de 1: 1 e mantida no escuro em
temperatura ambiente por 12 a 16 horas. No momento do teste, 1 mL da solucdo de ABTS" foi
diluido em 30 mL de metanol. Para cada 20 uL. de amostras (em concentragoes de 1,25-33,33 pg
mL? diluidas em DMSO 10%) foram adicionados 280 uL da solugdo diluida de radicais ABTS,
sendo a mistura incubada por 2 horas a temperatura ambiente, no escuro e a absorbancia detectada a
734 nm em leitor de microplacas BioTek modelo Synergy™ H1 Hybrid Multi-Mode Reader. Os
resultados foram calculados utilizando Trolox (10-150 pg mL™?) e acido rosmarinico (6-60 pg mL™)
como controles positivos. 10% de DMSO foi utilizado como controle negativo. A porcentagem de
inibicdo calculada como [Acn - As/ Acn x 100], onde Acn é a absorbancia do controle negativo e As

é a absorbancia das amostras (Dudoneé et al., 2009).

2.2.2.3. Reducdo de ferro (111) para ferro (11) (FRAP)

O ensaio de reducdo de ferro (I11) para ferro (Il) foi avaliada de acordo com o método
original, adaptado por Furlan e colaboradores (2015) utilizando 25 plL de cada extrato (em
concentragdes de 0,62-16,66 pg mL™?), 10 uL de 4dgua ultrapura e 265 pL do reagente FRAP
(utilizando o reagente TPTZ, 2,4,6-Tris (2-piridil))-s-triazina). A mistura foi incubada durante 30
min a 37 °C e a absorbancia medida a 595 nm em leitor de microplacas BioTek modelo Synergy™
H1 Hybrid Multi-Mode Reader. Os resultados foram calculados utilizando o Trolox (10-200 ug mL”
1y e 4cido rosmarinico (6-60 ug mL 1) como controles positivos. 10% de DMSO foi utilizado como
controle negativo. A porcentagem de inibicdo foi calculada como [As/ Acp x 100], onde As é a
absorbancia das amostras testadas, 4cp é a absorbancia da concentracdo maxima do controle

positivo utilizado (Dudoneé et al., 2009).

2.2.2.4 Capacidade quelante de metais

A capacidade dos extratos como quelantes de metais foi avaliada segundo o método descrito
por Min e colaboradores (2011), utilizando-se 10 pL de cada extrato (em concentracdes de 1,25-
33,33 pg mL™t) em 130 pL de tampé&o acetato 10%, 10 uL de sulfato de amonio ferroso e 10 pL de
solucdo de ferrozine 61 mM. A absorbancia foi medida a 562 nm em leitor de microplacas BioTek
modelo Synergy™ H1 Hybrid Multi-Mode Reader. Os resultados foram calculados utilizando acido
galico (10-300 pg mL™) como controle positivo. 10% de DMSO foi utilizado como controle
negativo. A porcentagem de inibicdo calculada como [Acn - As / Acn x 100], onde Acn é a

absorbéancia do controle negativo e As € a absorbancia das amostras (Dudoneé et al., 2009).

2.2.2.5. Capacidade de absorcéo de radicais de oxigénio (ORAC)
A capacidade de absorcédo de radicais oxigénio (ORAC) foi avaliada de acordo com o método
adaptado por Santos e colaboradores (2016), usando a resposta fluorescente em 485 nm de

comprimento de onda de excitacdo e 520 nm de emissdo. 25 plL de cada amostra em tampao fosfato
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(em concentragdes de 0,06-1,95 pg mL™?) foram misturados a 150 pL de solugio de fluoresceina (48
nM). As microplacas foram incubadas a 37 °C durante 20 min. Apds a adi¢ao de 25 uL. de AAPH
75 mM [diidrocloreto de 2,2’-Azobis (2-metilpropionamidina)], a fluorescéncia foi medida em
intervalos de 2 minutos durante 120 minutos em leitor de microplcas BioTek modelo Synergy™ H1
Hybrid Multi-Mode Reader. Os valores de ORAC foram calculados usando a equacéo de regressdo
linear de Trolox (6,25-100 uM) e &cido rosmarinico (0,5-8 uM) como controles positivos. 10% de
DMSO foi utilizado como controle negativo. A capacidade antioxidante foi baseada no céalculo da
area sob a curva (AUC), usando a formula (AUC)=1+f1/f0+ f2/10+ f3 /10 +... fi/ 0, em que
fO é a leitura inicial da fluorescéncia a 0 min, e f1 € a leitura da fluorescéncia no tempo 1. A Net
AUC foi obtida subtraindo a AUC do controle negativo da AUC da amostra. A porcentagem de
inibicdo foi calculada como [ NETs/ NETtp x 100], onde NETs é a NET AUC das amostras testadas,
NETcp é a NET AUC da concentracdo méaxima do controle positivo utilizado (Dudoneé et al.,
2009). (Dudoneé et al., 2009).

Para todos 0s ensaios antioxidantes, as amostras foram analisadas em triplicatas e o potencial
antioxidante de cada uma foi expresso em miligramas de equivalentes a Trolox por grama de
extrato seco e miligramas de equivalentes a acido rosmarinico por grama de extrato seco (mg ET g™
e mg EAR g7, respectivamente). No caso do ensaio ORAC, o potencial antioxidante de cada
amostra foi expresso em micromol equivalentes a Trolox por grama de extrato seco e micromol
equivalentes a acido rosmarinico por grama de extrato seco (uMol ET g e uMol EAR g?,
respectivamente). Além disso, as porcentagens de potencial antioxidante das amostras em suas
diferentes concentragdes foram utilizadas para calcular a concentracéo efetiva de cada amostra para
atingir 50% da capacidade antioxidante (CEso pg mL™), plotando-se esses dados em curvas de

regressao (para curvas consultar o Anexo).

2.2.3. Analises estatisticas

Foram realizadas anéalises estatisticas no programa R Project for Statistical Computing verséo
3.4.4, onde iniciamos todas as analises com um gréafico do tipo boxplot com a intencédo de verificar
possiveis outliers. Para analises com mais de dois grupos, inicialmente testamos as premissas para o
teste paramétrico Anova, que sdo: distribuicdo normal (teste de Shapiro-Wilk) e varidncias iguais ou
homocedasticidade (Teste de Barlett). Atendendo as premissas, utilizamos o Anova com o teste post
hoc de Tukey para determinar as diferencas significantes entre as medias. Nos casos em que houve
distribuicdo normal, mas ndo houve homocedasticidade, realizamos o Anova com o teste t de Welch
que considera as heterocedasticidade dos dados. Para os casos em que a distribui¢do néo foi normal,
realizamos tratamento dos dados (log10) para que fosse possivel a utilizagdo do teste paramétrico
Anova. Entretanto, se mesmo com o tratamento nos dados, ndo foi observada distribuicdo normal,

empregamos a analise ndo-parametrica Kruskal Wallis e teste post hoc de Dunn.
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Nos casos em que foram comparados apenas dois grupos, empregamos a analise de
distribuicdo normal (teste de Shapiro-Wilk) e variancias iguais ou homocedasticidade (Teste F) e
atendendo as premissas empregamos o teste t para amostras independentes. Para 0s casos em que a
distribuicdo ndo foi normal e/ou ndo houve homocedasticidade, realizamos tratamento dos dados
(log10) para que fosse possivel a utilizacdo do teste t. Entretanto, se mesmo com o tratamento nos
dados, ndo foi observada distribuicdo normal e homocedasticidade, empregamos a analise ndo-
paramétrica Wilcoxon (2 amostras) (Arango, 2009).

Quando conveniente, foi empregado o coeficiente de correlacdo de Pearson, um tipo de
medida que nos informa o grau de correlacéo linear entre duas variaveis numéricas (Vieira, 2008).

Também foi realizada analise multivariada como a analise de componente principal (PCA).
Para tanto, foi utilizado o software Fitopac versdo 2.1 empregando de correlacdo em um tipo de

gréafico Biplot com 2 eixos.

2.3. Resultados e discusséo
2.3.1. Potencial antioxidante de Hyptis se¢do Peltodon

Os resultados de capacidade antioxidante de Hyptis secdo Peltodon foram calculados
utilizando-se dois parametros:

1. Quantidade (em mg) de substancias antioxidantes presentes nas amostras e equivalentes aos
controles positivos Trolox e &cido rosmarinico; o uso de dois padrbes reside no fato de que a
maioria dos trabalhos utiliza apenas o padrdo Trolox, facilitando as comparacdes, entretanto como
os extratos brutos de todas as espécies apresentam o acido rosmarinico em sua composi¢do, 0
acrescentamos pela sua reconhecida capacidade antioxidante, além de melhor representar a classe
de substancias presentes nas amostras;

2. concentracdes efetivas de cada amostra para se atingir 50% da capacidade antioxidante
(CExo).

Para iniciar a discussdo dos resultados de capacidade antioxidante faremos semelhante ao
capitulo 1, onde primeiramente caracterizamos as espécies sem levar em conta a influéncia do
ambiente. Para tanto, a Tabela 2.1, mostram o potencial antioxidante dos extratos brutos de Hyptis
secdo Peltodon nos ensaios DPPH", ABTS", FRAP e ORAC em relacdo aos padrdes Trolox e acido
rosmarinico, bem como a concentracdo efetiva dos extratos brutos para se atingir 50% da
capacidade antioxidante (CEso) nos mesmos ensaios. Vale ressaltar que para o ensaio quelante de
metais, Hyptis se¢do Peltodon se mostrou inativo e, portanto, tal resultado n&o consta nas tabelas.

Para o potencial de sequestro de espécies reativas de oxigénio (radicais livres ou n&o),
metodologias que avaliam a capacidade antioxidante de um extrato analisam se as substancias

podem reagir de forma a consumir da solucdo um radical estavel, por exemplo o DPPH' e 0 ABTS".
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O ensaio do ABTS" é extremamente interessante para ser aplicado a extratos vegetais, uma vez que
a absorcdo no comprimento de onda em 734 nm elimina a interferéncia de cores provenientes do
extrato (Li et al., 2008). A reducdo dos radicais DPPH e ABTS é seguida pelo monitoramento da
diminuicao de sua absorbancia em um comprimento de onda caracteristico (Brand-Williams et al.,
1995) e os extratos que apresentam atividade positiva podem ser considerados potenciais
sequestradores de radicais livres, caracteristica interessante para a inddstria alimenticia, por
exemplo (Kumar e Pandey, 2013).

Estudos com alimentos revelaram que ensaios com ABTS® possuem forte correlacdo positiva
com o ensaio ORAC, fendlicos e o teor de flavonoides. O referido trabalho relata que o potencial
antioxidante detectado pelo ensaio ABTS" foi significativamente maior para frutas, verduras e
bebidas em comparagdo com o ensaio DPPH", assim como observado neste estudo (Tabela 2.1).
Ainda segundo esses autores, 0s antioxidantes altamente pigmentados e hidrofilicos foram melhor
refletidos pelo ensaio ABTS" do que pelo ensaio DPPH", sugerindo que o ensaio ABTS’, quando
comparado ao DPPH®, pode ser mais Util para detectar a capacidade antioxidante em uma variedade

de alimentos (Floegel et al., 2011).

Tabela 2.1 - Capacidade antioxidante dos extratos brutos de Hyptis secdo Peltodon nos ensaios DPPH",
ABTS’, FRAP e ORAC em relacao aos padrdes Trolox e &cido rosmarinico.

Trolox
Ensaio  Hcamp Hcom Hmer Hrad
DPPH™  133,0 £31,9"  321,1 +5,8° 289,9 +32,0°  155,1 +43,4°

ABTS™ 3044 +73,1° 581,5 +94,9° 518,5 +78,5° 387,0 +63,2"

FRAP™  429,1+58,3°  677,0 +21,1° 395,1 +40,8" 273,8 +95,9°

ORAC™™ 5320,1 +1867,3" 6454,9 +3278,4° 52745 +1112,2* 4618,3 +2412,9°
Acido rosmarinico

Ensaio Hcamp Hcom Hmer Hrad

DPPH™  102,7 +23,2" 258,8 +2,3° 226,3 +28,2° 119,7 +34,3"
ABTS™ 2054 +37,7° 308,6 +38,5° 282,5 +26,7° 232,7 +28,3"
FRAP™  101,6 +16,8" 171,0 +8,6° 104,4 +14,9° 71,7 £22,2°

ORAC™™ 2335+789% 3355 +455° 290,1 +44 5 2246 +97,7°

Hcamp: H. campestris, H. com: H. comaroides, Hmer: H. meridionalis, Hrad: H. radicans.
*:Resultados expressos em miligramas de substéncias equivalentes a Trolox/ grama de extrato seco
(mg ET g1) ou miligramas de substancias equivalentes a acido rosmarinico/ grama de extrato seco (mg
EAR g?1). **: Resultados expressos em micromol de substancias equivalentes a Trolox/ grama de
extrato seco (UM ET g*) ou micromol de substancias equivalentes a acido rosmarinico/ grama de
extrato seco (UM EAR g1). Anélises estatisticas realizadas entre espécies (intraespecifica) e por ensaio
sendo que médias seguidas por letras diferentes sdo significativamente diferentes (p<0,05).
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Outra forma de atuagédo antioxidante € o poder da substancia no que diz respeito a reducéo de
metais, especialmente ferro, um metal oxidante (Halliwell e Gutteridge, 2007). O método do poder
redutor do ferro (FRAP) baseia-se na medida direta da habilidade dos antioxidantes das amostras
reduzirem, em meio acido (pH 3,6), o Fe®* a Fe?*. Uma vez reduzido, o Fe?* produzido reage com o
TPTZ presente na solucdo de teste, formando um complexo de intensidade azul que é medido
colorimetricamente. Quanto maior o poder redutor da amostra, maior sera a intensidade de azul
observada (Benzie e Strain, 1996).

O ensaio ORAC foi originalmente desenvolvido por Cao e colaboradores (1993) e consiste
em medir a capacidade do antioxidante em sequestrar radicais peroxila que sdo gerados por uma
fonte radicalar: o AAPH quando a 37°C. A queda na fluorescéncia indica a extensdo do dano
causado pela reacdo da fluoresceina com os radicais gerados. O efeito protetor de uma amostra
contendo antioxidante é mensurado pelo célculo da area sob a curva de decaimento da fluorescéncia
de uma determinada amostra. O ensaio ORAC permite 0 monitoramento do tempo e do grau de
inibicdo durante o andamento da reagéo (Cao et al., 1993; Ou et al., 2001; Tomei e Salvador, 2007).
Radicais peroxila sdo os radicais livres predominantes encontrados ap6s a oxidacdo lipidica em
alimentos e sistemas bioldgicos sob condigdes fisioldgicas. Assim, os valores ORAC sao
considerados por alguns como referéncia para a eficacia antioxidante, devido a sua relevancia
biol6gica (Shahidi e Zhong, 2015).

Assim como as metodologias amplamente empregadas para avaliar o potencial antioxidante,
algumas substancias auténticas sdo comumente utilizadas como controles positivos das rea¢ées. Um
dos padrdes utilizados neste trabalho, o Trolox, analogo soltvel em &gua do a-tocoferol, é utilizado
pela sua alta capacidade antioxidante. O grupo carboxila presente no interior de sua estrutura, o
torna solivel em &gua, o que faz com que sua utilizacdo seja mais vantajosa em relacdo a
antioxidantes de carater apolar, como por exemplo o a-tocoferol, solivel em lipideos (Poljsak e
Raspor, 2008).

Nos parametros de miligramas equivalentes aos padrdes Trolox e acido rosmarinico (Tabela
2.1), as espécies que apresentaram maior potencial antioxidante em todos os ensaios foram H.
comaroides e H. meridionalis, entretanto, o extrato bruto de H. campestris também se revelou um
potencial redutor de ferro. No ensaio ORAC, todas as espécies apresentaram potencial para reducdo
do radical peroxila.

Os resultados de CEsp (Tabela 2.2) corroboram os resultados anteriores pois podemos
observar que os menores valores sd@o observados para H. comaroides e H. meridionalis. Vale
ressaltar que os valores obtidos para este parametro sdo inversamente proporcionais aos valores de
equivalentes exibidos nas duas tabelas anteriores, portanto, quanto menor a CEsg da amostra, maior

a capacidade antioxidante exercida por ela. Este pardmetro é o que revela a real capacidade

63



Santos, K.P.

antioxidante da amostra testada, uma vez que contabiliza o potencial em diferentes concentracdes,
resultando em curvas dose-resposta. Além disso, este parametro pode sugerir, ainda, quais amostras
seriam mais indicadas para um uso comercial, podendo-se estimar quanto efetivamente é necessario
em massa de uma substancia e, consequentemente de massa vegetal, para se obter uma determinada

intensidade de resposta.

Tabela 2.2 — Concentracéo efetiva de extratos brutos de Hyptis se¢do Peltodon para se atingir 50% da
capacidade antioxidante (CEso) nos ensaios DPPH", ABTS’, FRAP e ORAC.

CEsy
Ensaio  Hcamp Hcom Hmer Hrad Trolox AR
DPPH™ 72,4 +125° 29,5 +1,7° 34,2 +3,9° 52,7 +9,9° 94 75
ABTS™ 19,2 +3.8° 8,8 +0,8° 9,9 +1,1° 15,5 +2,8" 43 22
FRAP 16,3 +4,8° 6,2 +0,3° 8,3 +1,0° 11,4 +1,7° 3,1 09
ORAC™  15+04° 1,0 +0,2° 1,1 +0,3% 1,7 +0,6° 16 0,1

Hcamp: H. campestris, H. com: H. comaroides, Hmer: H. meridionalis, Hrad: H. radicans. *CEsy expressa
em pg mL™. **CEs expressa em uMol mL™. Andlises estatisticas realizadas entre espécies (intraespecifica)
e por ensaio sendo que médias com letras diferentes sdo significativamente diferentes (p<0,05). AR: 4cido
rosmarinico.

Uma analise de correlacdo (Tabela 2.3) foi realizada a fim de verificarmos qual classe de
substancia poderia explicar o maior potencial antioxidante observado para algumas amostras. Para
essa analise, utilizamos os valores de quantificacdes (mg g) para as classes de fendlicos detectadas
e os valores de CEsp, que indicam a capacidade antioxidante da amostra. O que observamos foi que
os resultados de potencial antioxidante ndo se correlacionaram fortemente aos teores de substancias
fenolicas totais. E importante salientar que como utilizamos os valores de CEsp devemos interpretar
as correlagdes de modo inverso, ou seja, a menor CEso indica maior potencial e, portanto,
correlacdes negativas sdo as que melhor caracterizam a relacdo composicao vs. atividade. Dessa
forma, esta analise indicou uma moderada correlacdo entre as CEso e 0s teores de acido
rosmarinico, evidenciando a importancia desse constituinte para a maior atividade antioxidante do
extrato. Em outras palavras, maiores contetdos de &cido rosmarinico resultaram em menores CEso
em todos os ensaios antioxidantes realizados, com exce¢do do ensaio ORAC que apresentou uma
fraca correlagdo com o contedo de &cido rosmarinico.

As substancias fendlicas possuem, em sua estrutura, varios grupos benzeno, tendo, em geral,
alguns grupos hidroxila substituintes (Angel e Gonzalez, 1999). Os atomos de hidrogénio do grupo
hidroxila adjacente (orto-difenil), localizado em varias posi¢des dos anéis, as ligagdes duplas dos
anéis benzénicos e a presenga da carbonila (-C=0) de algumas moléculas de flavonoides, garantem
a essas substancias alta capacidade antioxidante (Hrazdina et al., 1970; Rice-Evans et al., 1996;
Silva et al., 2002).
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O potencial antioxidante de acidos fendlicos e polifendis também estd relacionada a sua
capacidade de liberar homoliticamente hidrogénio da ligacdo O-H e formar radicais estaveis tanto
por ressonancia quimica quanto por hiperconjugacdo. O padrdo de hidroxilacdo e/ ou metoxilacdo
influencia o potencial antioxidante dessas moléculas e pode retardar reacdes oxidativas em sistemas
bioldgicos. Embora os acidos fendlicos tenham sido relatados como menos eficientes na eliminagéo
de radicais do que outras classes fenolicas (Hsieh et al., 2005; Farhoosh et al., 2016), algumas
variagOes estruturais como a introducdo de diferentes grupos de doacgdo/ retirada de elétrons de
varias posicoes do anel fenolico, podem promover maior capacidade antioxidante (Shahidi et al.,
1992; Farhoosh et al., 2016).

Tabela 2.3 — Coeficientes de correlagdo simples de Pearson (r) para as varidveis de composi¢do quimica por
classes de substancias fendlicas (exceto a classe das substancias ndo identificadas; mg g?) e a atividade
antioxidante (CEso g mL™?).

Total de

Variaveis Derivados  Acido Derivados  Nepetoidina constituintes

flavonoidicos rosmarinico clorogénicos B fenolicos DPPH" ABTS' FRAP ORAC
Derivados flavonoidicos 1,00
Acido rosmarinico -0,31 1,00
Derivados clorogénicos -0,50 0,16 1,00
Nepetoidina B -0,46 0,08 0,45 1,00
Total de constituintes fendlicos 0,67 0,27 0,09 -0,13 1,00
DPPH’ 0,19 -0,68 -0,05 -0,05 -0,08 1,00
ABTS' 0,06 -0,67 0,02 0,01 -018 094 1,00
FRAP 0,12 -0,68 0,03 0,14 -011 09 087 1,00
ORAC -0,35 -0,32 0,13 0,37 -039 055 066 056 1,00

Interpretagdo dos valores de r (+ou-): correlacdo pequena ou nula: 0,00 a 0,25 ou -0,25 a 0,00; correlagdo
fraca: 0,25 a 0,50 ou -0,50 a -0,25; correlagdo moderada: 0,50 a 0,75 ou -0,75 a -0,50; correlagdo forte: 0,75
a1,00 ou -1 a -0,75; correlagdo perfeita: 1,00 ou -1 (Vieira, 2008).

Flavonoides e outros derivados fendlicos sdo conhecidos por atuarem na captura e
neutralizacdo de espécies oxidantes como por exemplo o O% e OH", muitas vezes atuando por
sinergismo com outros agentes antioxidantes como as vitaminas C e E. Os flavonoides também
podem atuar ligando-se a ions metalicos, impedindo-os de atuarem como catalisadores na producao
de radicais livres. Devido a essas acOes, as substancias fendlicas sdo atribuidas diversas
propriedades como quelante de ferro, sequestradora de radicais livres, estimulante de enzimas com
capacidade antioxidante como a catalase (CAT) e a superoxido dismutase (SOD), entre outras
(Zuanazzi et al., 2017).

Os acidos fenolicos sdo geralmente divididos em dois grupos principais: derivados do acido
benzoico, contendo sete atomos de carbono (Cs-C1) e derivados do acido cindmico, compreendendo
nove atomos de carbono (Ce-Cs). Estes compostos existem predominantemente como acidos

hidroxibenzoicos e hidroxicindmicos e podem ocorrer nas suas formas livres ou conjugadas
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(Teixeira et al., 2013). Dados recentes apoiam sua aplicacdo benéfica como agentes preventivos e/
ou terapéuticos contra o estresse oxidativo, que esta relacionado ao surgimento de vérias doencas,
como aterosclerose, lesdo inflamatéria e cancer (Fresco et al., 2006; Razzaghi-Asl et al., 2013). A
eficicia antioxidante dos acidos hidroxicinamicos parece ser dependente de suas caracteristicas
estruturais relacionada a presenca de funcéo(s) hidroxila(s) na estrutura aromatica (Rice-Evans et
al., 1996; Razzaghi-Asl et al., 2013).

Acidos clorogénicos (CGA) so ésteres de acidos hidroxicinamicos e o acido quinico. CGA
mais comum € o formado pela esterificacdo do acido cafeico em &cido quinico na posicao 5
(Clifford et al., 2003; Razzaghi-Asl et al., 2013). Derivados de acido clorogénico possuem uma
variedade de potenciais bioldgicos que vao desde antifungicas (Bowles e Miller, 1994; Ma et al.,
2007), antivirais (Jassim e Naji, 2003; Wang et al., 2009) e neuroprotetores (Li et al., 2008), para
efeitos antidiabéticos (Paynter et al., 2006; Karthikesan et al., 2010) e reducdo do colesterol (de
Sotillo e Hadley, 2002; Razzaghi-Asl et al., 2013).

Entretanto, observando a tabela de correlagdo de Pearson (Tabela 2.3), houve pequena
correlagéo entre a atividade antioxidante e o teor de derivados clorogénicos. Para as outras classes
fenolicas também foram observadas baixas correlacfes. As diferencas observadas entre as amostras
também podem estar relacionadas ao sinergismo entre os constituintes presentes no extrato .

Martins e colaboradores (2016), enfatizaram a importancia de estudos como este e
comentaram que o potencial antioxidante dos extratos vegetais € um dos temas mais relevantes
dentro da comunidade cientifica. No entanto, ensaios in vitro sdo o alerta mais comum sobre a
importancia de continuar a pesquisa in vivo (Dai e Mumper, 2010; Larrosa et al., 2010; Rubio et al.,
2013).

2.3.2. VariagOes no potencial antioxidante nos dominios fitogeogréaficos dos Cerrados e
Tropical Atlantico.

Os resultados deste subtopico estdo apresentados nas Tabelas 2.4, 2.5 e 2.6. Ao longo do
texto, os resultados serdo discutidos interespecificamente, ou seja, dentro de uma mesma espécie
analisaremos os perfis das populacGes. Para facilitar a organizacdo dos resultados, iniciaremos a
discusséo por espécies com populagdes que ocorrem nos dois dominios fitogeograficos propostos.

Com relagdo a capacidade antioxidante de H. meridionalis para os ensaios DPPH" e ABTS",
ambas as populagdes apresentaram alto potencial, independente do padrdo utilizado como
equivaléncia, entretanto, ao fazer a comparacéo entre as duas amostras, a populacdo de Balsa Nova
(TA, om/ at) apresentou maior potencial, sendo seu extrato bruto melhor sequestrador de radicais
livres do que o da populacdo de Jaguariaiva (C, sav). Para os outros dois ensaios antioxidantes,
FRAP e ORAC, ndo houve diferenca no potencial antioxidante entre os extratos obtidos a partir das

populacdes de Balsa Nova (TA, om/ at) e Jaguariaiva (C, sav). Entretanto, no ensaio ORAC,
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quando utilizamos o acido rosmarinico como padrdo de equivaléncia, a populacdo de Balsa Nova
(TA, om/ at) apresentou uma maior capacidade antioxidante quando comparada a populacdo de
Jaguariaiva (C, sav), sendo, portanto, melhor sequestradora de radicais peroxila quando comparada

a populacdo de Jaguariaiva (C, sav) (Tabela 2.5).

Tabela 2.4 — Capacidade antioxidante dos extratos brutos de Hyptis secdo Peltodon nos ensaios DPPH",
ABTS’, FRAP e ORAC em relacéo ao padrdo Trolox (mg g?).

Espécie, local de coleta,
dominio fitogeografico e
fitofisionomia DPPH" ABTS” FRAP" ORAC™

Hcamp (Bur, C, ce) 140,0 +11,5% 329,2 4916 * 4440 #20,4°% 51274 +15256°
Hcamp (Pir, C, ms) 1128 #9,5% 261,3 +384°% 386,0 +16,3°% 4516,6 +2340,7
Hcamp (RC, C, ce) 131,2 +23,2 % 2845 +419% 2109 +164,5°% 6613,6 +13059 *
Hcom (Cur, TA, canV at) 326,3 £29,8 581,5+94,9 7187 +950 64549 +3278,4

Hmer (BN, TA, om/at) 3182 +23,8% 568,0 +1,0° 4057 +32,8% 92595 +4526,0 °

Hmer (Jag, C, sav) 266,3 +11,3° 446,3 +24,3" 3881 +47,0* 49155 +1080,3 °
Hrad (Av, ZT, es) 121,2 +18,6 ¢ 297,6 +31,9°¢ 149,1 +153° 2896,4 +2933°
Hrad (MG, C, ms) 1458 +6,2™359,6 +4,6™ 2446 +6,3% 22044 +7837°

Hrad (CGS, TA, om)  174,5 +18,7 ° 388,7 +29,9 ®* 336,1 +128,2 % 73129 +2328,1 °
Hrad (MC, TA, es) 226,8 +2,3°% 4413 #6,1% 3260 584 °% 3617,7 +13125°¢
Hrad (SA, TA, od) 117,6 21,1 ¢ 442,7 +48,7% 288,3 44,1 ® 58225 +1629,0 °

*: Resultados expressos em miligramas de substancias equivalentes a Trolox/ grama de extrato seco (mg ET
gh). **: Resultados expressos em micromol de substancias equivalentes a Trolox/ grama de extrato seco (UM
ET g?). Andlises estatisticas realizadas entre populacdes da mesma espécie (interespecifica) e por ensaio
sendo que médias seguidas por letras diferentes sdo significativamente diferentes (p<0,05). Hcamp: H.
campestris, H. com: H. comaroides, Hmer: H. meridionalis, Hrad: H. radicans; Bur: Buriti (MT), Pir:
Pirassununga (SP), RC: Rio da Casca (MT), Cur: Curitiba (PR), BN: Balsa Nova (PR), Jag: Jaguariaiva
(PR), CGS: Campina Grande do Sul (PR), MC: Mogi das Cruzes (SP), SA: Santo André (SP), Av: Avaré
(SP), MG: Mogi Guacu (SP); C: cerrado, TA: Tropical Atlantico; ce: cerraddo, ms: mata seca, camp/at:
campo com acgdo antropica, om/at: floresta ombréfila mista com agdo antropica, sav: savana, es: floresta
estacional semidecidual, om: floresta ombroéfila mista, od: floresta ombrofila densa; EB: extrato bruto, FH:
fase hexanica, FD: fase de diclorometano, FAE: fase acetato de etila, FHA: fase hidroalcoolica.

Analisando os resultados em concentracdo efetiva para atingir 50% da atividade antioxidante
(CEso), a diferenga no potencial antioxidante entre as populagdes de H. meridionalis é confirmada
para todos os ensaios realizados (Tabela 2.6). A populacdo de ocorréncia no dominio Tropical
Atlantico apresenta significativamente maior potencial antioxidante quando comparada a populacao
de ocorréncia no dominio dos Cerrados.

Para H. radicans, considerando os valores de CEso (Tabela 2.6), observamos que as
populacbes de Mogi das Cruzes (TA, es), Campina Grande do Sul (TA, om) e Santo Andre (TA,

od) foram as que apresentaram maior capacidade antioxidante, para a maioria dos ensaios testados.
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E muito interessante notar que as populacdes de H. radicans que apresentaram maior potencial
antioxidante encontram-se em fitofisionomias inseridas no dominio Tropical Atlantico, assim como

observado para H. meridionalis.

Tabela 2.5 — Capacidade antioxidante dos extratos brutos de Hyptis secdo Peltodon nos ensaios DPPH",
ABTS', FRAP e ORAC em relacéo ao padrdo acido rosmarinico (mg g?).

Espécie, local de coleta,
dominio fitogeogréafico e

fitofisionomia DPPH™" ABTS™ FRAP ORAC™
Hcamp (Bur, C, ce) 104,8 +32,4 % 2209 +418°% 1058 +6,3°% 2548 +79,1°
Hcamp (Pir, C, ms) 91,1 +6,3% 200,4 +42,7% 89,0 #52°% 187,0 +90,7°

Hcamp (RC, C, ce) 103,8 +15,6 % 188,7 +20,3% 83,2 +56,9 % 259,8 +47,0°
Hcom (Cur, TA, canv at) 258,3 22,0 308,6 +385 1655 53,4 378,8 +104,6
Hmer (BN, TA, onVat) 252,6 +16,0 % 303,8 +16,5% 110,5 +19,7 * 520,4 +196,9 °

Hmer (Jag, C, sav) 2043 +105° 264,9+195° 993 #82°% 2764 +432°
Hrad (Av, ZT, es) 92,0 +16,7° 1950 +83° 385 +2,7° 1281 +65°
Hrad (MG, C, ms) 1082 +4,4° 211,6 125%™ 625 +0,3% 157,0 +96,0°

Hrad (CGS, TA, om) 1382 +11,7° 231,7 10,8 ® 85,8 +24,7 % 327,1 +69,4°
Hrad (MC, TA, es) 177,1 +7,7° 2504 +135° 89,6 +6,5° 2347 +740°
Hrad (SA, TA, od) 92,8 +158° 251,2 #122°% 799 +84° 2672 +421°

*: Resultados expressos em miligramas de substancias equivalentes a acido rosmarinico/ grama de extrato
seco (mg EAR g1). **: Resultados expressos em micromol de substancias equivalentes a acido rosmarinico/
grama de extrato seco (UM EAR g?). Analises estatisticas realizadas entre populacdes da mesma espécie
(interespecifica) e por ensaio sendo que médias com letras diferentes sdo significativamente diferentes
(p<0,05). Hcamp: H. campestris, H. com: H. comaroides, Hmer: H. meridionalis, Hrad: H. radicans; Bur:
Buriti (MT), Pir: Pirassununga (SP), RC: Rio da Casca (MT), Cur: Curitiba (PR), BN: Balsa Nova (PR), Jag:
Jaguariaiva (PR), CGS: Campina Grande do Sul (PR), MC: Mogi das Cruzes (SP), SA: Santo André (SP),
Av: Avaré (SP), MG: Mogi Guacu (SP); C: cerrado, TA: Tropical Atlantico; ce: cerraddo, ms: mata seca,
camp/at: campo com agdo antrdpica, om/at: floresta ombréfila mista com acgdo antropica, sav: savana, es:
floresta estacional semidecidual, om: floresta ombrofila mista, od: floresta ombrofila densa; EB: extrato
bruto, FH: fase hexanica, FD: fase de diclorometano, FAE: fase acetato de etila, FHA: fase hidroalcoolica.

H. comaroides foi coletada em apenas um local, entretanto fazendo uma comparagdo com as
demais espécies, apresentou seu potencial antioxidante semelhante ao de H. meridionalis. Vale
lembrar que as duas espécies apresentaram semelhancas em seu perfil quimico como por exemplo
no teor de acido rosmarinico (Capitulo 1, Tabela 1.3).

De acordo com a literatura, em ensaios in vivo, polifendis como acido rosmarinico e
flavonoides exercem efeitos citoprotetores ao aumentar a producgédo de prostaglandinas endogenas,
reduzindo a secrecdo de histamina, inibindo o desenvolvimento de Helicobacter pylori e reduzindo
a formacdo de espécies reativas de oxigénio (Alimi et al., 2011; Awaad et al., 2013; Yesilada et al.,

2014). Tais moléculas podem aumentar a atividade de enzimas antioxidantes como SOD, glutationa
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peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR), assim como quelar ferro e ions cobre, e inibir a reacéo
de Fenton. Além disso, podem interferir no transporte de elétrons e nas reacdes de oxirreducgdo, bem
como reduzir os radicais lipidicos (Harborne e Williams, 2000; Zheng e Wang, 2001). Esses
potenciais biolégicos sdo principalmente correlacionados com a presenca de grupos hidroxila
doadores de elétrons e ligacdes duplas (De Lira Mota et al., 2009), como observado para rutina e

quercetina, dois flavondis (Pietta, 2000).

Tabela 2.6 — Concentracéo efetiva de extratos brutos de Hyptis se¢do Peltodon para se atingir 50% da
capacidade antioxidante (CEso) nos ensaios DPPH*, ABTS’, FRAP e ORAC.

Espécie, local de coleta,
dominio fitogeografico e

fitofisionomia DPPH"" ABTS™ FRAP ORAC™

Hcamp (Bur, C, ce) 655 +10,7 % 16,3 +24° 126 +18° 13 202"
Hcamp (Pir, C, ms) 80,3 +0,9°% 23,1 +0,6°* 16,8 +1,0® 2,0 20,3
Hcamp (RC, C, ce) 72,7 +13,8% 17,9 £2,7° 195 +56°% 1,3 +0,2°
Hcom (Cur, TA, canv at) 28,7 +2,4 8,8 +0,8 59 £0,8 1,0 +0,2

Hmer (BN, TA, onvat) 30,5 #2,1° 89 +0,7° 75 +08° 08 +0,2°
Hmer (Jag, C, sav) 37,3 +14°% 105 #0,3% 89 +06°% 13 #0,1°
Hrad (Av, ZT, es) 70,9 £#10,5% 19,4 #1,3% 20,7 +25% 23 #0,2°
Hrad (MG, C, ms) 58,7 +1,6"° 16,8 +0,0*® 12,6 +0,8% 22 +0,8°
Hrad (CGS, TA,om) 50,5 +4,8° 156 +1,1° 126 +14%® 12 +0,2°
Hrad (MC, TA, es) 40,2 +03° 14,0 #19% 96 #11% 15 +0,2°
Hrad (SA, TA, od) 481 +35™ 11,9 +1,0° 106 +1,0° 1,3 +0,1°
Padrdo Trolox 9,4 - 4,3 - 3,1 - 16 -

Padrio AR 75 - 22 - 09 - 01 -

*CEso expressa em ug mL?t. **CEsy expressa em uMol mL™ Andlises estatisticas realizadas entre
populacdes da mesma espécie (interespecifica) e por ensaio sendo que médias com letras diferentes sdo
significativamente diferentes (p<0,05). AR: 4acido rosmarinico. Hcamp: H. campestris, H. com: H.
comaroides, Hmer: H. meridionalis, Hrad: H. radicans; Bur: Buriti (MT), Pir: Pirassununga (SP), RC: Rio
da Casca (MT), Cur: Curitiba (PR), BN: Balsa Nova (PR), Jag: Jaguariaiva (PR), CGS: Campina Grande do
Sul (PR), MC: Mogi das Cruzes (SP), SA: Santo André (SP), Av: Avaré (SP), MG: Mogi Guagu (SP); C:
cerrado, TA: Tropical Atlantico; ce: cerraddo, ms: mata seca, camp/at: campo com acdo antrépica, om/at:
floresta ombrdéfila mista com agdo antropica, sav: savana, es: floresta estacional semidecidual, om: floresta
ombrofila mista, od: floresta ombrofila densa; EB: extrato bruto, FH: fase hexanica, FD: fase de
diclorometano, FAE: fase acetato de etila, FHA: fase hidroalcoolica.

Sevgi e colaboradores (2015) avaliaram a capacidade antioxidante de dez &acidos fendlicos:
acidos cafeico, clorogénico, cinamico, ferulico, galico, p-hidroxibenzoico, protocatecuico,
rosmarinico, siringico e vanilico, frente a quatro metodologias diferentes: o sistema [-caroteno/
acido linoleico, o sequestro de DPPH", o poder redutor e o efeito quelante de metais. Segundo 0s
autores, o acido rosmarinico foi a substancia que apresentou a maior capacidade antioxidante em

todas as metodologias.
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Observando os resultados do potencial antioxidante das diferentes populacdes de acordo com
0 pardmetro CEso (Tabela 2.6), podemos notar que 0s extratos brutos das espécies de Hyptis secdo
Peltodon, independentemente do local de coleta, se revelam promissores. Segundo Cos e
colaboradores (2006) extratos brutos sdo geralmente considerados interessantes se os valores de
CEso estiverem abaixo de 100 pg mL™, uma vez que constituem uma mistura complexa de
constituintes. Os valores de CEso € muito importante pois permite compararmos o0s resultados das
amostras com os padrdes ja conhecidos pela sua alta capacidade antioxidante. Nos ensaios DPPH",
ABTS" e FRAP poucas amostras tiveram valores de CEsp proximo ao valor dos padrdes comerciais,
entretanto, no ensaio ORAC, com excecdo da populacdo de H. campestris de Pirassununga (C, ms),
e as populagdes de H. radicans de Avaré (ZT, es) e Mogi Guagu (C, ms), as amostras apresentaram
valores de CEso proximo ao valor apresentado pelo Trolox.

Atualmente, na literatura, ha apenas um trabalho publicado com capacidade antioxidante de
H. campestris, H. meridionalis e H. comaroides que foi desenvolvido por nosso grupo de pesquisa
(dos Santos et al., 2018). H. radicans ja foi avaliada quanto ao seu potencial de sequestro de DPPH*
e FRAP sendo possivel, portanto, fazermos algumas comparagdes. No presente trabalho, o0 menor
valor de CEso quando observamos os resultados de DPPH* e FRAP de H. radicans foi 40,2 ug mL™!
e 9,6 ug mL*, respectivamente, atribuido & populagdo de Mogi das Cruzes (TA, es). Scio e
colaboradores (2012), ao realizarem um ensaio de sequestro de DPPH", encontraram CEso de 4,5 g
mL? para capacidade de sequestro do DPPH" e 23,2 ug mL™? para potncial redutor de ferro.
Esperando encontrar resultados aproximados, pensamos em o0 que poderia ter causado essa
diferenca de valores. Um ponto que talvez possa ser levado em consideracao € o local de coleta que,
no trabalho de Scio e colaboradores (2012) foi Juiz de Fora, Minas Gerais.

A fim de melhor discutir as correlagdes observadas e facilitar ainda mais a visualizacdo de
todos os resultados deste subtopico, realizamos uma analise de componente principal (PCA)
apresentada na Figura 2.1. Dessa forma, conseguimos ter uma visao geral de todos os resultados
apresentados até este trecho do trabalho, além de confirmar as correlacGes discutidas.

Primeiramente, é importante observar que a Figura 2.1 mostra claramente as diferencas
quimicas entre as espécies, ja que as populagdes da mesma espécie, mesmo coletadas em diferentes
locais, aparecem agrupadas, ou seja, apresentam o mesmo perfil quimico.

Conforme a Tabela 2.7, 0 eixo 1 apresenta como variavel determinante para a separacao das
populacgdes, seu potencial antioxidante. As amostras posicionadas no lado positivo desse eixo sdo as
que apresentaram maior potencial antioxidante, sendo elas H. comaroides (Cur, TA, cam/ at) e H.
meridionalis de ambos os locais, mas com a populagéo de Balsa Nova (TA, om/ at) apresentando o
maior potencial. O acido rosmarinico também esté posicionado no lado positivo o eixo 1, indicando

a correlacdo existente entre tal substancia e a capacidade antioxidante da amostra.
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No eixo 2, as variaveis determinantes para a separacdo das amostras foram o teor de derivados
flavonoidicos (negativamente correlacionado) e os teores de derivados clorogénicos e nepetoidina B
(positivamente correlacionados). No lado negativo do eixo 2, estdo as populagdes de H. campestris,
corroborando os dados da Tabela 1.3 (ver Capitulo 1) onde tal espécie apresentou maior variedade
de derivados flavonoidicos e maior teor dessa classe de fendlicos correlacionando-se também com o
indice de precipitacdo acumulada. Apesar disso, as popula¢bes de H. campestres, de acordo com a
PCA, apresentam fraca correlagdo com os ensaios antioxidantes.

Segundo um levantamento bibliogréfico realizado Yang e colaboradores (2018), a sintese e 0
acumulo de metabdlitos secundarios dependem criticamente das condi¢des ambientais. Para a
maioria das espécies vegetais, os fatores abioticos podem afetar significativamente alguns processos
associados ao crescimento e desenvolvimento das plantas, até mesmo sua capacidade de sintetizar
metabolitos secundarios, levando a mudanca geral no perfil fitoquimico que por sua vez,
desempenha um papel estratégico na producdo de substdncias bioativas (Pavarini et al., 2012;
Verma e Shukla, 2015).

Resumidamente, os metabolitos secundarios de plantas podem ser gerados gradualmente em
resposta ao estresse ambiental e, portanto, 0 mesmo pode ser visto como um comportamento vegetal
que é em parte a capacidade de adaptacdo e sobrevivéncia em resposta a estimulos ambientais
durante a vida (Metlen et al., 2009), sendo essenciais para estabelecer relacdes ecolégicas entre
plantas e outros organismos.

Yang e colaboradores (2018) afirmam que a sintese de alguns produtos naturais pode ser
alterada por diversos fatores abioticos. Como é sabido, alguns metabdlitos secundarios encontraram
aplicacbes comerciais como drogas, cosméticos, inseticidas entre outros. Prospectivamente, 0 uso
de estresses ambientais pode fornecer uma maneira potencial e lucrativa de aumentar o acumulo de
compostos bioativos, melhorar a qualidade e reduzir as pressdes de colheita excessiva de plantas
medicinais. Entretanto, um fator individual geralmente pode interagir com outros fatores (por
exemplo, uma alta irradiacdo é frequentemente acompanhada de temperatura elevada e deficiéncia
hidrica). Dessa forma, futuras pesquisas sao essenciais a fim de investigar e melhor compreender 0s

efeitos sinérgicos de multiplos fatores ambientais no metabolismo secundério vegetal.
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Figura 2.1 - Anélise de componente principal de 10 variaveis relacionadas & temperatura no més de coleta (°C), precipitacdo no més de coleta (mm), teor de
derivados flavonoidicos, acido rosmarinico, derivados clorogénicos, nepetoidinas A e/ou B e potencial antioxidante do extrato bruto de Hyptis secdo Peltodon
frente aos ensaios do DPPH", ABTS’, FRAP e ORAC. Hcamp: H. campestris, H. com: H. comaroides, Hmer: H. meridionalis, Hrad: H. radicans; Bur: Buriti (MT),
Pir: Pirassununga (SP), RC: Rio da Casca (MT), Cur: Curitiba (PR), BN: Balsa Nova (PR), Jag: Jaguariaiva (PR), CGS: Campina Grande do Sul (PR), MC: Mogi
das Cruzes (SP), SA: Santo André (SP), Av: Avaré (SP), MG: Mogi Guacu (SP); C: cerrado, TA: Tropical Atlantico; ce: cerraddo, ms: mata seca, camp/at: campo
com agdo antrdpica, om/at: floresta ombrdéfila mista com acgdo antropica, sav: savana, es: floresta estacional semidecidual, om: floresta ombrofila mista, od: floresta
ombrofila densa; EB: extrato bruto, FH: fase hexanica, FD: fase de diclorometano, FAE: fase acetato de etila, FHA: fase hidroalcoolica. A: Porcentagem de
variancia explicada pela anélise e porcentagem de variancia esperada estimada pelo teste da vara quebrada.
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Tabela 2.7 — Coeficientes de correlacdo entre as variaveis utilizadas na anélise de componente principal e os
eixos 1 e 2 (Figura 2.1).

Variaveis Eixol Eixo2

Temperatura no més de coleta (°C) -035 -0,01
Precipitacdo acumulada (mm) -024 -0,36
Precipitagdo media (mm) -017 025
Derivados flavonoidicos 001 -054
Acido rosmarinico 031 032
Derivados clorogénicos -0,21 0,42
Nepetoidina B -017 042
DPPH 050 004
ABTS 043 017
FRAP 037 -012
ORAC 020 -0,14

2.4. Consideracoes finais

Este capitulo avaliou o potencial antioxidante dos extratos brutos de Hyptis secdo Peltodon e
se espécies coletadas em diferentes fitofisionomias apresentam diferentes potenciais antioxidantes.
A abordagem que relaciona fatores abioticos com a composi¢do quimica, bem como o potencial
bioldgico de espécies vegetais é relativamente recente.

As espécies que apresentaram maior potencial antioxidante na maioria dos ensaios foram H.
comaroides e H. meridionalis, entretanto, o extrato bruto de H. campestris também se revelou um
potencial redutor de ferro.

Com relagdo ao potencial antioxidante das espécies coletadas em diferentes fitofisionomias,
podemos fazer as seguintes observacgdes:

1. A populacdo de H. campestris de Pirassununga, quando comparada as populaces dessa
espécie coletadas em Mato Grosso, apresentou diferente CEso nos ensaios ABTS® E ORAC, e isso
talvez possa ser explicado pelos fatores meteoroldgicos e/ ou fitofisiondmicos do local de coleta,
uma vez que as trés populagdes se encontram no dominio dos Cerrados.

2. A populagdo de H. meridionalis de Balsa Nova (TA, om/ at) apresentou o maior potencial
antioxidante nos ensaios DPPH" e ABTS’, sendo seu extrato bruto melhor sequestrador de radicais
livres do que o da populacédo de Jaguariaiva (C, sav);

3. As populagdes de H. radicans que apresentaram maior potencial antioxidante encontram-
se em fitofisionomias inseridas no dominio Tropical Atlantico, assim como observado para H.
meridionalis.

Portanto, com relacdo ao potencial antioxidante das espécies coletadas nos dois dominios

fitogeogréaficos, concluimos que para o grupo estudado e para as substancias analisadas, populacées
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que ocorrem no dominio Tropical Atlantico sdo mais ativas e, consequentemente, melhores
candidatas para uso como fonte de antioxidantes naturais.

H. comaroides comparada com as demais espécies, apresentou seu potencial antioxidante
semelhante ao de H. meridionalis, ressaltando que as duas espécies apresentaram semelhangas em
seu perfil quimico como por exemplo o teor de acido rosmarinico.

As espécies vegetais possuem uma infinidade de substancias com propriedades bioativas, e
entre elas esta o potencial antioxidante intrinseco, que tem sido relacionado principalmente com a
presenca de substancias fenolicas em sua composicdo. Apesar disso, 0s mecanismos de acdo desses
fitoquimicos, seus efeitos in vivo, sua biodisponibilidade e bioeficacia ainda sdo informacoes

escassas e carentes de estudo (Martins et al., 2016).
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Abstract
After more than 30 years, AIDS continues to be one of the most serious global health challenges.
Globally, HIV remains the fifth leading cause of death among adults and the leading cause of death
for women aged 15-49. It is undeniable that the available drug-combination therapy for anti-HIV
has promoted longer time and quality of life for patients. On the other hand, the emergence of virus
resistance, in addition to the side effects and long-term treatment are the main causes for the failure
of antiretroviral therapy. It is urgent the discovery of new drugs for the treatment of cancer, HIV,
infectious diseases, as well as other diseases, requiring multidisciplinary explotation; natural
sources have played a vital role in this process. The objective of this study was to evaluate the anti-
HIV-1 potential of Hyptis spp. In addition, we compared the anti-HIV-1 potential of species
naturaly occurring in distinct phytophysiognomies: Brazilian Savannahs and Tropical Atlantic. H.
comaroides and H. meridionalis showed promising anti-HIV-1 activity, acting mainly inhibiting the
reverse transcriptase activity. These results seem not to be influenced by the collection site of the
species. Substances, when isolated, presented less activity than the crude extracts, suggesting the

existence of synergism among constituents present in the phases and crude extracts.

Resumo

Apb6s mais de 30 anos, a AIDS continua a ser um dos mais sérios desafios mundiais a salde.
Globalmente, o HIV continua a ser a quinta principal causa de morte entre adultos e a principal
causa de morte de mulheres entre 15 e 49 anos. E inegavel que a terapia combinada de
medicamentos anti-HIV atualmente disponivel promoveu maior tempo e qualidade de vida aos
pacientes. Por outro lado, o surgimento de resisténcia ao virus HIV, além dos efeitos colaterais e
longo prazo do tratamento s@o as principais causas para o fracasso da terapia antirretroviral. A
necessidade urgente da descoberta de novos farmacos para o tratamento de cancer, HIV, doencas
infecciosas, bem como uma série de outras doencas, exige uma exploracdo vigorosa
multidisciplinar, e as fontes naturais vem desempenhando um papel imprescindivel neste processo.
O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial anti-HIV-1 de Hyptis secdo Peltodon. Além disso,
comparamos esse potencial nas espécies de ocorréncia em fitofisionomias distintas: Cerrados e
Tropical Atlantico. H. comaroides e H. meridionalis apresentaram atividade promissora como
agentes anti-HIV-1, atuando principalmente na inibi¢cdo da enzima transcriptase reversa sendo que
tais resultados ndo parecem sofrer influéncia do local de coleta da espécie. As substancias
majoritarias das fases mais ativas, quando isoladas, apresentaram menor atividade, sugerindo a

existéncia de sinergismo entre 0s constituintes presentes nas fases e extratos brutos.
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3.1. Introducéo

3.1.1. AIDS no mundo e aspectos do ciclo de vida do virus HIV

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) é uma doenca pandémica que tem como
agente etiologico o virus HIV (Human immunodeficiency virus), um retrovirus pertencente a
subfamilia Lentivirinae. Retrovirus sdo virus que contém RNA como material genético (Gallo e
Montagnier, 1988). O alvo principal do virus HIV durante a infeccéo € o linfocito T CD4+. Devido
a isso, o0 quadro clinico da AIDS ¢ caracterizado em fungdo da contagem sanguinea de linfdcitos T
CD4+ no individuo infectado além da caracterizacdo das condic@es clinicas relacionadas a infeccao
pelo HIV (Fauci, 1987).

A AIDS continua sendo um grande problema de saide mundial que ja causou cerca de 25
milhdes de mortes e consequentemente profundas mudancgas demograficas nos paises mais afetados
nos ultimos 27 anos. Globalmente, havia cerca de 33 milhGes de pessoas vivendo com o HIV em
2008. Os jovens entre 0s 15 e 0s 24 anos representam cerca de 45% das novas infeccbes pelo HIV
em todo o mundo (Singh e Bodiwala, 2010).

Ap6s mais de 30 anos, a AIDS continua a ser um dos mais sérios desafios mundiais a saude.
Globalmente, o HIV continua a ser a quinta principal causa de morte entre adultos e a principal
causa de morte de mulheres entre 15 e 49 anos (Unaids, 2016). Em 2015, 36,7 milhGes de pessoas
viviam com HIV. Apesar da queda geral no nimero de pessoas recém-infectadas pelo virus, 2,1
milhdes de pessoas o adquiriram em 2015. Apenas em 2015, 1,1 milh&o de pessoas morreram de
causas relacionadas a AIDS em todo o mundo e 17 milhGes dos infectados tiveram acesso a terapia
antirretroviral (Unaids, 2016). No Brasil, em 2014, estima-se que existiam cerca de 734 mil pessoas
vivendo com HIV. De acordo com o Ministério da Saude, desde o inicio da epidemia, em 1980, até
junho de 2011, foram registrados 608.230 casos de AIDS (condicdo em que a doenca ja se
manifestou). Somente em 2014 estima-se que ocorreram 44 mil novas infecgdes, e 16 mil mortes
relacionadas a AIDS (Unaids, 2016).

O ciclo de replicacdo do virus HIV envolve uma série de eventos que se iniciam com a
ligacdo da particula viral a receptores especificos na superficie da célula alvo, sendo essa interacao
mediada por uma glicoproteina do envelope do virus. A proteina responsavel pelo reconhecimento
do HIV por suas células alvo € a gp120 e o principal co-receptor para HIV-1 é o CD4, uma proteina
tipo imunoglobulina (Ig) expressa na superficie de células T e macréfagos primarios. Para que
ocorra a ligacdo do virus & membrana celular da célula alvo, somente a interagcdo gp120-CD4 nao é
suficiente, ocorrendo dai a mobilizacdo de um grupo de quimiocinas, essenciais ao reconhecimento
da célula alvo. Apds a ligacdo & membrana celular, uma série de mudangas conformacionais
promovem a fusdo virus-célula. Apds essa etapa, o capsideo do virion é entdo desencapado

ocorrendo assim a liberacdo do conteudo do capsideo (RNA gendmico e enzimas virais) para o

76



Capitulo 3. Potencial anti-HIV-1 de Hyptis Jacq. secdo Peltodon

citoplasma da célula afetada. E nesse momento que a transcriptase reversa (RT) participa da sintese
de uma copia de DNA de fita dupla formando um complexo nucleoprotéico que é rapidamente
transportado para o nucleo da célula hospedeira. Por agdo de enzimas como a integrase, ocorre a
integracdo do cDNA do genoma viral no DNA cromossémico. Uma vez que o pro-virus € integrado
ao DNA hospedeiro, RNAs virais sdo transcritos e transportados para o citoplasma onde seréo
traduzidos. A traducdo dos mRNAs virais fornece uma série de proteinas e poliproteinas que, apés
uma série de modificagdes, atuam na montagem do virus. Os virions sdo inicialmente montados
proximos a membrana celular e neste momento sdo compostos de um envelope glicoproteico, RNA
genémico e poliproteinas virais. Neste processo, denominado “brotamento”, as particulas virais
passam por uma modificacdo morfolégica conhecida como maturagio. E na maturagio que ocorre a
clivagem de certas poliproteinas pela enzima protease, dando origem a outras enzimas € a proteinas
estruturais do capsideo, completando o ciclo de replicacdo do HIV. Os virions maduros, por sua
vez, sdo capazes de infectar um linfdcito adjacente (Pecanha et al., 2002; Singh e Bodiwala, 2010;
Andrae-Marobela et al., 2013).

E inegavel que a terapia combinada de medicamentos anti-HIV atualmente disponivel
promoveu maior tempo e qualidade de vida aos pacientes diagnosticados com HIV/Aids. Por outro
lado, o surgimento de resisténcia ao virus HIV, além dos efeitos colaterais e longo prazo do
tratamento séo as principais causas para o fracasso da terapia antirretroviral (ART).

Segundo Kharytonchyk e colaboradores (2016), um dos principais contribuintes para a
variacao genetica do HIV-1 séo erros da transcriptase reversa. Algumas mutacfes ocorrem porgue a
transcriptase reversa ndo possui uma exonuclease de revisdo de 3’ a 5', 0 que pode estender as
incompatibilidades. No entanto, a transcriptase reversa também é capaz de “retirar” nucleotideos
terminais numa extensao limitada revertendo os possiveis erros (Arion et al., 1998; Sarafianos et al.,
2009). Esta reacdo contribui para a resisténcia a azidotimidina (AZT), e os resultados da transcricao
reversa in vitro sugerem que ela também contribua para a fidelidade da replicacdo (Bampi et al.,
2006).

Portanto, sabendo que a mutagdo do virus € um processo talvez “inevitavel”, além de procurar
desvendar mais etapas sobre o seu mecanismo de acdo, € também interessante o foco em pesquisas
gue tem como objetivo encontrar moléculas candidatas para baratear custos do tratamento, além de
torna-lo mais acessivel e principalmente ter menor efeito colateral do que o coquetel oferecido
atualmente.

Para tanto, produtos naturais tem sido uma fonte de sucesso na descoberta de novos
medicamentos anti-HIV. Muitas substancias com tal efeito vém sendo sintetizadas a partir de
produtos naturais e as descobertas sdo cada vez mais promissoras. A maior parte delas inibe a acéo

do virus em quase todas as fases de seu ciclo de vida (Wang et al., 2004). Tais substancias incluem
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os alcaloides, polissacarideos sulfatados, polifenois como os flavonoides, cumarinas derivados O-
cafeoil, lignanas e taninos, triterpenos, lectinas, floroglucindis, lactonas, iridoides, depsidonas,
proteinas inativadoras de ribossomo, saponinas, xantonas, naftodiantronas, fotossensibilizadores,
fosfolipideos, quininas, peptideos, entre outros (Ng et al., 1997; Vlietinck et al., 1998; Yang e
Cragg, 2001; Cary e Peterlin, 2018).

Segundo Pecanha e colaboradores (2002), diversas etapas do ciclo replicativo do HIV foram
identificadas como alvos para intervencgéo terapéutica. Muitos estudos vém sendo conduzidos a fim
de descobrir novas drogas que atuem como inibidores de transcriptase reversa, protease e integrase,
inibidores de adsorcéo viral, inibidores da fusdo virus-célula e inibidores do descapeamento viral.
Entretanto, os estudos atuais estdo voltados aos inibidores de transcriptase reversa (Andréola, 2009;
Lee et al., 2010; César et al., 2011; Kwon et al., 2012), protease e integrase (Brik and Wong, 2003;
Andréola, 2009; Filho et al., 2010; Hu et al., 2012) e inibidores de replicacdo (Bedoya et al., 2010;
Leteane et al., 2012).

A necessidade urgente da descoberta de novos farmacos para o tratamento de cancer, HIV,
doencas infecciosas, bem como uma série de outras doencas, exige uma exploracdo vigorosa
multidisciplinar, e é claro que as fontes naturais vem desempenhando um papel imprescindivel
neste processo (Newman e Cragg, 2016).

O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial anti-HIV-1 dos extratos brutos fases de Hyptis
secao Peltodon. Além disso, novamente comparamos esse potencial nas espécies de ocorréncia em

fitofisionomias distintas: Cerrados e Tropical Atlantico.

3.2. Material e métodos
3.2.1. Producdo dos extratos, fases e isolados para avaliacdo de potencial anti-HIV-1

Os extratos e fases analisadas foram obtidos e quantificados conforme as metodologias
descritas no Capitulo 1 (ver péagina 30). Entretanto, como os kits para os ensaios anti-HIV-1
utilizados nesse trabalho séo restritos a certa quantidade de amostras, além do fato de possuirem um
alto custo, realizamos as analises apenas com um individuo para cada local de coleta.

Amostras que resultaram em alta atividade foram selecionadas para o isolamento de seus
constituintes. Para o isolamento de substancias alvo as amostras foram retomadas em DMSO 10% e
submetidas a CLAE-DAD semi-preparativa no sistema Agilent 1200, com coluna de fase reversa
Zorbax Eclipse XDB C18 (9,4 x 250 mm x 5 um) a 40°C. Como fase movel foram usados &cido
acetico 0,1% (AcOH, Synth®) e acetonitrila (CH3CN, J. T. Backer®), comec¢ando a metodologia
com 15% de CH3CN (0 min) e aumentando para 100% (20-25 min), com 5 min de post-run na

sequéncia. O fluxo de solvente foi de 4,18 mL min™. O volume de amostra injetada foi de 200 uL
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por injecdo. Apos o isolamento as amostras foram liofilizadas e avaliadas quanto ao seu grau de
pureza utilizando CLAE-DAD descrita no Capitulo 1 (ver pégina 30).
3.2.2. Avaliacéo do efeito anti-HIV-1 pela inibicdo da atividade da transcriptase
reversa

Foi avaliada a capacidade anti-HIV-1 dos extratos brutos, fases apos particdo e substancias
isoladas de Hyptis secdo Peltodon, pelo efeito inibidor sobre a transcriptase reversa. Os ensaios
foram realizados por meio de método colorimétrico que tem a vantagem de ndo necessitar do uso de
radioisétopos, como as técnicas tradicionais com [3H]-dTTP. A atividade foi medida com o uso do
Kit Reverse Transcriptase Assay colorimetric Roche cat. N0.11468120910, conforme instrucdes do
fabricante. As amostras foram testadas em duplicata, em sete diferentes concentragdes entre 6,25 a
200 pg mL? em DMSO (dimetilsufoxido) 10% e para cada 20 pL da amostra foram adicionados
200 pL da solugdo com marcagdo de digoxigenina (DIG) na concentragdo de 200 M. As solugdes
foram incubadas por 2 h a 37°C. Apés, foram adicionados a cada amostra, 200 uL da solugdo anti-
DIG-POD e posteriormente o substrato ABST. Como inibidor de transcriptase reversa HIV-1 foi
utilizado o antiviral Foscarnet sodico (ou Foscavir®). Foi feita leitura da absorbancia em 405
nm/490 nm (A405/490) (Wang et al., 2008) em leitor de microplacas BioTek modelo Synergy™
H1 Hybrid Multi-Mode Reader. A inibicdo da atividade anti-HIV-1 foi calculada usando a férmula
[(Absorbancia do controle negativo — Absorbancia da amostra)/(Absorbancia do controle negativo)]
x 100. Para cada amostra foi construida uma curva de regressdo (para curvas consultar o Anexo)
entre a porcentagem de atividade e a concentragdo de amostra utilizada, encontrando-se os valores
de MICsqo.

3.2.3. Avaliacao do efeito anti-HIV-1 pela inibicdo da atividade da protease

Foi avaliada a capacidade anti-HIV-1 pelo efeito inibidor sobre a enzima protease de HIV-1.
A atividade foi medida com o uso do Kit fluorométrico de triagem para inibidor de Protease HIV-1
(BioVision), conforme instrucbes do fabricante, com algumas modificacfes. As amostras foram
testadas em duplicata, em sete diferentes concentragdes entre 6,25 a 200 pg mL™* em tampdo de
ensaio ¢ para cada 10 pL da amostra foram adicionados 80 pL da solucdo de reagdo preparada
diluindo a enzima em 70 pL de tampdo de diluigdo. Apds 15 minutos em temperatura ambiente,
adicionamos 10 pL de solugdo de substrato de protease que por sua vez foi feita diluindo 1 pL de
substrato de protease em 9 pL de tampao de ensaio. A fluorescéncia foi medida em 330 nm de
emissdo e 450 de excitagdo em modo cinético durante 3 horas a 37°C em leitor de microplacas
BioTek modelo Synergy™ H1 Hybrid Multi-Mode Reader. Foram escolhidos dois pontos dentro do
intervalo linear e foram obtidos seus valores correspondentes a fluorescéncia (RFU; e RFUy). Foi

calculada a inclinacdo da curva para todas as amostras, incluindo o branco, dividindo as “nets
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ARFU” (RFU2-RFU3) pelo tempo AT (T2-T1). Com tais valores foi calculada a porcentagem que
por sua vez foram utilizados para o célculo da MICsg, nos casos em que foi possivel a obtencéo e

curva logaritmica (para curvas consultar o Anexo).

3.3. Resultados e discusséo

O ensaio de inibicdo da enzima transcriptase reversa foi escolhido com base em testes
preliminares realizados no laboratdrio de fitoquimica onde H. radicans e H. comaroides mostraram-
se altamente promissoras na inibigdo da atividade da enzima transcriptase reversa (HIV-1) (Sedano
Partida et al., 2014; Partida et al., 2015). Os resultados das analises realizadas com 0s extratos
brutos estdo apresentados na Tabela 3.1. Estes resultados sugerem alto potencial inibitorio de H.
meridionalis e H. comaroides frente a enzima transcriptase reversa. Na Tabela 3.2 podemos
encontrar os resultados da anélise das espécies por ambiente.

Tabela 3.1 - Inibi¢do da enzima transcriptase reversa HIV-1 do extrato bruto de Hyptis se¢cdo Peltodon
expressa em MICso (g mL™2).

Espécie EB
Hcamp  377,3 £92,3
Hcom 17,9 -

Hmer 17,7 £9.0
Hrad 223,7 £45,4

Hcamp: H. campestris, Hcom: H. comaroides, Hmer: H. meridionalis, Hrad: H. radicans; EB: extrato bruto.

Conforme citado anteriormente, varias espécies pertencentes a Lamiaceae apresentam algum
tipo de potencial bioldgico, entretanto, ndo ha relatos na literatura sobre o potencial biologico de H.
comaroides e H. meridionalis, espécies que apresentaram extratos brutos com alta atividade de
inibicdo da atividade da transcriptase reversa (HIV-1): MICso de 17,9 pg mL? e 17,7 pg mL?,
respectivamente. Sabe-se que, geralmente, extratos brutos sdo considerados ativos se os valores de
MICso estiverem abaixo de 100 pg mL™, assim como substancias isoladas sdo consideradas ativas
quando sua MICso € menor do que 25 uM (Cos et al., 2006; Brusotti et al., 2014).

Yamasaki e colaboradores (1998), testaram 46 espécies de Lamiaceae frente a uma cultura
celular infectada com o virus HIV-1 que por sua vez foi isolado de um paciente infectado. Algumas
espécies apresentaram atividade antiviral bem préximas as das espécies deste estudo como por
exemplo Lavandula angustifélia Mill. (MICso: 123 pug mL™), Mentha spicata L. (MICso: 117 ug
mL1), Ocimum basilicum L. (MICso: 76 pug mL™?), Ocimum basilicum cv “cinnamon” (MICso: 15 pg
mL?), Origanum majorana L. (MICso: 140 pug mL?), Origanum vulgare L. (MICso: 79 ug mL™?),
Orthosiphon aristatus (Blume) Mig. (MICso: 24 pg mL™?) e Thymus quinquecostatus Celak. (MICso:
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128 pg mL™Y). De acordo com esses resultados, os autores enfatizaram que as atividades ndo se
devem as substéncias apolares pois os extratos com maiores teores de tais substancias néo
apresentaram atividade anti-HIV-1. Com isso, sugerem que o efeito inibitério da replicacdo do
HIV-1 deu-se principalmente devido aos compostos polares e mais sollveis em agua que faziam
parte dos extratos aquosos e hidroalcoolicos (70%) dessas especies, assim como observado para as

espécies de Hyptis testadas no presente estudo.

Tabela 3.2 - Inibicdo da enzima transcriptase reversa HIV-1 do extrato bruto e fases de Hyptis se¢édo
Peltodon expressa em MICso (Ug mL™).

Espécie, local de coleta, EB Fases Padréo
dominio fitogeografico e FAE FHA
Hcamp (Bur, C, ce) 358,2 - - -
Hcamp (Pir, C, ms) 4776 - - -
Hcamp (RC, C, ce) 296,0 - - -
Hcom (Cur, TA, cam/at) 17,9 - 38,7 -
Hmer (BN, TA, onvat) 11,4 - 221 -
Hmer (Jag, C, sav) 24,1 64,5 - -
Hrad (Av, ZT, es) 176,2 - - -
Hrad (MG, C, ms) 5458 - - -
Hrad (CGS, TA, om) 909 - - -
Hrad (MC, TA, es) 1858 - - -
Hrad (SA, TA, od) 1196 - - -
Foscarnet ® - - - 0,3

Hcamp: H. campestris, Hcom: H. comaroides, Hmer: H. meridionalis, Hrad: H. radicans; Bur: Buriti (MT),
Pir: Pirassununga (SP), RC: Rio da Casca (MT), Cur: Curitiba (PR), BN: Balsa Nova (PR), Jag: Jaguariaiva
(PR), CGS: Campina Grande do Sul (PR), MC: Mogi das Cruzes (SP), SA: Santo André (SP), Av: Avaré
(SP), MG: Mogi Guagu (SP); C: cerrado, TA: Tropical Atlantico; ce: cerraddo, ms: mata seca, camp/at:
campo com acdo antropica, om/at: floresta ombrdéfila mista com acgéo antropica, sav: savana, es: floresta
estacional semidecidual, om: floresta ombrofila mista, od: floresta ombroéfila densa; EB: extrato bruto, FAE:
fase acetato de etila, FHA: fase hidroalcoolica.

Tal resultado nos levou a pensar que H. comaroides e H. meridionalis seriam interessantes
candidatos para o isolamento de substancias com potencial anti-HIV-1. A fase mais ativa para
ambas as espécies foi a hidroalcoolica (FHA), sendo esta escolhida para o isolamento de seus
constituintes majoritarios: vicenina-2 e cirsimarina (substancias 2 e 11, respectivamente, Tabela
1.2, Capitulo 1). Além disso, ao observar tal potencial, também testamos a mistura desses extratos
brutos simplesmente unindo 1 mg de cada extrato e solubilizando em 2 mL de DMSO 10%.
Entretanto, conforme podemos observar na Tabela 3.3, as substdncias isoladas ndo foram
igualmente ativas aos seus extratos brutos de origem.

A vicenina-2 foi descrita pela primeira vez em 1986 por Darbour e colaboradores em Ballota
foetida Lam. (Lamiaceae). Apesar de ndo haver relatos dessa substancia em Hyptis, ela pode ser
encontrada na composicdo de diversas espécies de Lamiaceae como por exemplo Ocimum

gratissimum Forssk. (Casanova et al., 2014), Thymus vulgaris L. e Origanum vulgare L. (Regnault-
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Roger et al., 2004), sendo, desta forma, relatada pela primeira vez em espécies de Hyptis, conforme

relatado no Capitulo 1.

Tabela 3.3 - Inibigdo da enzima transcriptase reversa HIV-1 (MICso; g mL™*) da mistura e isolados obtidos
de Hyptis comaroides e H. meridionalis.

Substancia Amostra MICx,

= Acido rosmarinico® =

- Mistura 44,0
2 Vicenina-2 85,8
11 Cirsimarina 44,3
35 Nepetoidina B -
40" Cirsimaritina -

“: Numeracéo equivalente as substancias presentes na Tabela 1.2 do Capitulo 1.
“: Substancias isoladas e gentilmente cedidas pela Dra. Martha Dalila Sedano-Partida.
P: Padrdo comercial.

A cirsimarina foi descrita pela primeira vez em 1979 por Yun e Chang em Cirsium pendulum
Fisch (Asteraceae). Assim como a substancia anterior, at¢é o momento, a cirsimarina ndo foi
reportada em Hyptis mas sim em uma espécie da mesma familia: Teucrium arduini L. (Lamiaceae)
(Vukovic et al.,, 2011), sendo também frequentemente reportada em Microtea debilis Sw.
(Microteaceae) (Hasrat et al., 1997).

Para a vicenina-2 e para a cirsimarina, os valores de MICso encontrados em pg mL™ (Tabela
3.3), correspondem a 144,8 uM e 92,9 uM, respectivamente. Conforme citado anteriormente,
substancias isoladas sdo consideradas ativas quando sua MICso € menor do que 25 uM (Cos et al.,
2006; Brusotti et al., 2014). Apesar das duas substancias isoladas ndo apresentarem um potencial
anti-HIV-1 efetivo, tentamos estabelecer uma relagdo estrutura-atividade, uma vez que a cirsimarina
apresentou o dobro da capacidade antiviral, em ambos 0s ensaios, quando comparada a vicenina-2.

Os flavonoides sdo substancias fendlicas hidroxiladas e a atribuicdo de suas atividades
farmacoldgicas esta diretamente ligada a conformacdo de sua estrutura. A natureza quimica dos
flavonoides depende da sua classe estrutural, do seu grau de hidroxilagdo e outras substituicoes,
conjugacOes e grau de polimerizacdo (Heim et al., 2002). Devido a isso, € importante que seja
observada a diferenca estrutural entre as duas substancias.

A cirsimarina, além ser um monoglicosideo substituido em 4', apresenta duas metoxilas
(OCHs) em sua estrutura, sendo uma na posicdo 6 e a outra na posicdo 7 (Figura 3.1, A). Ja a

vicenina-2, uma C-diglicosideo, ndo possui metoxilas em sua estrutura (Figura 3.1, B).
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Figura 3.1 — Estrutura quimica da cirsimarina (A) e vicenina-2 (B).

Wu e colaboradores (2003) investigaram a atividade anti-HIV de cinco classes de flavonoides
agliconas: flavonas, flavanonas, flavanas, chalconas, além de dois outros derivados flavonoidicos. A
flavona dimetoxilada analisada no referido estudo, ndo apresentou atividade antiviral. Entretanto,
pela primeira vez na literatura, esses autores revelaram uma potente atividade de uma chalcona (2-
metoxi-3-metil-4,6-dihidroxi-5-(30-hidroxi) cinamoilbenzaldeido) apresentando inclusive a mesma
MICso (0,022 pg mL™?) que o padrdo AZT. Interessantemente, outra chalcona testada com uma
hidroxila ao invés de um grupo metoxila em C2, se mostrou inativa. Dessa forma, foi inferido que
um grupo metoxila em C2 no esqueleto de chalconas pode ser imprescindivel para a atividade anti-
HIV (Wu et al., 2003). Tais estudos talvez possam explicar, apesar da baixa atividade antiviral, o
maior resultado anti-HIV-1 apresentado pela cirsimarina quando comparada ao da vicenina-2.

Nédo foi encontrado na literatura nenhum relato sobre qualquer atividade anti-HIV-1 da
cirsimarina, entretanto, felizmente, diversos estudos com flavonoides vém sendo reportados afim de
entender melhor sua acdo antiviral. Cole e colaboradores (2016) testaram 33 flavonoides frente a
atividade anti-HIV, concluindo que compostos que continham uma conformagdo o- ou [-
hidroxicarbonila eram tipicamente mais potentes, relacionando novamente a estrutura da molécula
com atividade antiviral.

Tambem foram testadas duas outras substancias isoladas de Hyptis pela Dra. Matha Dalila
Sedano-Partida, a cirsimaritina e a nepetoidina B, assim como o0 &cido rosmarinico obtido
comercialmente. Nenhuma delas apresentou potencial antirretroviral.

Para o ensaio de inibicdo da enzima protease (Tabela 3.4), foram selecionadas as amostras

que apresentaram MICso menor de 90 pug mL™ no ensaio anti-RT.
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Tabela 3.4 - Inibicdo da enzima protease HIV-1 de amostras de Hyptis Jacg. secdo Peltodon expressa em
porcentagem de atividade para a concentracdo de 100 pg mL™ e MICso (ug mL™).

Espécie, local de coleta, EB Fases Mistura Isolados
dominio fitogeografico e FAE FHA

fitofisionomia % MiCs % MIC5o %  MICsq % MICs, % MICsg
Hcom (Cur, TA, cam/at) 544 12,9 - - 471 21,1 - - - -
Hmer (BN, TA, onv at) 56,9 11,2 - - 100,0 4,8 - - - -
Hmer (Jag, C, sav) 53,5 - 64,4 49 - - - - - -
Mistura - - - - - - 68,1 - - -
Vicenina-2 - - - - - - - - 545 -
Cirsimarina - - - - - - - - 84,7 -
Pepstatina - - - - - - - - 91,3 1,6*

Hcom: H. comaroides, Hmer: H. meridionalis, Cur: Curitiba (PR), BN: Balsa Nova (PR), Jag: Jaguariaiva
(PR); C: cerrado, TA: Tropical Atlantico; camp/at: campo com acdo antropica, om/at: floresta ombrofila
mista com acdo antrépica, sav: savana, EB: extrato bruto, FAE: fase acetato de etila, FHA: fase
hidroalcoolica. *MICsy conhecida expressa em UM.

Podemos notar que os extratos brutos de H. comaroides (Cur, TA, cam/ at) e H. meridionalis
de Balsa Nova (TA, om/ at), com maior potencial de inibicdo da enzima transcriptase reversa
(Tabela 3.2) também foram ativos na inibicdo da enzima protease. Em alguns casos como o extrato
bruto de H. meridionalis de Jaguariaiva (C, sav) e as substancias isoladas, ndo foi possivel o calculo
da MICso pois as menores concentragfes ja haviam atingido a porcentagem de 50% de atividade,
sendo importante a repeticdo do ensaio utilizando menores concentragcdes da amostra.

Vale mencionar que o extrato bruto hidroalcoolico de H. comaroides (Cur, TA, cam/ at) e H.
meridionalis (de ambos os locais coletados) ndo apresentaram atividade citotdxica na concentracdo
de 100 pg mL* frente & linhagem de células RAW 264,7 de camundongos no ensaio de reducéo do
MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazélio)]}, resultado gentilmente cedido
pela Dra. Martha Dalila Sedano-Partida.

Para melhor interpretacdo e discussdo dos dados, a Tabela 3.5 nos permite fazer uma
comparacdo dos resultados de tais atividades com o teor de constituintes fendlicos dos extratos
brutos, assim como das fases e das substancias isoladas. Podemos observar que 0s extratos brutos
com maior potencial anti-HIV-1: H. comaroides (Cur, TA, cam/ at) e H. meridionalis de Balsa
Nova (TA, om/ at) ndo sdo os que apresentam 0s maiores teores de constituintes fendlicos totais.
Entretanto, H. comaroides (Cur, TA, cam/ at) e H. meridionalis (de ambos os locais coletados)
apresentam teores mais elevados de acido rosmarinico quando comparados com as demais espécies,

exceto H. radicans de Mogi das Cruzes (TA, es) e Santo Andre (TA, od).
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Tabela 3.5 — Teor de constituintes fendlicos nos extratos brutos, fases e isolados de Hyptis secéo Peltodon analisados por CLAE-DAD e expressos em mg g.

Classes e total de constituintes fendlicos

Espécie, local de coleta, dominio Tipoda  Derivados Acido Derivados
fitogeogréfico e fitofisionomia amostra  flavonoidicos rosmarinico clorogenicos Nepetoidina B ni Total
Hcamp Bur (C, ce) EB 47,4 15 0,3 - 7,3 56,5
Pir (C, ms) EB 19,1 4,0 0,7 0,1 35 275
RC (C, ce) EB 41,3 1,9 2,1 - 54 50,7
Hcom Cur (TA, cam/at) EB 7,6 14,2 10,0 1,2 12 341
Hmer BN (TA, om/at) EB 26,1 12,6 1,6 0,6 4,4 452
Jag (C, sav) EB 8,8 13,5 1,8 1,6 11 269
Hrad Av (ZT, es) EB 8,6 3,4 6,5 5,2 06 242
MG (C, ms) EB 2,4 6,8 8,2 - 11 184
CGS (TA, om) EB 8,1 3,4 11,0 - 12 237
MC (TA, es) EB 10,7 12,1 16,4 = 1,6 409
SA (TA, od) EB 13,6 11,6 15,6 5,2 1,7 47,7
Mistura EB 14,6 8,8 0,7 - 32 274
Hcom Cur (TA, cam/at) FHA 4,1 4,7 - - - 8,7
Hmer BN (TA, om/at) FHA 3,3 - - - 06 3,9
Jag (C, sav) FAE 12,6 84,1 7,3 - 0,8 104,8
Vicenina-2 isolado 18,2 - - - - 18,2
Cirsimarina isolado 131,8 - - - - 131,8

Hcamp: H. campestris, H. com: H. comaroides, Hmer: H. meridionalis, Hrad: H. radicans; Bur: Buriti (MT), Pir: Pirassununga (SP), RC: Rio da Casca (MT),
Cur: Curitiba (PR), BN: Balsa Nova (PR), Jag: Jaguariaiva (PR), CGS: Campina Grande do Sul (PR), MC: Mogi das Cruzes (SP), SA: Santo André (SP),
Av: Avaré (SP), MG: Mogi Guagu (SP); C: cerrado, TA: Tropical Atlantico; ce: cerraddo, ms: mata seca, camp/at: campo com agao antropica, om/at:
floresta ombrofila mista com agdo antropica, sav: savana, es: floresta estacional semidecidual, om: floresta ombrofila mista, od: floresta ombrofila densa.

EB: extrato bruto; FAE: fase acetato de etila, FHA: fase hidroalcoolica; ni: substancias ndo-identificadas.
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De fato, o acido rosmarinico, apresenta uma série de atividades bioldgicas e farmacoldgicas
reportadas na literatura, conforme revisado por Al-dhabi e colaboradores (2014). Entre tais
atividades esta a atividade antiviral do &cido rosmarinico apds uma etapa de nitragdo (Dubois et al.,
2008). Mazumder e colaboradores (1997) ja haviam relatado atividade anti-HIV-1 ao testar
anadlogos a curcumina, entre eles, o acido rosmarinico, que apresentou potente atividade frente a
enzima integrase (HIV-1). Entretanto, no presente trabalho, ao testarmos a capacidade anti-HIV-1
do padrdo comercial de &cido rosmarinico nas concentragdes de 0,10 a 533,33 uM frente a enzima
transcriptase reversa, ndo observamos atividade de inibicdo da mesma.

Singh e Bodiwala (2010) em seu trabalho de revisdo que abrange os recentes avancos em
produtos naturais anti-HIV, mencionam diversas classes de constituintes fendlicos com capacidade
antiviral. Alguns deles estdo em fase avangada de pesquisa clinica como por exemplo o calanolideo
A, derivados de canfanoil (DCK) e acidos dicafeoilquinicos (DCQAs) (Saklani e Kutty, 2008).
Ainda entre os constituintes fendlicos, os acidos clorogénicos e seus derivados tem sido relatados
como inibidores da enzima integrase (Robinson et al., 1996) e protease (Matsuse et al., 1997).

Em revisdo realizada por Andrae-Marobela e colaboradores (2013), os polifendis s&o
destacados como agentes anti-HIV multialvo agindo em diversos momentos do ciclo de vida do
virus. Ao analisar diversos trabalhos de pesquisas com focos em atividade anti-HIV de polifendis,
esse grupo de pesquisadores concluiu que flavonoides tendem a atuar em uma grande variedade de
alvos, mediando uma gama diversificada de atividades anti-HIV. Entretanto, a eficacia dessas
atividades ndo é tdo alta, sugerindo, portanto, uma analise minuciosa dos efeitos sinérgicos que
poderiam potencializar a acdo anti-HIV de tais substancias. Atividades sinérgicas anti-HIV-1
podem ser promissoras, devido ao fato de que os flavonoides apresentam indices terapéuticos (razdo
entre a dose tdxica e a dose capaz de produzir a resposta clinicamente desejada) geralmente bastante
favoraveis. Tal resultado pode ser uma possivel explicacdo para o fato de que os extratos brutos
apresentam maior atividade quando comparados as fases ou até mesmo as substancias isoladas
(Tabelas 3.2 e 3.3). Dessa forma, esses autores sugerem que o resultado do sinergismo de diferentes
tipos de flavonoides pode fornecer um meio para as industrias no desenvolvimento de agentes anti-
HIV.

Por definicdo, o sinergismo é a acdo combinada entre dois ou mais fatores que contribuem
para o resultado de um processo ou atuacdo. Desde os primeiros registros histéricos, combinacgdes
de drogas tém sido usadas para tratar doengas, sendo que os medicamentos tradicionais chineses,
especialmente fitoterapicos, sdo os principais exemplos conhecidos. A medida que as técnicas de
isolamento e a capacidade de sintese quimica avangam, as combinagdes de drogas tém sido mais
definidas e sofisticadas possibilitando, assim, a ampliacdo desse conhecimento. Durante o século

passado, muitas tentativas foram feitas para mensurar as relagdes dose-efeito de cada farmaco
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isoladamente e suas combinacdes, a fim de determinar se uma combinacdo de farmacos ganharia ou
ndo um efeito sinérgico (Chou, 2006).

Apenas recentemente a medicina moderna vem compreendendo a rapidez com que 0s
patogenos e as células cancerigenas podem desenvolver resisténcia a drogas isoladas, levando a
administracdo de coqueteis de drogas para contornar ou retardar a resisténcia. De acordo com
Carmona e Pereira (2013), as plantas utilizam essa estratégia desde muito cedo em sua evolucéo.
Ao confiar em combinag¢@es de moléculas multialvo, as plantas possuem complexos fitoquimicos de
interacdo aperfeicoados ao longo da evolucao para realizar muitas tarefas complementares (Koehn e
Carter, 2005; Lila e Raskin, 2005).

Ferreira e colaboradores (2010) reuniram diversos estudos sobre flavonoides presentes no
extrato de Artemisia annua L. (Asteraceae) como a eupatina, silibina, quercetina, apigenina,
luteolina e campferol, para atuarem em sinergismo com diversos agentes anticancer como por
exemplo o paclitaxel (Limtrakul et al., 2005; Zhou et al., 2008). A silibina combinada ao paclitaxel
aumentou a sensibilidade das células tumorais em doentes com resisténcia ao tratamento
convencional, aumentando a eficacia deste ultimo (Zhou et al., 2008).

Limtrakul e colaboradores (2005) utilizaram a vimblastina para investigar a capacidade da
quercetina, campferol, genisteina, genistina e daidzeina em sensibilizar as células tumorais
resistentes (MDR KB-V1, adenocarcinoma endocervical relacionado ao papilomavirus humano) aos
efeitos da citotoxicidade de farmacos antineoplasicos. Empregando o ensaio MTT, os flavonoides
quercetina, campferol, genisteina e daidzeina, a 10 e 30 UM aumentaram a sensibilidade das células
KB-V1 a vimblastina e diminuiram a resisténcia relativa da vinblastina nas mesmas células. O
campferol e a daidzeina em uma concentracdo de 30 UM causaram uma diminuicdo significativa da
MICso da vimblastina nas células KB-V1 resistentes. Um outro exemplo foi a combinacdo da
cisplatina associada a luteolina, que resultou em aumento em sua atividade terapéutica anticancer
sendo, portanto, a luteolina, considerada um potencial quimiossensibilizador na terapia do cancer
(Shi et al., 2007).

Segundo Cushnie e Lamb (2011), além de atividades diretas e sinérgicas, os flavonoides
também inibem vérios fatores de viruléncia bacteriana, incluindo receptores de sinal de deteccéo,
além de enzimas e toxinas. Evidéncias destes efeitos moleculares em nivel celular incluem a
inibicdo in vitro da formacdo de biofilme, a inibicdo da ligacdo bacteriana ao hospedeiro e a
neutralizacdo da toxicidade para células humanas em cultura.

Quanto a atividade antiviral, a atividade sinérgica do flavonoide baicaleina com o
antirretroviral ribavirina contra infecgdes pelo virus influenza A (HIN1) em cultura celular e em
camundongos foi investigada pela primeira vez em 2011, relatando resultados promissores. In vitro,

a maxima sinergia em concentragdes mais baixas de baicaleina (0,125 pg mL™) e ribavirina (12,5
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ng mLY) foi observada, e a expressdo reduzida do gene da proteina da matriz viral sugeriu que as
combinagOes entre as drogas causaram maior inibicdo do que a ribavirina isolada (Chen et al.,
2011).

Apesar de inimeros trabalhos apontando os efeitos sinérgicos dos metabolitos especiais com
drogas ja conhecidas, as substancias isoladas ainda sdo o maior interesse da industria farmacéutica
devido a maior facilidade de sintese e consequentemente maior valor agregado que pode ser
atribuido as moléculas sintéticas.

Asres e colaboradores (2005) apontam os flavonoides como promissores agentes anti-HIV,
inibindo a atividade da transcriptase reversa, induzindo interferons, inativando proteases virais e
inibindo a expressdo de co-receptores virais (como CCR2b e CCr3). Entretanto, 0 mecanismo
molecular para esses efeitos antivirais de flavonoides ainda néo é claro.

Harborne e Williams (2000) relatam em seu trabalho de revisdo que alguns flavonoides
parecem ter atividade inibitoria direta no virus como ocorre para a baicalina, isolada de Scutellaria
baicalensis Georgi (Lamiaceae) (Li et al., 2000). Outros flavonoides atuam inibindo as enzimas
necessarias para a replicagdo viral como duas biflavonas: robustaflavona e hinociflavona, que séo
ativas contra a transcriptase reversa com valores MICsg de 65 puM (Lin et al., 1997). Além disso, a
quercetina 3-(2’’-galoilarabinopiranosideo) isolada de Acer okamatoanum Nakai (Sapindaceae) é
ativa contra a integrase do HIV-1 com um valor de MICso de 18,1 pg mL™ (Kim et al., 1998).

Por outro lado, Cary e Peterlin (2018) concluem que os produtos naturais contém
combinacdes de ingredientes ativos que podem mitigar os efeitos toxicos dos compostos ativos
primarios. Muitas plantas medicinais tradicionais sdo consumidas como extrato bruto ou cha, que
sdo comprovadamente eficazes na forma ndo processada/ ndo purificada. Esta mistura de ocorréncia
natural pode ser mais eficaz do que o composto isolado Gnico como é o caso de Euphorbia kansui
T.N. Liou ex S.B. Ho, onde a presenca de substancias anti-inflamatorias no extrato bruto pode
diminuir os efeitos colaterais toxicos do potente composto ativo. A base de praticas médicas antigas
e 0 uso de extratos brutos de plantas podem até se revelar uma estratégia melhor do que criar uma

droga baseada em um Unico ingrediente ativo isolado (Cary e Peterlin, 2018).

3.4. Consideracoes finais
Os extratos brutos de H. comaroides e H. meridionalis apresentaram atividade promissora
como agentes anti-HIV-1, atuando principalmente na inibi¢do da enzima transcriptase reversa. Tais
resultados né&o parecem sofrer influéncia do local de coleta da espécie.
Apesar das substancias isoladas ndo se mostrarem tdo efetivas quanto os extratos brutos e

fases, para ambos 0s ensaios, a cirsimarina apresentou maior potencial anti-HIV-1 quando
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comparada a vicenina-2, provavelmente devido a conformacdo de sua molécula que, no caso da
cirsimarina apresenta duas metoxilas.

As substancias majoritarias das fases mais ativas, quando isoladas, apresentaram menor
atividade, sugerindo a existéncia de sinergismo entre os constituintes presentes nas fases e extratos

brutos.
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Discusséo geral e conclusoes

Como resultados desse trabalho vimos que Hyptis secdo Peltodon apresentou composigéo
quimica semelhante as espécies da subfamilia Nepetoideae em relacdo a constituicdo fendlica,
destacando a presenca do acido cafeico, cido rosmarinico e nepetoidinas, corroborando estudos ja
existentes.

Também reportamos que Hyptis se¢do Peltodon possui flavonoides derivados da flavona
apigenina, sendo que a identificacdo de flavonas C-glicosiladas nos extratos brutos sugere o uso das
mesmas como importantes marcadores taxondmicos no nivel de secéo.

Vimos que as espécies que apresentaram maior potencial antioxidante e anti-HIV-1 foram H.
comaroides e H. meridionalis, com destaque para H. meridionalis coletada no dominio Tropical
Atlantico.

Voltamos entdo as perguntas apresentadas no inicio desta tese: uma espécie que ocorre em
diferentes dominios fitogeogréficos e/ou fitofisionomias, apresenta diferentes niveis de metabdlitos
secundérios? E se assim for, também representard uma diferenca em seu potencial bioldgico?

Hé varios estudos na literatura que relacionam o aumento e/ou diminuicao de classes de
metabolitos secunddrios frente aos estresses ambientais. O que vimos no presente trabalho foi o
perfil quimico de diferentes populacdes da mesma espécie, inseridas em diferentes fitofisionomias,
podendo este apresentar flutuacdes de certas classes de substincias, entretanto ndo apresentando
grandes variagdes nos seus teores totais de constituintes fendlicos. Cremos que a coleta em
diferentes dominios fitogeograficos pode nao refletir uma situagdo de estresse para as populagdes ja
ali estabelecidas.

Também notamos que H. campestris, encontrada apenas em fitofisionomias de Cerrado,
destacou-se por conter um maior numero de constituintes fenolicos e maior teor de derivados
flavonoidicos no extrato bruto. Entretanto, a relacdo da fitofisionomia e consequentemente, dos
dados meteorologicos com a composicdo fitoquimica das espécies aqui estudadas parecem nao
seguir um mesmo padrdo, visto que houve uma variagdo diferente nas populagdes, para cada
espécie. Devemos levar em conta que outros fatores biodticos, além dos abidticos, podem contribuir
para esta variagdo. De qualquer forma, vimos que h4d uma correlagdo estabelecida positivamente
entre a precipitacdo acumulada e teor de derivados flavonoidicos.

Com relacdo ao potencial antioxidante das espécies coletadas nos dois dominios
fitogeogréaficos propostos concluimos que para o grupo estudado e para as substancias analisadas,
populagbes que se encontram no dominio Tropical Atlantico sdo as melhores candidatas. Com
relacdo ao potencial anti-HIV-1, ao analisar espécies coletadas em diferentes dominios

fitogeogréafcos, como foi o caso de H. radicans e H. meridionalis, a primeira parece ndo ter variagdo
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na capacidade antiviral independentemente do local de coleta. Entretanto, com relacdo a H.
meridionalis, a populacdo presente no dominio Tropical Atlantico, apresentou maior potencial
antirretroviral. Porém, um estudo mais detalhado com varias populagdes, se faz necessario para
confirmacéo.

A abordagem que relaciona fatores abidticos com a composicdo quimica, bem como o
potencial biologico de espécies vegetais € relativamente recente. Vimos aqui que hd uma variacéo
na sintese de metabdlitos secundarios de acordo com o ambiente, entretanto variam de espécie para
espécie, portanto um conhecimento prévio do perfil quimico da espécie é necessario se o objetivo é
prospectar substancias de interesse, principalmente se a intencdo € melhorar a qualidade e reduzir
as pressdes de colheita excessiva de espécies com aplicagdes comerciais como drogas, cosméticos,
inseticidas entre outros.

Este estudo visou principalmente a expansdo das analises fitoquimicas e do potencial
bioldgico de quatro espécies de Hyptis pertencentes a se¢do Peltodon e creio que obtivemos éxito
em atingir esse objetivo. Entretanto, futuras pesquisas sempre serdo necessarias a fim de investigar
e compreender melhor os efeitos sinérgicos de multiplos fatores ambientais no metabolismo

secundario bem como no potencial bioldgico de espécies vegetais.
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Resumo

Desde os primordios da medicina, substancias derivadas de animais, plantas e
microrganismos tém sido utilizadas no tratamento e cura de diversas doencas. Especificamente o
uso de plantas medicinais pela populacdo como terapia alternativa no tratamento de doencas, tem
sido uma pratica comum desde milhares de anos antes da era presente (a.p.). Atualmente, sabe-se
que muitos dos metabdlitos secundarios estdo diretamente envolvidos nos mecanismos que
permitem a adaptacdo das plantas ao seu habitat. Dessa forma, e pensando-se em espécies de uso
medicinal, é esperado que o potencial bioldgico também sofra variagdes de acordo com os fatores
bidticos e abidticos. Hyptis (Lamiaceae) constitui um género altamente promissor para estudos de
prospeccdo de substancias farmacologicamente ativas, favorecidos pela grande diversidade de
espécies que ocorrem nos dominios fitogeograficos brasileiros, sendo, portanto, escolhido como
modelo para responder as questfes deste trabalho. O objetivo geral foi a expansdo das analises
fitoquimicas e do potencial bioldgico de quatro espécies de Hyptis pertencentes a se¢do Peltodon,
além de verificar uma possivel variacao fitoquimica (quantitativa e/ou qualitativa) entre as espécies
estudadas e coletadas ndo s6 em diferentes dominios, mas em diferentes fitofisionomias. Como
resultado, Hyptis secdo Peltodon apresentou composicdo quimica semelhante as espécies da
subfamilia Nepetoideae em relacdo a constituicdo fendlica, destacando a presenca do acido cafeico,
acido rosmarinico e nepetoidinas, corroborando estudos ja existentes. Também reportamos que
Hyptis secdo Peltodon possui flavonoides derivados da flavona apigenina, sendo que identificacdo
de flavonas C-glicosiladas nos extratos brutos sugerem o uso das mesmas como importantes
marcadores taxondmicos no nivel de secdo. As espécies que apresentaram maior potencial
antioxidante e anti-HIV-1 foram H. comaroides e H. meridionalis. Com relacdo as espécies
coletadas nos dois dominios fitogeograficos propostos concluimos que para o grupo estudado e para
as substancias analisadas, populacGes que se encontrem no dominio Tropical Atlantico sdo as
melhores candidatas como fonte de antioxidantes naturais. Entretanto, futuras pesquisas sdo
necessarias a fim de investigar e compreender melhor os efeitos sinérgicos de mdaltiplos fatores

ambientais no metabolismo secundario bem como no potencial bioldgico de espécies vegetais.

Palavras-chave: substancias fendlicas; Lamiaceae; dominios fitogeogréaficos; antioxidantes; anti-
HIV-1.
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Abstract

Since the beginning of medicine, substances derived from animals, plants, and
microorganisms have been used in the treatment and cure of various diseases. The use of medicinal
plants by the population as an alternative therapy in the treatment of diseases has been a common
practice for thousands of years before the present (b.p.). Nowadays we known that many of the
plant secondary metabolites are directly involved in the mechanisms that allow adaptation to their
habitat. Considering species of medicinal use, it is expected that the biological potential also suffers
variations according to the biotic and abiotic factors. Hyptis (Lamiaceae) is a highly promising
genus for prospective studies of bioactive substances, favored by the great diversity of species that
occur in the Brazilian phytogeographical domains, being therefore chosen as a model to answer the
questions of this work. The objective of this study was to contribute with chemical data and the
biological potential of four Hyptis species belonging to the Peltodon section, as well as to verify a
possible phytochemical variation (quantitative and/or qualitative) between species naturally
occurring in two different phytogeographical domains. As results of this work, Hyptis section
Peltodon presented phenolic composition similar to species of the subfamily Nepetoideae, with the
presence of caffeic acid, rosmarinic acid, and nepetoidins, corroborating existing studies. We also
reported that Hyptis section Peltodon possesses flavonoids derived from the flavone apigenin, and
the identification of C-glycosylated flavones in the crude extracts suggest the use of these as
important taxonomic markers at the section level. We observed that in general, the species that
presented the highest antioxidant and anti-HIV-1 potential were H. comaroides and H. meridionalis.
Regarding the influence of the phytogeographic domains we concluded that for the group studied
and for the substances analyzed, populations that occurs in the Tropical Atlantic domain are the best
candidates as source of natural antioxidants. Future research, however, is necessary to better
understand the synergistic effects of multiple environmental factors on secondary metabolism, as

well as the biological potential of plant species.

Keywords: phenolic compounds; Lamiaceae; phytogeographical domains; antioxidants; anti-HIV-1.
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Anexo

Al - Espectros de absor¢do UV-visivel dos 50 constituintes do extrato bruto de Hyptis spp. detectados por
CLAE-DAD e suas estruturas quimicas.
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Al — continuagdo.

Substancia* Sugestao Uv-visivel Estrutura quimica
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Anexo

Al — continuagdo.

Substancia*
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Al — continuagdo.
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Anexo

Al — continuagdo.

Substancia* Sugestao Uv-visivel Estrutura quimica
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Al — continuagdo.

Substancia*
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Al — continuagdo.

Substancia*
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Al — continuacao.

Substancia* Sugestao Uv-visivel Estrutura quimica

43 Derivado de luteolina

44 Derivado flavonoidico
45 Derivado de apigenina
46 Derivado flavonoidico ‘ )
47 Derivado de luteolina |
48 Derivado flavonoidico
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Anexo

Al — continuagdo.

Substancia*

49

50

Sugestdo Uv-visivel

Derivado flavonoidico

Derivado de luteolina ~ *{ -

Estrutura quimica

*: Sugestdo de substancia presente na Tabela 1.2 do Capitulo 1.

133



A2 — Curvas de calibracéo utilizadas para doseamento das substancias majoritarias dos extratos, fases, isolados e mistura de Hyptis spp.

Substancia referéncia  Equacio da reta r? Concentracdo minima Concentragdo méxima Equipamento
Luteolina y= 21439x 0,999 45ngmL™ 450 ng mL* CLAE
p -cumarico y=27131x 0,996 45ngmL™ 450 ng mL* CLAE

A3 - Curvas de calibracdo utilizadas para calculo de miligramas de substancias equivalentes ao padrdo por grama de amostra seca.

Substancia referéncia Equacao da reta r Concentracdo minima r Concentracdo maxima n Equipamento  Ensaio
Trolox y=-0,2674x+1,1155 0,996 0,25 pgmL™ 4 pgmL*t BioTek modelo DPPH’
Acido rosmarinico y=-0,3312x+1,0998 0,995 0,30 pgmL™ 3pugmL™ BioTek modelo DPPH'
Trolox y=-0,3174x+0,9406 0,982 0,20 pgmL" 4 pgmL? BioTek modelo ABTS'
Acido rosmarinico  y=-0,7851x+1,0144 0,996 0,06 ugmL* 1,20 pgmL™* BioTek modelo ABTS'
Trolox y=0,5213x+0,0965 0,981 0,1 pgmL"* 2pgml?t BioTek modelo FRAP
Acido rosmarinico  y=1,8495x+0,1175 0,998 0,06 pgmL™* 0,6 pgmL* BioTek modelo FRAP
Acido gélico y =-0,1656x+0,6233 0,963 5 pgmL™ 100 pg mL™ BioTek modelo Quelante de ferro
Trolox y=12699x-0,4517 0,999 1.4 pM 31,1 pM BioTek modelo ORAC
Acido rosmarinico  y = 189524x+1,6283 1,000 3,9 uM 41,0 M BioTek modelo ORAC

A4 - Curvas de atividade antioxidante utilizadas para calculo de ECso dos padrdes.

Ensaios
Padifes DPPH’ ABTS’ FRAP Quelante de metais ORAC

Equacdo da reta r Equacdo da reta ? Equacdo da reta r Equacdo da reta r Equacdo da reta r
Trolox y = 5,2306x+0,8193 0,996 y=11,678x-0,6122 0,996 y=13,326x+8,993 0,997 - y=32,617x-1,4502 1,00
Acido rosmarinico y = 6,2729x+2,895 0,985 y=23,929x-3,0562 0,996 y=45,331x+9,5956 0,998 - y=371,07x+3,7172 1,00
Acido galico - - - y = 25,114x+4,5207 0,9583 -
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Anexo

Ab5 - Curvas de atividade antioxidante utilizadas para o célculo de ECso dos extratos de Hyptis spp.

Ensaios
Extratos DPPH’ ABTS’ FRAP* ORAC*
Equacio da reta r Equacio da reta r Equacio da reta r Equacdo da reta r

HcampBurN1 y=0,8172x-1,127 0,99 y=3,238x+2,1719 0,99 y=2,9735x+14,232 1,00 y=46,06x+3,4418 1,00
HcampBurN2 y =0,7235x-1,7045 1,00 y=2,4617x+4,3466 0,99 y=2,4409x+14,444 1,00 y=37,834x-2,3637 0,98
HcampBurN3 y = 1,0546x-1,2984 1,00 y=3,6049x+3,3896 1,00 y=3,535x+14,891 1,00 y=38,299x+8,461 0,94
HcampBurN4 y = 0,7393x-0,2773 0,99 y=2,6061x+4,9809 0,99 y=2,778x+14,482 1,00 y=38,993x+1,357 1,00
HcampBurN5 'y = 0,6542x-0,2055 0,97 y=2,5345x+4,6377 0,99 y=2577x+14,436 1,00 y=33,096x+2,1615 0,99
HcampBurN6 y = 0,3972x-0,7649 1,00 y=1,8136x+3,0284 0,99 y=1,4524x+13,745 1,00 y=32,497x-2,2747 0,96
HcampPirN1 y=0,6508x-1,5485 0,99 y=21315x+2,5777 0,99 y=2,1528x+13,956 1,00 y=23,529x-3,9636 1,00
HcampPirN2 y = 0,645x-2,0902 0,99 y=2,0806x+0,8094 0,99 y=2,006x+13,972 1,00 y=23,65x-8,4673 1,00
HcampPirN3 y =0,8323x-0,2534 1,00 y=2,6322x+4,3244 0,99 y=3,1765x+14,752 1,00 y=23,95x+9,5121 0,98
HcampPirN4 vy = 0,5286x+0,6624 1,00 y=2,0924x+1,1722 0,99 y=2,3051x+14,011 1,00 y=25,885x+3,6172 0,99
HcampPirN5  y =0,7107x-7,4931 1,00 y=2,1106x+1,2886 0,99 y=2,1011x+14,175 1,00 y=22,894x+6,2985 0,99
HcampRCN1 y = 0,8609x-0,4421 0,99 y=3,2055x+3,653 1,00 y=2,9438x+14,423 1,00 y=36,328x+3,2232 1,00
HcampRCN2 y = 0,6438x-0,6284 0,99 y=2,3251x+4,6394 0,99 y=1,8965x+7,808 1,00 y=29,217x+6,1347 0,94
HcampRCN3 y=0,7711x+0,1755 1,00 y=2,6033x+5,6958 0,99 y=2,2902x+7,6251 1,00 y=44,215x+4,3905 0,99
HcampRCN4 y=0,576x-1,3485 0,96 y=2,2745x+3,5487 0,99 y=1,7009x+7,4278 1,00 y=30,707x+6,6286 0,99
HcomCurN1 y=1,6922x+2,4061 1,00 y=5,3746x+4,4442 1,00 y=5,5674x+14,332 1,00 y=60,763x+6,9521 1,00
HcomCurN2 y=1,7144x+1,1862 1,00 y=5,3011x+4,351 1,00 y=6,1187x+13,948 1,00 y=62,672x-1,0956 1,00
HcomCurN3 y=1,9236x+1,4279 1,00 y=5,5355x+6,3936 0,98 y=28,0141x+13,961 1,00 y=58,02x-6,9719 1,00
HcomCurN4  y=1,522x+1,6207 1,00 y=5,0611x+0,8738 1,00 y=5,2403x+15,272 1,00 y=41,828x-1,7454 1,00
HcomCurN5 y =1,7033x-0,5055 1,00 y=5,2605x-0,061 1,00 y=59452x+14,452 1,00 y=50,637x-4,6956 1,00
HmerBNN1 y=1,7538x+0,6526 0,99 y=5,3552x+5,4814 0,99 y=5,2307x+7,9152 1,00 y=57,44x+14,329 0,99
HmerBNN2 y=1,7036x+0,1709 1,00 y=5,1895x+5,5572 1,00 y=5,152x+6,9433 1,00 y=63,894x+12,437 0,99
HmerBNN3  y=1,525x+1,4549 1,00 y=4,7961x+5,2671 1,00 y=5,8221x+8,1333 1,00 y=56,72x+2,6506 0,98
HmerBNN4  y=1,7347x-1,1435 1,00 y=5,304x+5,1105 1,00 y=6,3587x+9,6445 1,00 y=48,65x-2,2278 1,00
HmerBNN5 vy =1,5904x-2,4432 0,99 y=4,6105x+3,6768 1,00 y=5,2685x+9,3561 1,00 y=47,453x-1,5551 1,00
HmerJagN1 y=1,4534x-0,7172 1,00 y=4,7613x-0,4585 1,00 y=4,9682x+9,6736 1,00 y=37,815x-2,6865 1,00
HmerJagN2 y=1,2808x-0,2246 1,00 y=4,1558x+1,4093 1,00 y=4,4544x+9,3485 1,00 y=36,538x-3,088 1,00
HmerJagN3  y=1,4063x-1,4628 1,00 y=4,3698x+5,631 0,99 y=472405x+11,325 1,00 y=42,281x-2,549 1,00
HmerJagN4  y=1,4275x-4,0577 1,00 y=4,3762x+3,4884 1,00 y=5,0633x+7,7531 1,00 y=40,984x-0,8056 0,99
HmerJagN5  y=1,4203x-3,5886 1,00 y=4,2817x+3,5119 1,00 y=4,5456x+7,8275 1,00 y=43,795x+0,6035 1,00
HmerJagN6  y=1,417x-3,1153 1,00 y=4,2664x+4,5875 1,00 y=4,368x+8,1145 1,00 y=44,515x+2,0514 1,00
HradAvN1  y=10,6128x-1,7196 1,00 y=2,2627x+2,7281 0,99 y=1903x+7,2193 1,00 y=20,785x-0,873 1,00
HradAvN2  y=0,9815x-8,132 1,00 y=2,6584x+2,6972 0,99 y=2,4312x+6,8193 1,00 y=25623x-0,5819 1,00
HradAvN3  y=0,7291x-2,3824 1,00 y=2,3557x+3,4375 0,99 y=1,_8773x+6,8156 1,00 y=2154x-0,704 1,00
HradAvN4  y=0,7648x-1,9771 1,00 y=2,3953x+4,2236 0,99 y=2,2106x+6,8795 1,00 y=22,341x-2,1004 1,00
HradMGN1 y=0,6715x+0,8177 1,00 y=2,4857x+0,6975 1,00 y=2,4671x+8,1824 1,00 y=17,687x-6,7692 0,98
HradMGN2 y=0,817x+0,2001 1,00 y=2,7873x+3,0038 1,00 y=3,538x+7,1781 1,00 y=23,425x-7,3633 1,00
HradMGN3 y=0,8784x-0,5559 0,99 y=2,6642x+5,0959 0,99 y=3,1809x+7,9324 1,00 y=20,666x-2,7959 0,95
HradMGN4 y=0,8138x+2,5136 1,00 y=3,5422x+0,6649 1,00 y=3,5736x+7,7956 1,00 y=41,233x-3,3855 1,00
HradMGN5  y=0,8692x-0,2274 0,99 y=2,7737x+3,3279 0,99 y=3,1449x+8,033 1,00 y=34,958x-0,9854 0,99
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A5 — continuacéo.

Ensaios
Extratos DPPH’ ABTS' FRAP* ORAC*

Equacio da reta r Equacio da reta r Equacio da reta r Equagio da reta r
HradCGSN1 y =0,863x+1,6087 1,00 y=3,4348x+0,8207 1,00 y=2,9738x+7,3787 1,00 y=40,175x+7,6274 1,00
HradCGSN2 y =1,1064x-2,0925 0,99 y=2,7563x+6,5269 0,99 y=3,9251x+7,4971 0,99 y=46,427x+7,48 1,00
HradCGSN3 y=0,9272x-1,6721 0,98 y=2,6954x+5,4834 0,99 y=3,0588x+7,5682 1,00 y=33,913x+3,5356 1,00
HradCGSN4 y =0,9694x-0,6199 1,00 y=2,7287x+5,5996 0,99 y=2,8236x+13,115 1,00 y=33,865x+1,4731 0,97
HradCGSN5 y =1,094x-0,6567 1,00 y=3,545x-0,3171 0,99 y=3,1159x+13,561 1,00 y=236,891x+4,4802 1,00
HradCGSN6 y =1,0974x+0,0814 1,00 y=2,7646x+4,3487 0,99 y=3,0586x+13,876 1,00 y=234,643x+7,1478 1,00
HradMCN1 y =0,9714x+0,144 0,99 y=2,8479x+3,8025 0,98 y=3,8729x+6,9082 1,00 y=36,207x+0,7982 1,00
HradMCN2 y =1,2313x+0,1615 1,00 y=2,8596x+7,1931 0,96 y=4,1374x+8,0635 1,00 y=238,304x-0,8536 0,99
HradMCN3 y =1,2957x-0,8837 1,00 y=4,1005x+1,6993 0,99 y=4,8024x+8,0762 1,00 y=4131x-7,1209 0,99
HradMCN4 y =1,3116x-0,6607 1,00 y=2,8452x+8,0809 0,95 y=4,9887x+7,7194 1,00 y=231,748x-6,7982 1,00
HradMCN5 y = 1,2309x+0,4023 1,00 y=4,0478x+1,1447 1,00 y=4,3509x+8,6606 1,00 y=33,682x-10,226 1,00
HradSAN1 y=1,0312x-0,8219 1,00 y=4,1115x+3,3498 1,00 y=3,8859x+7,4628 1,00 y=234,438x-1,838 1,00
HradSAN2 y =1,1524x+0,1987 1,00 y=4,458x+1,6894 1,00 y=4,597x+7,7723 1,00 y=38,569x-1,1107 1,00
HradSAN3 y =1,0148x+0,6831 1,00 y=4,1615x-1,1991 0,99 y=3,7913x+7,7647 1,00 y=234,883x-5,5001 0,98
HradSAN4 y = 0,9615x+0,6501 1,00 y=4,0131x-2,8083 0,99 y=3,8666x+6,8114 1,00 y=37,979x+5,3481 1,00

* Baseado no controle positivo Trolox.

A6 - Curvas de atividade anti-HIV-1 (transcripase reversa) utilizadas para célculo de MICs, dos extratos,
fases, mistura e isolados de Hyptis spp.

Amostra Equacio da reta r

HradCGS y = 30,848In(x)-89,121 0,97
HcomFHA y=25,417In(x)-42,91 0,91
HmerBNFHA y = 25,762In(x)-29,796 0,90
HmerJagFHA y = 37,551In(x)-105,45 0,99
HmerJagFH y =9,0943In(x)-17,342 0,91
HmerJagFAE y = 18,303In(x)-26,242 0,99
HcomFHA y = 42,831In(x)-114,77 0,97
HcampBur y = 108,31In(x)-586,97 0,99
HcampPir y = 82,599In(x)-459,29 0,99
HcampRC y = 109,45In(x)-572,82 0,99
HcomEB y = 16,206In(x)+3,2905 0,97
HmerBNEB y = 18,622In(x)+4,6179 1,00
HmerJag y = 21,875In(x)-19,576 0,93
HradAvEB y = 28,347In(x)-96,592 0,88
HradMGEB y =11,971In(x)-43,753 1,00
HradMCEB y = 35,621In(x)-136,11 0,96
HradSAEB y =35,496In(x)-119,82 0,98
HcomEB y =28,97In(x)-69,992 0,92
Foscarnet y = 20,199In(x)+78,233 0,98
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Anexo

AT - Curvas de atividade anti-HIV-1 (protease) utilizadas para calculo de MICs dos extratos, fases, mistura
e isolados de Hyptis spp.

Amostra

Equacdo da reta

HcomEB
HcomFHA
HmerBNEB
HmerBNFHA
HmerJagFAE

y = 19,247In(x)+0,723

y = 11,191In(x)+15,873
y = 13,701In(x)+16,846
y = 16,333In(x)+24,278
y = 15,812In(x)+24,304

0,87
0,80
0,83
0,87
0,89

137



