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RESUMO

INTRODUCAO: Lepidium meyenii é uma planta que apresenta diversas propriedades
medicinais, no entanto, hd poucos estudos que correlacionem os metabdlitos e as atividades
bioldgicas testadas na planta sob uma perspectiva metabolomica. OBJETIVQO: Caracterizar o
perfil metabolomico, bem como avaliar as atividades antioxidante, antimicrobiana e citotoxica
de extratos obtidos da planta desidratada e de seus produtos comerciais. MATERIAIS E
METODOS: Os extratos foram obtidos a partir da raiz da planta e de seus produtos comerciais
por maceragdo em diferentes solventes orgéanicos. A atividade antioxidante foi determinada
pelo método do sequestro do radical livre 2,2-difenil-1- picril-hidrazil (DPPH) e os fendis totais
foram quantificados pelo método Folin-Ciocalteu. A atividade antimicrobiana foi avaliada
frente a bactérias e leveduras através do método de microdiluicdo em caldo. A citotoxicidade
foi avaliada contra a linhagem de células C6 e astrdcitos. O perfil metabolomico foi avaliado
por cromatografia liquida de alta performance acoplada a espectrometria de massas (CLAE-
EM) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). RESULTADOS
E DISCUSSAO: A atividade antioxidante (ICs) variou de 64,97 pg-mL"! para o extrato em
acetato de etila da raiz da planta desidratada até 935,61 ug'mL-! para o extrato em hexano do
produto comercial da planta. Os valores de fenois totais variaram de 6,83 mg-EAG-g™! para o
extrato etanolico a 49,83 mg'EAG-g’! para o extrato acetato de etila, ambos os extratos sdo dos
produtos comerciais. Os extratos etanolicos e em acetato de etila foram os mais ativos e
apresentaram maior potencial antioxidante, além disso também apresentaram atividade
antimicrobiana contra M. [uteus € B. cereus e atividade antitumoral contra células C6, nio
apresentando citotoxicidade aos astrocitos. Foram identificados setenta e seis metabodlitos nos
extratos e dentre esses, os terpenos foram os principais metabolitos candidatos responsaveis
pelas atividades antioxidante e citotoxica e os acidos graxos pela atividade antibacteriana.
CONCLUSAO: A abordagem metabolomica e a andlise estatistica multivariada permitiram
correlacionar os resultados das atividades bioldgicas testadas com o perfil quimico dos extratos,
sendo possivel identificar os principais compostos bioativos da L. meyenii relacionados as

atividades antioxidante, antimicrobiana e antitumoral da planta.

Palavras-chave: Maca peruana. Metaboldmica. Produtos naturais.



CARVALHO, Fernanda Vidal. Metabolite profiling, antioxidant, cytotoxic and antimicrobial
activities of Lepidium meyenii. 84 f. il Dissertation (Master in Biochemistry and Molecular
Biology) - Federal University of Bahia, Salvador, 2020.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Lepidium meyenii is a plant that has several medicinal properties,
however, the correlation between the metabolites and the biological activities tested in the plant
is limited. OBJECTIVE: To characterize the metabolomic profile as well as to evaluate the
antioxidant, antimicrobial and cytotoxic activities of extracts obtained from the dehydrated
plant and its commercial products and to correlate the metabolomic profile with biological
activities. MATERIALS AND METHODS: The extracts were obtained from the root of the
plant and its commercial products by maceration in different organic solvents. The metabolomic
profile was evaluated by mass performance coupled high chromatography (HPLC-MS) and gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS). The antioxidant activity was
determined by the free radical sequestration method 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and
total phenols will be quantified by the Folin-Ciocalteu method. Antimicrobial activity was
evaluated against bacteria and yeast by broth microdilution method, cytotoxicity was evaluated
against C6 cell line and astrocytes. RESULTS AND DISCUSSION: The antioxidant activity
(ICs0) ranged from 64.97 ug'-mL"! for the ethyl acetate extract from the root of the dehydrated
plant to 935.61 pg-mL! for the hexane extract of the plant commercial product. The total phenol
values ranged from 6.83 mg-GAE-g! for the ethanol extract at 49.83 mg-GAE-g™! for the ethyl
acetate extract, both extracts are form the commercial products. The ethanol extracts and ethyl
acetate were the most active and had the highest antioxidant potential, in addition they also
showed antimicrobial activity against M. luteus and B. cereus and antitumor activity against C6
cells, with no cytotoxicity to astrocytes. Seventy-six metabolites were identified in the extracts
and among these, terpenes were the main metabolites responsible for antioxidant and cytotoxic
activities and fatty acids for antibacterial activity. CONCLUSION: The metabolomic approach
through the several analytical techniques allowed to correlate the obtained results being possible
to identify the main bioactive compounds of L. meyenii related to the antioxidant, antimicrobial

and antitumor activities of the plant.

Keywords: Peruvian Maca. Metabolomics. Natural Products.
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1 INTRODUCAO

Plantas sdo utilizadas pela medicina tradicional para tratar e prevenir doengas e em
algumas comunidades as plantas representam o principal meio de tratamento de enfermidades
(RUMMUN et al., 2018; DALAR et al., 2018;SILAMBARASAN et al., 2017). As plantas
sintetizam compostos bioativos que sdo responsaveis por diversas atividades farmacoldgicas,
tais como as atividades antioxidante, citotoxica, anti-inflamatoria e antimicrobiana (KASOTE

etal., 2015; MONTESANO et al., 2018; DEBNATH et al., 2018).

A maca peruana (Lepidium meyenii), planta tradicionalmente encontrada na regido
andina do Peru, tem sido amplamente comercializada em capsulas e em p6 devido ao seu
potencial medicinal, uma vez que possui diversas atividades farmacoldgicas. Destacam-se a
capacidade de melhorar a espermatogénese (INOUE, 2016; GONZALES, 2006; GONZALES
et al., 2004), a fertilidade feminina (D"ARRIGO, 2004; RUIZ-LUNA, 2005), a performance
sexual (DORDING, 2008; CICERO, 2001; ZENICO, 2008), o risco de osteoporose
(GONZALES, 2010; ZHANG, 2006), o processo de aprendizado e memoria (RUBIO, 2006;
RUBIO, 2011), a prote¢do contra radiagio UV (GONZALES-CASTANEDA, 2008;
GONZALES-CASTANEDA, 2011), o efeito anti-fadiga (YANG, 2015; LI, 2016; TANG,
2017), o efeito hepatoprotetor (ZHANG et al., 2017b) e atividades antioxidante (YANG et al,
2015) e imunomodulatoria (LI et al., 2017).

Sdo poucas as informacgdes sobre os possiveis metabolitos responsaveis por essas
atividades, uma vez que a maioria dos estudos avaliam as atividades farmacoldgicas a partir de
extratos da planta sem langar mao de técnicas para quantificar ou isolar os metabolitos presentes
nos extratos. Os principais fitoquimicos encontrados na maca peruana sdo glucosinolatos e
isotiocianatos, macaene ¢ macamidas, alcaloides, (tio) hidantoinas, flavonois, fitoesterois,
polissacarideos e acidos graxos (CARVALHO; RIBEIRO, 2019b; HUANG; PENG; QIU,
2018; LI; AMMERMANN; QUIROS, 2001).

Foram identificados mais de cem metabdlitos da raiz e das folhas da maca peruana, no
entanto apenas 10% desses metabolitos foram correlacionados a atividades farmacologicas
(CARVALHO; RIBEIRO, 2019a). Portanto o objetivo desse trabalho ¢ avaliar atividades
farmacologicas de extratos da maca peruana e identificar o perfil metabolomico associado a

cada atividade testada através de técnicas de analise multivariadas.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 PLANTAS MEDICINAIS

A medicina tradicional é baseada no conhecimento e nas crencas sobre ervas medicinais,
terapias espirituais, técnicas manuais e exercicios para manter o bem-estar e tratar ou prevenir
doencas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019). As plantas sdo, historicamente, usadas
por populagdes que tém dificuldade em acessar tratamentos de medicina moderna. Estas sdo
geralmente populagdes economicamente vulneraveis e isoladas de grandes cidades ou centros
urbanos, localizadas em aldeias, provincias, quilombos, ilhas e tribos (DALAR et al., 2018;
RUMMUN et al., 2018). O uso de plantas na medicina tradicional para essas populagdes ¢
fundamental para a manutenc¢ao da vida dos individuos e para garantir cuidados basicos de saude
(SILAMBARASAN et al., 2017).

As plantas apresentam beneficios terapéuticos, pois sintetizam compostos bioativos,
responsaveis por diversas atividades farmacologicas. Alguns dos principais compostos bioativos
produzidos pelas plantas sdo alcaldides, compostos fendlicos (acidos fenolicos, flavondides,
lignanas, estilbenos e taninos), esteroides, glicosideos, taninos, terpenodides e fitoalexinas
(ALTEMIMI et al., 2017; DEBNATH et al., 2018; XIAO; BAI 2019). Algumas atividades
farmacologicas desses compostos bioativos sdo as atividades antioxidantes de compostos
fendlicos (KASOTE et al., 2015), anti-inflamatérios e antimicrobianas de alcaldides
(DEBNATH et al., 2018), citotoxicas (MONTESANO et al., 2018) e imunomoduladores
(SARIKAHYA et al., 2018) de terpendides.

Devido ao potencial farmacologico das plantas, a producdo de produtos fitoterapicos pela
industria tem crescido significativamente. Além disso, a resisténcia a agentes quimicos por
bactérias patogénicas, parasitas, virus e fungos dificulta o tratamento de algumas doengas e ¢
responsavel pelo aumento da demanda por novos produtos fitoterapicos no campo farmacéutico
(FARJANA; ZERIN; KABIR, 2014). Drogas produzidas a partir de produtos sintéticos podem
ter efeitos colaterais, até fatais, como ¢ o caso do tratamento de doengas do figado. Por essa razao,
uma parte consideravel dos compostos usados no tratamento de doencas hepdticas ¢ originada
atualmente de produtos naturais (LATIEF; AHMAD, 2018; ZHANG; SUN; WANG, 2013).
Portanto, os produtos medicinais sdo fontes potenciais de novas drogas, além disso, varios
fitoterapicos ja foram patenteados, como comprimidos de folhas de Ginkgo biloba, que tém efeito
antioxidante, e Liuwei Dihuang, uma formula medicinal composta por seis plantas chinesas que
auxilia o processo de memoria e aprendizagem (SANGHA et al., 2012; ZHAO et al., 2018).

Nesse contexto, o campo de produtos naturais tem crescido e novas atividades farmacolédgicas
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de diversas plantas vém sendo estudadas, aumentando assim a possibilidade de produgdo de

farmacos (WANG et al., 2017).

2.2 MACA PERUANA (Lepidium Meyenii)
2.2.1 Descri¢ao botanica, cultivo e morfologia

Lepidium L. ¢ um género pertencente a familia Brassicaceae que inclui 250 espécies,
sendo uma delas a Lepidium meyenii, popularmente conhecida como maca peruana
(GONZALES; ALARCON-YAQUETTO, 2018). A maca peruana é normalmente encontrada
nos Andes peruanos, uma regido que apresenta condi¢des climaticas e ambientais especificas,
como altas altitudes, baixas temperaturas ¢ umidade, ventos intensos, chuva, luz solar, baixa
pressdo e alta radiagio UV (GONZALES; GONZALES; GONZALES-CASTANEDA, 2009).
Além disso, a maca ¢ tradicionalmente cultivada sem produtos sintéticos para o controle de
pragas e os meses de cultivo sdo geralmente novembro e dezembro e a colheita ocorre em junho
e julho, e depois disso, as raizes da maca sdo secas naturalmente (GONZALES; ALARCON-
YAQUETTO, 2018).

A maca peruana ¢ uma planta bienal e é basicamente dividida em duas partes, aérea e
subterranea. A regido aérea ¢ composta por uma coroa de 12 a 20 folhas (GONZALES;
GONZALES; GONZALES-CASTANEDA, 2009; MARIN-BRAVO, 2003; VALENTOVA;
J.,2003). Na area subterranea encontra-se a parte comestivel, a raiz (tubérculo/ hipocétilo), que
se assemelha a um tubérculo e armazena grande quantidade de agua (GONZALES;
GONZALES; GONZALES-CASTANEDA, 2009; MARIN-BRAVO, 2003). Existem
diferentes fenotipos de maca, classificados pela cor da raiz/hipocétilo. Treze cores distintas ja
foram descritas. Os tipos mais comumente encontrados e utilizados sdo a maca amarela,
vermelha e preta (Figura 1) (GONZALES; GONZALES; GONZALES-CASTANEDA, 2009;
MEISSNER et al., 2016).

Figura 1.Trés variagdes de cores da raiz da L. meyenii (adaptado de Esparza et al., 2015)
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2.2.2 Uso tradicional

A raiz da maca ¢ tradicionalmente usada em preparacgdes liquidas como sucos, mas antes
do consumo as raizes sdo cozidas para tornd-las mais macias (GONZALES, 2010, 2012) e
segundo a crenga popular, a maca possui propriedades afrodisiacas e seu uso esta relacionado
a melhora desempenho sexual e fertilidade feminina. Durante o império Inca, havia uma lenda
de que guerreiros eram alimentados com maca para aumentar sua energia e vitalidade, e no final
das guerras os soldados eram proibidos de consumir a planta para proteger as mulheres de seus
impulsos sexuais (HERMANN; HELLER, 1997). A maca também foi amplamente utilizada
em animais para auxiliar na reprodugao de porcos, galinhas e cavalos (GONZALES et al., 2014;
HERMANN; HELLER, 1997). Seu uso também ja foi relacionado a melhora do quadro de
reumatismo, doencas respiratorias e ao efeito laxante (HERMANN; HELLER, 1997).

Além disso, a maca também era tradicionalmente usada em bebidas alucindgenas em
dangas e cerimoOnias religiosas, € os nativos costumavam usar maca para enriquecer
nutricionalmente os alimentos consumidos, pois a planta possui na sua composi¢do diversos
nutrientes como proteinas, carboidratos, lipidios, minerais e fibras, sendo a composi¢ao

nutricional semelhante a do arroz, trigo e milho (HERMANN, 1997, FAO, 1994).

2.2.3 Aspectos econdomicos

Por um periodo a maca peruana estava em risco de extingdo, mas a venda de produtos a
base de plantas que prometiam melhorar o desempenho sexual mudou esse cendrio, por
proporcionar aumento do cultivo da maca, fortalecendo o comércio da planta até mesmo para
outros paises. O cultivo e o comércio da maca representam uma importante fonte de renda para

os produtores locais e suas familias (VASQUEZ-APESTEGUI, 2010).

2.2.4 Composicao nutricional da L. meyenii

A composicdo nutricional da raiz da maca desidratada apresenta variagdes dependendo
do estudo, e este fato ¢ justificado pela diferenca de fenotipo utilizado, local de cultivo,
condi¢des do solo e do ambiente e €poca de colheita (Tabela 1). A maca peruana apresenta
grande quantidade de carboidratos (59%) e fibras (18,25%), além de conter minerais como
célcio (até 13700,0 mg-kg!) e potassio (até 11700,0 mg-kg') (CHEN; LI; FAN, 2017; DINI et
al., 1994; Ll et al., 2017a).



Tabela 1. Composicao nutricional da raiz da L. meyenii desidratada

Nutriente (%) (mg-kg™)
Agua 7,012—10,4°
Proteinas 9,56°-13,422
Lipidios 0,88°— 1,422
Carboidratos 59,0P
Fibras totais 18,25+0,43°¢
Fibras soluveis 3,37+0,18°¢
Fibras 14,88 £ 0,15
insoluveis
Minerais
Cobre (Cu) 4,3°-5,92
Manganés (Mn) 11,2%¢
Zinco (Zn) 26,5¢—30,7*
Ferro (Fe) 70.4¢ - 82.42
Sédio (Na) 150,2
Magnésio (Mg) 737,7° — 847,52
Calcio (Ca) 4128,8°—13700,0?
Potassio (K) 8063,3°—11700,0*

a: Raiz de maca amarela desidratada da Provincia Xinjiang (LI et al., 2017).

b: Raiz de maca desidratada cultivada no Peru e fen6tipo néo caracterizado (DINI et al.,1994).
c¢: Raiz de maca amarela desidratada cultivada no Peru (CHEN; LI; FAN, 2017).

* Os valores em percentual sdo referentes a uma unidade de raiz seca ao ar.

2.2.5 Perfil fitoquimico
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Na maca peruana, as principais classes de fitoquimicos encontrados sdo glucosinolatos,

isotiocianatos, macaene ¢ macamidas, alcaloides, (tio) hidantoinas, flavonois, fitoesterois,

polissacarideos e acidos graxos. A revisdo da literatura completa de cada classe de compostos

citada ¢ apresentada em um artigo publicado na revista “Food Research International” e

encontra-se no apéndice A deste trabalho.

2.2.6 Atividades biologicas

Atividade antioxidante

Ensaios com o extrato aquoso da raiz da maca (50 mg-mL™") (SANDOVAL et al., 2002)

demonstraram que a maca atua na degradagao de radicais livres, como DPPH (2,2-difenil-1-

picril-hidrazil) e ABTS (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin) 6-acido sulfonico), reducao de

morte celular induzida por peroxinitrito e protege células contra o peréxido de hidrogénio,

mantendo a producdo de ATP, porque sob condigdes de estresse oxidativo a producdo celular

de ATP ¢ reduzida. Assim, o extrato aquoso de maca tem um efeito protetor sobre o dano celular

oxidativo. Uma das justificativas para esse resultado € a presenca de flavondis e isotiocianatos,
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uma vez que esses compostos apresentam um potencial antioxidante (SANDOVAL et al., 2002;

PROCHAZKOVA; BOUSOVA; WILHELMOVA, 2011; YUAN et al., 2010).

A atividade de sequestro de radical livre pelo ensaio ABTS, usando extrato de folha de
maca demonstrou que o extrato metanodlico (concentra¢ao nao definida) tem maior atividade
antioxidante (2262,37 umol de trolox EQ/100g) do que o extrato aquoso (1305,36 pumol de
trolox EQ/100g) e do que o extrato de diclorometano (246,42 pumol de trolox EQ/100g)
(RODRIGUEZ-HUAMAN et al., 2017). O ensaio com DPPH, utilizando extrato da raiz da
maca (0,01 mg-mL"") também apresentou melhor atividade com o extrato metandlico e os
resultados foram melhores com maca amarela (21,7%) do que com maca preta (18,2%)
(INOUE; FARFAN; GONZALES, 2016) ¢ o extrato hidroalcoolico (0,03 a 0,40 mg-mL-' da
raiz da maca preta apresentou atividade antioxidante que variou de 3,59% a 42,19%
(GONZALES; VASQUEZ; GASCO, 2013). Esses resultados fornecem um bom parametro
avaliativo da atividade antioxidante dos extratos da maca peruana. No entanto, a representagao
dos resultados em ICso seria uma vantagem por facilitar a comparagdo, ja que resultados em
percentuais variam de acordo com a concentragdo do extrato e o ICso informa a concentragao

exata necessaria para reduzir em 50% o radical DPPH.

Polissacarideos isolados das folhas da maca (MPL-1 e MPL-2) mostraram atividade
antioxidante. O MPL-1 apresentou atividade sequestradora de radical hidroxila de 82,71% e
MPL-2 de 79,07%. Esses valores sdo proximos aos encontrados na vitamina C (99,68%),
utilizada como controle positivo. Todos os compostos tiveram a concentragdo de 1,2 mg-mL!

(CAICAI et al., 2017).

Outro polissacarideo, o MP1, extraido da raiz da maca também apresentou atividade
antioxidante, analisada pela atividade do sequestro do radical DPPH. As concentragdes de MP1
variaram de 100 a 1000 pg-mL™!. As taxas de sequestro do radical DPPH pelo MP1 variaram
entre 9,12 a 31,23%, sugerindo que MP1 exerceu moderada atividade de eliminacdo de radicais

DPPH (WANG et al., 2018a).

Atividade citoprotetora

As células sao expostas a fatores que podem causar danos celulares. Alguns desses
fatores sdo espécies reativas de oxigénio (EROs), que sdo produtos do metabolismo aerobico.
Existem varios tipos de EROs, tais como, anion superoxido (O*), peroxido de hidrogénio

(H20>), radicais hidroxila (OH,) e oxigénio singleto ('02). A produ¢do de EROs em baixos
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niveis ¢ importante para manter fungdes fisioldgicas normais nos organismos, mas em algumas
condi¢des, essa produgdo ¢ excessiva e a capacidade antioxidante de eliminar as EROs ¢
excedida, e entdo o estresse oxidativo ¢ causado, podendo gerar danos as células e tecidos

(NITA; GRZYBOWSKI, 2016; SCHIEBER; CHANDEL, 2014).

Tratamento de células RAW264.7, que sdo um tipo de macrofagos, com o
polissacarideo MP1 isolado de raizes de maca demonstraram efeito citoprotetor destes
compostos. Inicialmente as células foram tratadas com MP1 (0 a 1000 pg'mL™") e cultivadas
por 24 h, em seguida, o H>O: foi adicionado e as células foram cultivadas por mais uma hora.
Os niveis de EROs nas células foram observados através da intensidade da fluorescéncia.
Quanto maior a fluorescéncia, maior a quantidade de EROs. O grupo tratado apenas com H>O»
apresentou maior intensidade da fluorescéncia do que o grupo tratado com H>O; e 1000 pg-mL-
I'de MP1. Marcadores de estresse oxidativo, como o malondialdeido (MDA) e marcadores de
peroxidagdo lipidica e lactato desidrogenase (LDL) também foram analisados. Observou-se que
o aumento no MDA e da LDL foi menor no grupo tratado com H>O> e MP1 em comparagdo

com o grupo tratado apenas com H>O> (WANG et al., 2018a).
Atividade imunomodulatoéria

O sistema imunolédgico ¢ o conjunto de células, tecidos, substancias e mecanismos
envolvidos na protecdo do organismo contra a acdo de patdgenos, como virus, bactérias,
substancias toxicas e alérgenos. Portanto, o sistema imunoldégico reconhece o patdgeno,
alérgeno ou substancia toxica e tenta elimina-lo. Para isso, hd a imunidade inata, que representa
os primeiros mecanismos de combate e tem acgdo rapida, e a imunidade adaptativa, que ¢ um
sistema menor de defesa e para substancias ou microrganismos especificos. Os principais
componentes do sistema imune inato sdo macrofagos, neutréfilos, células dendriticas, células

natural killer (NK) e receptores Toll-like (TLRs) (CRUVINEL et al., 2010; CHAPLIN, 2010).

Extratos de plantas e seus compostos isolados demonstraram efeito imunomodulador e
os testes avaliam principalmente a atividade dos macrdofagos, pois sdo as principais células do
sistema de defesa (MARTEL et al., 2017). A a¢do de defesa dos macrofagos contra inflamagao
e infec¢do ¢ baseada na fagocitose do patdogeno ou alérgeno e na sintese de citocinas pro-
inflamatoérias, como interleucinas (IL-1, IL-6, IL-12), fator de necrose tumoral (TNF -a) e
quimiocinas, bem como a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), como anion
superoxido, radical hidroxila, perdxido de hidrogénio (H202) e intermedidrios reativos de

nitrogénio, como 6xido nitrico (NO) (CRUVINEL et al., 2010).
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O polissacarideo MP21 foi extraido e purificado da raiz de L. meyenii seca ¢ as células
RAW264.7, que sdo macrofagos murinos, foram incubadas com MP21 (62,5 a 1000 pg-mL-")
por 48 horas. Depois do tratamento conclui-se que o MP21 poderia aumentar a capacidade
fagocitaria e induzir maior sintese de secrecdo de NO, EROs, TNF-a e IL-1 nas células
RAW264.7. Todos os resultados foram de maneira dose-dependente. Portanto, o MP21
demonstrou estimular o sistema imunoldgico inato pela a¢do de macréfagos (WANG et al.,
2016). As células RAW264.7 também foram incubadas por 24 horas com o polissacarideo
LMLP, extraidos da folhas da L. meyenii, com concentragio variando de 10 a 160 pgrmL"' € o
LMLP estimulou a proliferagdo e a fagocitose das células, assim como a secre¢ao de NO (LI et
al., 2017c). As células RAW264.7 também foram incubadas por 48 horas com o polissacarideo
LMP-1, isolado de raizes da L. meyenii, com concentra¢do variando de 1,56 a 6,25 ug'rmL! e o
nivel de RNAm de TNF-a, IL-1P e IL-6 aumentaram nas cé¢lulas RAW264.7 tratadas com LMP-
1 de forma dose- dependente em comparagdo com o controle. Portanto, o LMP-1 pode estimular

a expressdo de fatores inflamatdrios em macrofagos (ZHA et al., 2018).

Atividade anti-fadiga

A fadiga causa cansaco geral e pode ser classificada como fisica ou mental. A fadiga
mental geralmente ¢ causada por trabalho mental em excesso ou privagdo de sono, ¢ a fadiga
fisica geralmente ¢ causada por excesso de exercicios e recuperacao inadequada (HUANG et
al., 2011, 2015). Extratos da L. meyenii e seus compostos isolados mostram um efeito benéfico
para a reducgio da fadiga fisica. Apds 3 semanas de suplementagio com 30 a 100 mgkg! de
extrato lipossoluvel do pé de maca amarela (obtido com dioxido de carbono supercritico como
solvente), o tempo de natagdo até a exaustdo dos camundongos aumentou de 25% a 41% em
relagdo ao grupo controle (CHOI et al., 2012). A suplementa¢io por 3 semanas de 100 mg-kg'!
do extrato maca lipossoluvel também demonstrou uma redugao no estresse oxidativo causado
pelo exercicio intenso, medido pela redugdo dos niveis de peroxidagdo lipidica muscular,

aumento da glutationa total e aumento da atividade da catalase hepatica (CHOI et al., 2012).

O uso do extrato aquoso da raiz de maca desidratada (4, 10, 20 e 40 mg-g™!) foi testado
para avaliar o desempenho de ratos durante a natacdo. A dura¢do da atividade aumentou
progressivamente ao longo dos 21 dias de suplementacdo em comparagdo com o grupo controle.
O tempo de natagdo (minutos) do grupo suplementado com 40 mg-g-!' do extrato foi de 19,33
no 14° dia e de 21,37 no 21° dia de tratamento. O grupo controle obteve um tempo de 11,34 no

14° dia e 10,88 no 21° dia (ZHENG et al., 2002).
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A suplementagdo com polissacarideos MPS-1, MPS-2 (LI et al., 2016) e MP (TANG et
al., 2018a) (100 mg-kg'-d) isolados da raiz da maca foi testada em ratos por 30 dias e mostrou
contribuicao para o efeito anti-fadiga, melhorando a atividade antioxidante, ajudando a reduzir
os produtos metabodlicos que estio relacionados a fadiga, como acido latico e nitrogénio ureico.
Além disso, a suplementagdo melhorou a atividade da glutationa peroxidase (GSH-PX) e da
lactato desidrogenase (LDH), fortalecendo a capacidade antioxidante, e potencializou a agdo da
creatina quinase (CK), que contribui para a formac¢dao mais rapida de ATP, gerando mais
energia, esses fatores ajudam a reduzir a sensacdo de fadiga. A suplementagdo também
aumentou a duracdo e a velocidade da natacdo proporcionalmente ao aumento das

concentragdes de polissacarideos nas amostras (LI et al., 2016; TANG et al., 2017).

A suplementac¢do com polissacarideo M-PL extraido da raiz de maca fresca também
mostrou efeito anti- fadiga. Quarenta camundongos foram divididos aleatoriamente em quatro
grupos, cada grupo com dez, € os grupos foram, alta dose (0,05 g-kg™'-d), dose média (0,03 g-kg
I.d) dose baixa (0,01 g-kg'-d) e o grupo controle (solu¢do salina normal). O ensaio durou 45
dias e observou-se que o tempo de natacao até a exaustdo dos camundongos tratados foi maior
do que o grupo controle. Os camundongos do grupo controle nadaram por 14,44 minutos e
grupo alta dose 44,2 minutos. Outro fator observado foi o glicogénio muscular, sendo
encontrada maior reserva de glicogénio muscular no grupo alta dose (19,08 mg-g!) em relagdo
ao grupo controle (6,74 mg-g™!). Isso mostra que a suplementagdo com o M-PL reduziu o gasto
de reservas de energia durante o exercicio, que neste caso foram reservas de glicogénio
muscular. Quanto mais rapido essas reservas forem gastas, mais rapido a sensagdo de fadiga

ocorrera (TANG et al., 2018b).

A suplementa¢do com extrato de éter de petrdleo de raizes de maca (40 mg-kg!) em
camundongos por 21 dias mostrou melhora no tempo de natagao até a exaustdo, menores niveis
de lactato e amonia sérica, aumento da atividade da superdxido dismutase (SOD) e GSH-PX
no cérebro, figado e musculo, evidenciando que o uso de maca pode melhorar a atividade de
enzimas antioxidantes e reduzir a peroxidagao nesses tecidos. O grupo controle em comparagdo
com o grupo tratado apresentou um aumento no glicogénio hepatico e nos acidos graxos nao
esterificados, sugerindo que a suplementag¢do reduziu o gasto de glicogénio e aumentou o

metabolismo lipidico como fonte de energia durante o exercicio (YANG et al., 2015).
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Protecio contra radiacio ultravioleta

A radiagdo ultravioleta (UV) € um fator toxico ambiental e pode aumentar a sintese de
mediadores inflamatérios e EROs, causar lesdes celulares e danos no DNA, podendo gerar
mutacoes nas células da pele, predispondo ao aparecimento de cancer (RAMASAMY et al.,
2017). A exposicao dos seres humanos a luz solar sem protecao direta, como os filtros solares,
¢ a principal forma de se expor a essa radiagdo (AMARO-ORTIZ; YAN; D’ORAZIO, 2014).

E os extratos da maca peruana tém sido relacionados a protecao UV.

Trinta e seis camundongos foram submetidos ao uso topico (200 puL por tratamento, na
concentra¢do de 1 mg de pirogalol'mL") dos extratos hidroalcodlicos da maca e, em seguida,
os animais foram colocados a 15 cm da fonte de radiagdo. A exposicao a radiagdo UVB foi de
60 minutos diarios, durante cinco dias consecutivos. Camundongos que ndo foram tratados com
maca ou filtro solar apresentaram maior hiperplasia epidérmica, necrose da epiderme, eritema
e queimaduras. O uso da maca amarela, vermelha e preta gerou menos hiperplasia epidérmica,
redu¢do de morte celular causada pelo sol e infiltragdo leucocitaria, comparado ao
camundongos que sofreram a radiado e ndo foram tratados (GONZALES-CASTANEDA et al.,
2011). Esses resultados sugerem um efeito positivo do tratamento com extratos da maca em

alteracoes da pele causadas pela radiagao UV.

Embora compostos isolados ndo tenham sido testados, a maca possui em sua
composicao compostos fenolicos, que sdo um dos responsaveis pela atividade antioxidante da
planta, o que pode justificar esse efeito (GONZALES-CASTANEDA; GONZALES, 2008).
Outro composto encontrado nos extratos da maca que pode justificar essa a¢do ¢ o glicosinolato,
que ¢ uma das substancias de defesa dessa planta e estd aumentado na presenca de fatores
ambientais como a radiagdo UV. Portanto, a utilizacdo da maca peruana pela indlstria
farmacéutica e cosmética pode ser promissora, desde que os principios ativos responsaveis por
essa atividade de protegio UV sejam identificados (GONZALES-CASTANEDA;
GONZALES, 2008).

2.3 PERFIL METABOLOMICO DE PLANTAS

As plantas sintetizam diversos metabolitos e historicamente sdo utilizadas no tratamento
e prevenc¢ao de doencas. Para ampliar o potencial terapéutico das plantas € necessario identificar
seus compostos farmacologicamente ativos, € a metabolomica contribui para essa elucidagdo. A

metabolomica identifica e quantifica metabolitos produzidos por um sistema biolégico. Portanto,
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a metabolomica pode contribuir para o desenvolvimento do campo da ciéncia das plantas e da
fitoterapia (BINGOL, 2018; BIJTTEBIER et al., 2016; MARTUCCI et al., 2018; TAO et al.,
2018).

Pela grande diversidade de metabolitos e diferentes propriedades fisico-quimica, para
determinar todos os metabolitos de uma amostra diversas técnicas analiticas sdo necessarias, tais
como a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (CL-EM) e a cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) (DEMETROWITSCH; SCHWARZ,
2014).

Na CG, a amostra ¢ injetada no equipamento e uma temperatura ¢ aplicada para que ocorra
a volatilizacdo dos compostos. Os compostos volatilizados entram na coluna e sdo arrastados por
um gas (fase movel) até sair da coluna em um tempo especifico, ja que cada composto tem
propriedades fisicas e quimicas diferentes e vao interagir de forma diferente com a fase
estacionaria que compde a coluna. Quanto maior a interagdo entre o composto e a fase
estacionaria maior tempo levard para sair da coluna. Quando os compostos saem da coluna,
chegam no detector e dessa forma, cada metabolito pode ser detectado e quantificado (COLLINS;

BRAGA; BONATO, 1997).

Na CG ¢ necessario que a amostra seja volatil, para ser transformada em vapor e passar
pela coluna, e ser estavel termicamente para nao se decompor no momento da separagdo. Tendo
em vista essa limitacdo da CG, a CL pode ser utilizada em associacao para ampliar a capacidade
de deteccdo dos metabolitos, uma vez que ¢ adequada para a andlise de compostos grandes,
polares, i0nicos, termicamente instdveis e ndo volateis (SAIBABA; SATHISH KUMAR;
SHANMUGA PANDIY AN, 2016).

Na CL, a amostra ¢ injetada em uma coluna e ¢ arrastada através de um solvente com o
auxilio de uma bomba de alta pressdo, ao chegar no final da coluna a amostra segue para o
detector. O detector mais utilizado, tanto para CL quanto para CG, ¢ o espectrometro de massas,
enquanto a cromatografia tem a fungdo de separar os metabolitos a espectrometria permite a
identificacao desses compostos, de modo que converte os metabolitos da amostra em ions e
posteriormente os ions sdao detectados com base na sua carga, possibilitando assim sua

identificacdo (SAIBABA; SATHISH KUMAR; SHANMUGA PANDIYAN, 2016).
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O acoplamento das técnicas de cromatografia e espectrometria permitiu maior eficiéncia
na identificacdo de novos compostos e possibilita avangos na drea da metabolomica, da ciéncia

das plantas e da fitoterapia (J. LINDON; NICHOLSON; HOLMES, 2007; LANCAS et al., 2009).

2.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Radicais livres sdo compostos instaveis e altamente reativos capazes de roubar elétrons
de outras moléculas para se estabilizarem, desse modo, podem causar diversas alteragdes
celulares. Por outro lado, antioxidantes sdo substancias responsaveis por varias propriedades
biologicas de um organismo, uma vez que auxiliam no retardo dos processos oxidativos,
reduzindo efeitos prejudiciais dos radicais livres (OZER et al., 2018; CAROCHO; MORALES;
FERREIRA, 2018).

Quando ha um desbalango entre a concentragdo de radicais livres e de antioxidantes,
causado pelo aumento de radicais e reducdo de antioxidantes, é configurado o quadro de estresse
oxidativo, que pode levar a efeitos prejudiciais ao organismo, por causar lesdes de componentes
celulares importantes como o DNA, as proteinas e os lipidios (BIRBEN et al., 2012). Dessa
forma, o estresse oxidativo induz mutac¢des e modificagcdes de expressdo génica, além de danos
nas membranas lipidicas (WU; KOSTEN; ZHANG, 2013). Todas essas lesdes, podem levar a
doencas cardiovasculares, hepaticas e pulmonar, cancer, catarata, aterosclerose, artrite
reumatoide, diabetes e doencas de pele como urticaria e dermatite atopica (ICHIISHI; LI; IORIO,
2016; ADLY, 2010; PHAM-HUY; HE; PHAM-HUY, 2008).

As substancias antioxidantes reduzem os efeitos deletérios causados pelos radicais livres,
de modo que podem apresentar mecanismos de acdo diferentes a depender do tipo de
antioxidante. Alguns desses mecanismos sdo a capacidade de sequestrar radicais livre no meio
onde estiverem, quelar metais i6nicos, ativar enzimas antioxidantes ou prevenir danos ao DNA

(CAROCHO; MORALES; FERREIRA, 2018).

Os antioxidantes podem ser enzimdticos e ndo enzimaticos, 0s enzimaticos sao
sintetizados in vivo pelos organismos e as principais enzimas que constituem essa classe sao a
superdxido dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase (GSH- Px). A SOD catalisa a
dismutagdo do radical livre superoxido em oxigénio molecular e peréxido de hidrogénio. O
peroxido de hidrogénio apesar de ndo ser um radical, apresenta toxicidade para as estruturas
celulares e entdo a catalase ¢ a GSH- Px o reduz a 4gua (BIRBEN et al., 2012; CAROCHO;
MORALES; FERREIRA, 2018).
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Alguns dos principais antioxidantes ndo enzimaticos sao produzidos por plantas e sdo o
acido ascorbico (vitamina C), o tocoferol (vitamina E) e metabolitos secundarios, tais como os
compostos fenodlicos. Todas essas substancias agem doando um elétron ou um 4atomo de
hidrogénio de seu grupo hidroxila, de modo a estabilizar o radical livre (CAROCHO;
MORALES; FERREIRA, 2018).

Os compostos fendlicos sdo classificados em cinco grandes grupos, € sdo eles os acidos
fenolicos e os flavonoides, que juntos compoe as maiores classes desses compostos nas plantas,
as lignanas, os estilbenos e os taninos. Esses compostos possuem anéis aromaticos com um ou
mais grupos hidroxila. Maiores nimeros de hidroxilas livres estdo associadas ao aumento do

potencial antioxidante dos compostos fenolicos (KASOTE et al., 2015).

Além da atividade antioxidante, os compostos fenolicos exercem efeitos antitumoral
(ZHAO et al., 2013), anti-inflamatério (ALBISHI et al., 2013) e hepatoprotetor (CHENG et al.,

2013) e podem retardar doengas neurodegenerativas, como o Alzheimer (LI et al., 2017).

Tendo em vista esse potencial de melhorar quadros de diversas patologias, as plantas e
seus extratos t€m sido cada vez mais consumidos e utilizados na elabora¢ao de novos farmacos
capazes de prevenir e tratar varias doengas (DROZDZ; IENE; PYRZYNSKA, 2017; MAHDI-
POUR etal., 2012; XU et al., 2017). Plantas medicinais com potencial antioxidante também tém
sido utilizadas na industria de cosméticos por auxiliar nos processos de anti- envelhecimento e
clareamento da pele (LIYANAARACHCHI et al., 2018). Portanto, a atividade antioxidante de

plantas permite a ampla aplicabilidade das mesmas.

Um dos métodos mais aplicados para avaliar a atividade antioxidante ¢ o método do
radical livre 2,2-difenil-1- picril-hidrazil (DPPH). A determinacdo da atividade antioxidante ¢
vista pela avaliagdo da atividade sequestradora do DPPH pelas substancias antioxidantes, que
doam um atomo de hidrogénio para estabilizar a molécula de DPPH. O DPPH, que apresenta cor
purpura, em contato com antioxidantes se reduz em difenil-picril-hidrazina (DPPHH), de
coloragdo amarela, e consequentemente a absorbancia € reduzida. A partir dos valores de
absorbancia ¢ possivel determinar a atividade antioxidante (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER;
BERSET, 1995).

2.5 ATIVIDADE CITOTOXICA

As plantas tém sido muito utilizadas na elaboracao de novas drogas. No entanto, alguns

extratos e compostos de plantas podem apresentar citotoxicidade, sendo que uma substincia ¢
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considerada citotoxica quando € capaz de causar alteracdes na morfologia, no crescimento
celular e até mesmo causar a morte de células (MCGAW; ELGORASHI; ELOFF, 2014).
Portanto, a depender do produto a ser elaborado, a atividade citotdxica ndo ¢ desejada, devendo
ser a menor possivel. Desse modo, ¢ necessaria a determinacao da capacidade citotoxica da
planta, para analisar as possiveis consequéncias da sua administracdo e estabelecer condi¢des
de utilizacdo segura (BOUKANDOU; MEWONO; ABOUGHE, 2015(MCGAW;
ELGORASHI; ELOFF, 2014).

Por outro lado, a atividade citotdxica das plantas pode ser benéfica no tratamento de certas
doencas como o cancer, uma vez que um dos problemas do tratamento dessa patologia ¢ a
resisténcia aos medicamentos convencionalmente utilizados. Linhagens de células cancerigenas
foram testadas frente a extratos de plantas e constatou-se efeito positivo, demostrando que plantas
com essa atividade podem auxiliar a elaboragao de novas drogas para o tratamento do cancer

(ZHAO et al., 2018; OCHWANG I et al., 2018; WANG et al., 2018).

Ensaios de citotoxicidade com culturas celulares t€ém sido muito utilizados para testar
novos farmacos, ja que permite a analise de um grande nimero de amostras, apresentam baixo
custo, s3o rapidos e ndo requerem de uso de animais (ASLANTURK, 2018). Uma estratégia para
ensaios de atividade antitumoral ¢ o uso de linhagens celulares, pois podem ser mantidas em
cultura por periodos maiores do que células de cultura priméria e mantém a maior parte das
caracteristicas do tecido original. A linhagem C6 ¢ uma linhagem de glioma e tem sido muito
utilizada em ensaios antitumorais por ter fendtipo parecido com o glioblastoma humano
(GROBBEN; DE DEYN; SLEGERS, 2002). O glioblastoma ¢ um tumor agressivo do sistema
nervoso central e ensaios com essa linhagem celular possibilita testar novas drogas para o

tratamento dessa patologia (GROBBEN; DE DEYN; SLEGERS, 2002).

2.6 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

O uso excessivo de drogas com efeito antimicrobiano tem causado um aumento da
resisténcia de bactérias patogénicas, parasitas, virus e fungos/ leveduras a esses medicamentos,
dificultando o tratamento de doengas. Extratos e compostos isolados de plantas podem apresentar
atividade antimicrobiana frente a diversos patdgenos e a descoberta de uma diversidade maior de
plantas com potencial antimicrobiano ¢ importante para o desenvolvimento de novos farmacos
fitoterapicos na tentativa de combater o aumento da resisténcia a agentes antimicrobianos por

grande parte da populagao (FARJANA; ZERIN; KABIR, 2014; SAFARPOOR et al., 2017).
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Uma das técnicas mais utilizadas para avaliacdo da atividade antimicrobiana de extratos
vegetais ¢ a microdiluicdo em caldo. Esse método possibilita a determinagdo da CMI
(Concentracdo Minima Inibitéria) de um agente antimicrobiano, que pode ser bactericida ou
fungicida, capaz de inibir o crescimento de bactérias ou fungos. A turbidez gerada pelo
crescimento e reproducdo do microrganismo ¢ utilizado como parametro avaliativo. As vantagens
desse método € o custo acessivel, a facil reprodutibilidade e por ser altamente sensivel. Uma das
limitagdes, ¢ a incapacidade de definir o modo de agdo do agente antimicrobiano, no entanto, a
técnica da microdiluicdo tem contribuido para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos

(HALASA et al., 2014; ELLOF, 1998; WIEGAND; HILPERT; HANCOCK, 2008).

A microdiluicdo em caldo ¢ uma técnica empregada em estudos para encontrar a atividade
antibacteriana e antifingica em plantas medicinais. A atividade antifiingica foi constatada no 6leo
essencial obtido por hidrodestilagao de folhas da arvore Corymbia citriodora, frente a espécies
como Aspergillus flavus, Candida albicans e Penicillium funiculosum. A concentracdo inibitoria
minima (CMI) para cada espécie, respectivamente, foi, 0,21, 0,25 € 0,52 mg'mL"' (SALEM et al.,
2018). A atividade antibacteriana foi encontrada em extratos metanoélico e etandlico de folhas das
plantas T. alata e T. arjuna frente as bactérias Enterobacter aerogenes (CMI 1,56 mg-mL"),
Escherichia coli (CMI 3,125 mg-mL™") e Klebsiella pneumoniae (CMI 1,56 mg-mL-") (RATH;
PADHY, 2015). Também foi visto atividade antimicrobiana entre extratos de diferentes espécies
de plantas medicinais da regido da Africa (F. exasperata e N. latifélia). A CMI do extrato
metanolico das cascas e do caule da F. exasperata frente a E. coli foi de 256 pL-mL! e a CMI do
extrato metanolico das folhas da N. latifélia frente ao B. cereus foi de 64 uL-mL"' (TEKWU;
PIEME; BENG, 2012). Todas essas atividades foram avaliadas a partir da microdiluicdo em

caldo.
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3 OBJETIVOS
Objetivo Geral

Correlacionar o perfil metabolomico dos extratos da raiz da L. meyenii e seus produtos

comerciais com as atividades antioxidante, citotdxica e antimicrobiana dos extratos.
Objetivos Especificos

e  Obter os extratos da raiz da L. meyenii e seus produtos comerciais;

e Determinar a atividade antioxidante e teor de fendis totais dos extratos;

e Analisar a atividade antimicrobiana dos extratos frente a bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, bem como leveduras;

e Avaliar os efeitos do tratamento com os extratos na viabilidade de células da linhagem
tumoral de glioma de rato (C6) e comparar com os efeitos em células normais cerebrais
(astrocitos);

e Definir o perfil metaboldmico dos extratos obtidos por cromatografia liquida de alta
performance acoplada a espectrometria de massas e da cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas;

e Correlacionar o perfil metabolomico dos extratos com as atividades bioldgicas testadas.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 OBTENCAO DOS EXTRATOS

Nesse estudo foram utilizadas quatro amostras diferentes: as raizes desidratadas da L.
meyenii preta e trés marcas diferentes de farinha de maca peruana (produtos comerciais da
planta) obtidos em lojas de produtos naturais. As raizes foram moidas até a consisténcia de um
p6 fino utilizando moinho de facas tipo Willye Te-650/ Tecnal. Inicialmente, 20g das raizes
moidas e das farinhas (produtos comerciais 1, 2 e 3) foram maceradas diretamente em etanol
(extrato etandlico 1), enquanto que 40g passaram por maceracdes sucessivas em hexano,

acetado de etila e etanol (extrato etanolico 2) (Figura 2).

Figura 2. Obtencdo dos extratos da raiz da L. meyenii e seus produtos comerciais

MACERACAO DIRETA EM ETANOL

20g das raizes

moidas 20g do PC1 20g do PC2 20g do PC3

v

Etanol > Extratos etanélicos 1

(MPE, PC1E, PC2E, PC3E)
PC1 PC2 PC3 .

MACERACAO SUCESSIVA EM HEXANO, ACETATO E ETANOL

40g das raizes
moidas

| &

40g do PCI 40g do PC2 40g do PC3

Hexano —+ Extratos em hexano
(MPH, PC1H, PC2H, PC3H)

@ Acetato de etila —~ Extratos em acetato
(MPAE, PC1AE, PC2AE, PC3AE)

‘ . Etanol —+ Extratos etanélicos 2
(MPE2, PC1E2, PC2E2, PC3E2)
PC1= Produto comercial 1. PC2= Produto comercial 2. PC3= Produto comercial 3.

Os solventes foram removidos sob pressao reduzida a 40 °C utilizando um evaporador
rotativo (4000 Laborota echo, Alemanha). As amostras permaneceram no exaustor a
temperatura ambiente (25 °C) até a completa evaporagdo de todo o solvente residual e os
extratos estarem completamente secos. Foram obtidos quatro extratos de cada amostra,

totalizando dezesseis extratos (Tabela 2).
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Tabela 2. Extratos obtidos por cada amostra e suas respectivas siglas

Amostra Solvente Sigla
etanol (extrato etanolico 1) MPE
. . hexano MPH
R t
aiz desidratada acetato de etila MPAE
etanol (extrato etandlico 2) MPE2
etanol (extrato etandlico 1) PCI1E
hexano PCH
Produt ial 1
roduto commeteia acetato de etila PCI1AE
etanol (extrato etandlico 2) PCIE2
etanol (extrato etandlico 1) PC2E
hexano PC2H
Produt ial 2 :
rocuto commetreia acetato de etila PC2AE
etanol (extrato etandlico 2) PC2E2
etanol (extrato etanolico 1) PC3E
hexano PC3H
Produt ial 3
rocuto commeteia acetato de etila PC3AE
etanol (extrato etanolico 2) PC3E2

4.2 ENSAIO ANTIOXIDANTE DPPH

A atividade antioxidante foi avaliada pelo teste 2,2-difenil-1- picril-hidrazil (DPPH),
como descrito por SANTOS e colaboradores (2018). Inicialmente, 1 mL de DPPH (120
mmol-L!; metanol) foi adicionado a 1 mL de cada extrato para fornecer 2 mL da mistura de
reagdo com uma concentragdo final dos extratos variando de 10 a 1000 pg'mL!. A absorbancia
foi medida a 515 nm apds 30 min de reagdo. Utilizou-se metanol como branco e solugdo de
DPPH (1,0 mL; 120 mmol-L") e metanol (1,0 mL) como controle negativo. Acido gélico foi
utilizado como controle positivo. Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados
foram expressos como ICso (metade da concentragdo inibitéria maxima) e os extratos que

apresentaram valores de ICso> 1000 pg-mL-! foram considerados inativos.

4.3 DETERMINACAO DE FENOIS TOTAIS

A determinacdo do contetido de fenois totais foi realizada conforme descrito por
SANTOS e colaboradores (2018) com pequenas modifica¢des. Inicialmente, 100 pL do extrato
(2 mg-mL") foram misturados com 50 pL de reagente fenol de Folin-Ciocalteu € 750 pL de
agua. Ap6s um minuto, 100 pL de solu¢do de carbonato de sédio (NaxCOs3, 15% p/v) foram
adicionados a mistura, atingindo um volume final de 1 mL. A mistura reacional foi mantida no

escuro durante 120 min. Apds este tempo, a absorbancia foi lida a 725 nm (VersaMax ™



33

Microplate Reader, EUA). A curva padrao de acido galico foi utilizada para calcular o conteudo

fenolico total nos extratos e os resultados foram expressos em mg-EAG-g™! de extrato seco.

As andlises estatisticas dos resultados da atividade antioxidante e da quantificagdao de
fendis totais foram realizadas utilizando o software SISVAR. A andlise de variancia foi
utilizada para identificar diferencas estatisticamente significativas entre as amostras (P <0,05),
seguidas pelos testes de comparagdo multipla de Tukey. Os resultados sdo apresentados como

a média das repeti¢des = desvios padrio.

4.4 ATIVIDADE CITOTOXICA

4.4.1 Cultura de células de glioma murino (C6)

As linhagens de glioma de rato (C6) foram obtidas do Banco de Células do Laboratdrio
de Neuroquimica e Biologia Celular (LabNq) do Instituto de Ciéncia e saude, Universidade
Federal da Bahia e encontravam-se mantidas em uma solucao de 90 % de soro fetal bovino
(SFB) e 10% de DMSO a razio de 1,5-2,0x10° células'mL"! ¢ estocadas em tubos de

criopreservacao a -196 °C (nitrogénio liquido).

Para a realizagdo do ensaio, os tubos de criopreservagdo foram descongelados e o
conteudo dos mesmos transferidos para tubo tipo Falcon, no qual foi adicionado posteriormente
o meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado com 10% de SFB, 2 mM de
L-glutamina, penicilina a 100 UI-mL"! e estreptomicina a 100 grmL!. Os tubos foram entéo
centrifugados por 5 min a 2000 RPM. O sobrenadante foi descartado e as células foram
ressuspendidas em meio DMEM para serem cultivadas em condic¢des estéreis, a 37 °C em
atmosfera com 5% de CO; em placas de cultura de poliestireno com 100 mm de diametro até

atingirem 80% de confluéncia.

Ap0s 48 horas de plaqueamento e com confluéncia de 80%, as células foram descoladas
da placa através de uma solucdo de 0,05% de tripsina (GIBCO® Invitrogen Corporation,
Canad4d — USA) com 0,02% de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e mantidas em
incubadora por 2 min a 37 °C. A digestdo enzimatica foi neutralizada adicionando-se o dobro
do volume de meio de cultura suplementado com 10% de SFB, em seguida as células foram
centrifugadas e o sobrenadante foi descartado, as células foram entao ressuspendidas em meio
DMEM. Posteriormente as células foram semeadas em placas de 96 pocos e lancadas com

densidade de aproximadamente 10.000 células/cm?. Para determinar a aliquota necessaria para
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atingir 10.000 células por pogo, 10uL do pellet de células ressuspendidas foram inseridos na

camara de Neubauer para a realiza¢do da contagem celular.

4.4.2 Cultura primaria de astrocitos

Para a obteng¢ao dos astrécitos foram utilizados ratos Wistar neonatos (0—1 dia) obtidos
do Biotério do Laboratorio de Neurociéncias do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal da Bahia (ICS-UFBA). Para o procedimento, os animais foram decapitados e seus
hemisférios cerebrais expostos e removidos assepticamente, as meninges € 0s vasos sanguineos
foram retirados do cortex cirurgicamente e em seguida, o cortex foi dissociado mecanicamente.
As células dissociadas foram suspensas e semeadas em garrafas de cultura de poliestireno de
75 cm?, previamente sensibilizadas com poli-D-lisina e mantidas a 37 °C em atmosfera com 5%
de CO; por 7 dias, sem troca de meio durante o periodo. Apds os 7 dias, as garrafas foram
submetidas a agitacdo por 3 horas utilizando uma camara incubadora com agitacdo orbital
(Shaker), com o intuito de garantir a prevaléncia astrocitaria na cultura. O sobrenadante
(contendo microglia descolada), foi desprezado e as garrafas receberam meio DMEM novo,
permanecendo posteriormente na incubadora sem troca de meio por mais 5 dias, até confluéncia

da garrafa e utilizacdo para os experimentos.

Ap6s atingirem a confluéncia, as células foram descoladas das garrafas através de uma
solugdo de 0,05% de tripsina (GIBCO® Invitrogen Corporation) com 0,02% de acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e mantidas em incubadora por 3 min a 37 °C. A digestao
enzimatica foi neutralizada adicionando-se igual volume de meio de cultura suplementado com
10% de SFB e as células foram entdo semeadas em placas de 96 pogos e langadas com densidade

de aproximadamente 40.000 células/cm? (contagem celular realizada na cAmara de Neubauer).

Estes experimentos foram realizados em parceria com o Laboratério de Neuroquimica
e Biologia Celular do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia (ICS-
UFBA), mediante a aprovagio do uso de animais pela Comissdo de Etica no uso de animais
(CEUA) do ICS- UFBA (Protocolo de aprovagdo n° 6731220818) e todos os procedimentos
foram realizados de acordo com as normas estabelecidas pela CEUA. O certificado de

aprovacao esta no Anexo A deste trabalho.
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4.4.3 Tratamento das células com os extratos

Apo6s 24h (C6) e 48h (astrdcitos) do plaqueamento das células nas placas de 96 pocos,
foi realizado o tratamento das células com os extratos. Foram preparadas solugdes dos extratos

nas concentrag¢des de uso (1, 10 € 100 ug-mL-") (Tabela 3).

Tabela 3. Diluicao seriada para o preparo das solugdes nas concentracdes de uso

Concentragao final da solugao Diluicao seriada
100 pgrmL-! 1 uL solucdo estoque* + 999 uL. meio DMEM
10 ugrmL-! 100 uL solugdo [100 ug'mL'] + 900 pL meio DMEM
1 pg'mL! 100 uL solugdo [10 pgrmL ']+ 900 uL meio DMEM

*Solugdo estoque (100 mg'mL") = 10 mg do extrato + 100 uL de DMSO

Para o tratamento, o meio DMEM foi removido de todos os pogos e posteriormente foi
adicionado as solu¢des de cada extrato em concentra¢do de 1, 10 e 100 pg-mL-'. Apds esse
processo as placas foram mantidas em incubadora por 24 horas a 37 °C e 5% de CO». O grupo
controle de cada placa consistia no tratamento das células com uma solu¢do de volume
equivalente de DMSO e meio DMEM. Os ensaios de citotoxicidade foram realizados em trés

experimentos independentes com 8 replicatas por ensaio.

4.4.4 Avaliacao da viabilidade celular pelo teste do MTT

A atividade de desidrogenases mitocondriais foi mensurada através do método de
reducdo do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT) estabelecido por
Mosmann (1983). O MTT ¢ um sal tetrazélio que pode ser clivado por desidrogenases
mitocondriais e entdo forma-se o MTT formazan. Esse processo de redu¢do do MTT (coloragao
amarela) para MTT formazan (coloracdo purpura) s6 ¢ possivel em mitocondrias ativas,
portanto, s6 ocorre em células vivas. Desse modo, o teste do MTT ¢ colorimétrico e baseia-se
na capacidade das células viaveis em metabolizar o MTT através das desidrogenases
mitocondriais. Apds o periodo de 24 horas de tratamento das células (C6 e astrocitos) com os
extratos, 0 meio DMEM com os extratos foi removido de todos os pogos. Posteriormente, foi
adicionada em todos os pog¢os 100 mL de uma solug¢do de MTT (1 mg'mL) ¢ meio DMEM.
Essa solugdo foi preparada a partir de uma solugio estoque de MTT (5 mg-mL'") solubilizada
previamente em PBS (tampao fosfato). As placas foram entdo mantidas na incubadora por 2
horas a 37 °C e 5% de COa. Apds esse periodo de incubacdo, as células foram lisadas pela
adi¢ao de 100 pL de duodecil sulfato de sédio (SDS) a 20% (p/v) em dimetilformamida a 50%
(v/v). Apds 12 horas em temperatura ambiente, as placas foram submetidas a espectrofotometria

e a absorbancia medida em um comprimento de onda de 570 nm, usando um espectrofotdmetro
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(MicroNal, B382). Para cada placa, um pogo foi mantido com meio de cultura e MTT porém
sem célula, caracterizando assim o branco do ensaio € o valor de absorbancia deste foi

descontado de todos os outros.

Os dados obtidos a partir do espectrofotometro foram submetidos as analises estatisticas
adequadas e expressos relativamente como percentual em relagdo ao grupo controle, cuja média

correspondeu a 100% de viabilidade.

4.4.5 Microscopia de contraste de fase

As culturas foram acompanhadas com microscopia de contraste de fase, que também foi
usada para avaliacdo da celularidade e morfologia celular. As imagens foram adquiridas através
de camera digital de alta resolugdao (Labomed iVu5000) acoplada ao microscopio invertido.
Uma régua micrométrica foi fotografada em mesmo aumento para confecgdo da barra de escala

das fotomicrografias.

4.4.6 Analises estatisticas

Todos os dados gerados receberam tratamento estatistico adequado, sendo expressos
como média e desvio padrao da média. A distribui¢do foi considerada normal se passasse nos
testes de normalidade (teste de Kolmogorov-Smirnov, teste de D'Agostino & Pearson e teste de
Shapiro-Wilk). Os dados foram expressos em média (portanto, com distribuicdo normal) e
testes estatisticos paramétricos (t de Student e One-Way ANOVA) foram usados nas
comparagdes entre grupos tratados e controles. Para multipla comparagdo foi utilizado o teste
ndo paramétrico de Tukey. Os valores de p adotados como estatisticamente significantes nas
analises foram aqueles inferiores a 0,05. O software GraphPad Prism, versdo 8.0.2 para

Windows (GraphPad Software, San Diego California USA) foi utilizado nas analises.

4.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana dos extratos foi avaliada como concentragdo inibitoria
minima (CIM) utilizando o ensaio microdiluicdo seriada em placas de 96 pocos, conforme
descrito por SANTOS e colaboradores (2018). A atividade antimicrobiana dos extratos foi
avaliada frente a Micrococus luteos (ATCC 10240), Bacillus subtilis (ATCC 6633), Bacillus
cereus (CCT 0096), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Staphylococus epidermidis (ATCC
1228), Escherichia coli (ATCC 94863), Pseudomonas aeruginosa (CCT 0090), Salmonela
typhimurium (ATCC 14028), Candida albicans (ATCC 18804) e Candida glabrata (CCT
0728). O caldo Nutriente (Acumedia, EUA) e o extrato de malte (Acumedia, EUA) foram
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utilizados como meio de cultura para o crescimento de bactérias e leveduras, respectivamente.
Cloranfenicol (0,19-25 pg-mL™") e garamicina (0,039-5,0 pg'mL™!) foram usados como
controle positivo. Os extratos foram dissolvidos em 20% de DMSO (v/v) ou em Tween a 20%

(v/v). Por essa razdo, tanto o Tween quanto o DMSO foram usados como controles negativos.

Ap6s a dilui¢do seriada, a concentragio dos extratos variou de 3,90 a 500 pg-mL™". As
placas de 96 pocos foram incubadas a 36°C (24 h) e 26°C (72 h) para crescimento bacteriano e
das leveduras, respectivamente. A CIM foi determinada através do surgimento de turbidez nos
pocos. Todas as andlises foram realizadas em triplicas. A CIM foi determinada pela auséncia
de turbidez nos pocos e os extratos foram considerados ativos quando inibiram o crescimento
microbiano em concentragdes inferiores ou iguais a 500 ug-mL~'. Dos pogos que mostraram a
auséncia de turbidez, 10 pL do contetido foram inoculados em caldo nutriente sélido ou extrato

de malte para avaliar se a atividade observada era microbiostatica ou microbicida.

4.6 PERFIL METABOLOMICO

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

As andlises de CLAE-EM foram realizadas usando um sistema de cromatografia liquida
(Prominence, Shimadzu Co., Japao) acoplado a um espectrometro de massa de tempo de voo
quadrupolo (microTOF II, Bruker Daltonics, Alemanha). A separacao foi realizada em coluna
C18 (3,0mm x 150 mm, 2,6 um, Kinetex, Phenomenex), mantida a 40 °C. Foram utilizados
como fase movel, acetonitrila HPLC e 4gua, ambos acidulados com 0,1% (v/v) de acido
formico. O gradiente de eluigdo foi: 25%B durante 2 min, 25 a 80%B em 20 min e 80 a 90%B
em 2 min. A coluna foi recondicionada com 25%B durante 3 min. A taxa de fluxo foi de 0,2
mL min~!. O MS foi operado em modo positivo com 3,2 kV na interface ESI e gas seco a 350
°C. Os espectros de varredura completos foram adquiridos de 50 a 1000 m/z. Inicialmente, um
miligrama de extratos secos foi dissolvido em acetonitrila HPLC (1,0 mL) para preparar a
solugdo estoque (1 mg'mL!). Em seguida, 500 pL da solugdo estoque foram posteriormente

diluidos em 500 pL de acetonitrila e injetados diretamente no equipamento.

Processamento de dados da CLAE-EM

Os dados foram processados no pacote XCMS rodando na plataforma R (3.2/.3, R
Foundation for Statistical Computing) (Smith et al., 2006). Para os dados CLAE-EM, o método

centWave foi usado para pico de amostragem e os parametros XCMS foram: faixa de largura
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do pico cromatografico (largura de pico = 330), corte sinal-ruido (snthresh = 5,0) e largura de

banda (bw = 10 e 5 primeiro e segundo grupo, respectivamente).

Identificacio dos compostos a partir da CLAE-EM

A tabela com caracteristicas moleculares foi obtida, contendo os tempos de retencao
alinhados, razdo m/z e intensidades. A identificacdo putativa do metabolito foi realizada
pesquisando-se 0 m/z no banco de dados Metlin (http://metlin.scripps.edu) usando [M + H], [M
+ 2H], [M + ACN+H] e [M + Na] como possiveis adutos € 5 ppm como erro maximo. O banco
de dados Metlin ndo apresenta alguns metabdlitos secundarios com estruturas mais complexas
e especificos da L. meyenii, dificultando a identificacio de metabolitos altamente
especializados. Por isso, para a identificagdo dos metabdlitos também foi utilizada uma
compila¢dao de informagdes disponiveis sobre as massas esperadas e experimentais de alta
resolug¢do dos compostos ja identificados da L. meyenii, incluindo as faixas m/z esperadas para
os adutos mais comuns na analise HPLC-MS: [M + H] © e [M + Na] *, como descrito em

CARVALHO; RIBEIRO (2019), presente no apéndice A desse trabalho.

4.6.2 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

As andlises CG-EM foram realizadas em um sistema de cromatografia gasosa (modelo
7890 A, Agilent Technologies, CA, EUA) acoplado a um espectrometro de massa single
quadrupolo (modelo 5975 C inertes XL, Agilent Technologies). Uma coluna HP-5MS (30 m
de comprimento, 0,25 mm 1i.d., com filme de 0,25 pm composto por 95% de dimetil e 5% de
difenil polissiloxano da Agilent Technologies) e hélio a 1,0 mL-min~! de fluxo foram usados.
O injetor da CG foi mantido a 250 °C e as amostras foram injetadas com separacdo 1:10,
utilizando He a 10 mL-min~'. A temperatura inicial do forno era de 60 °C, e 1 min apds a
inje¢do, a temperatura aumentava a taxa de 10 °C-min ~ ! para atingir uma temperatura final de
300 °C. A temperatura da linha de transferéncia do detector foi estabelecida em 290 °C, a fonte
de filamento a 230 °C e o quadrupolo a 150 °C. Os ions foram gerados por um 70 eV. O
espectrometro de massa foi operado em modo de varredura completa (50-600 m/z).
Inicialmente, um miligrama de extratos secos foi dissolvido em acetonitrila de grau HPLC

(1,0-mL-") para preparar uma solugdo estoque (1 mg-mL!).

Para andlises CG-EM, 150 pL da solucdo estoque foi evaporada usando um
concentrador a vacuo (Thermo Scientific SPD1010, EUA) e derivatizados usando um protocolo
previamente otimizado (CANUTO et al., 2017). Resumidamente, a oximagao foi realizada com

10 pL de o-metoxiamine (15 mg-mL™") em piridina, os tubos de rea¢do foram mantidos a
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temperatura ambiente por 90 min; seguido por sililagdio com 10 mL de N,O-
bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) mais 1% (v/v) trimethilclorosilane (TMCS). Em
seguida, as amostras foram mantidas por 30 min a 40 °C em banho termostatico (ECO SILVER
RE 1225, Lauda, Brasil). As amostras derivatizadas foram diluidas em 100 uLL de heptano com

éster metilico em C13 como padrao interno e analisadas por CG-EM.

Processamento de dados e identificacio dos compostos a partir da CG-EM

Os dados brutos foram processados pelo software ChromaTOF 2.0 (Leco Instruments),
seguido pelo alinhamento dos cromatogramas usando o software MetAlign. O MSClust foi
utilizado para remover a redundancia do sinal do metabdlito em tabelas alinhadas de pico de
massa e recuperar informacoes espectrais de massa dos metabolitos usando o agrupamento de
pico de massa. Os espectros de massa das massas representativas foram utilizados para
identificacdo por tentativa de combinagdo com bibliotecas espectrais (Instituto Nacional de
Padroes e Tecnologia [NIST08] e banco de dados do metaboloma Golm [http://gmd.mpimp-
golm.mpg.de/]) e por comparag@o com o indice de reten¢do calculado usando uma série de

alcanos.

4.7 ANALISE ESTATISTICA MULTIVARIADA

Os dados normalizados, obtidos a partir da CLAE- EM, da CG-EM, bem como de todos
os resultados das atividades biologicas testadas, foram carregados no MetaboAnalyst 2.0, um
software analitico disponivel on-line para estudos de metabolomica de alto rendimento
(http://www.metaboanalyst.ca). Antes da andlise dos dados, uma verificagdo de integridade dos
dados foi realizada para garantir que todas as informagdes necessarias estivessem presentes. A
normalizagdo em linha foi realizada para permitir o ajuste geral das diferencas entre as
amostras. A transformacdo de log e o dimensionamento automatico foram realizados para
permitir a comparagdo de recursos. A andlise uni e multivariada foi realizada usando dados
transformados em log e auto- dimensionados. A analise estatistica multivariada permitiu a
comparacao da variagdo da composicao de metabolitos em cada extrato bem como a correlagao

entre os metabolitos identificados e cada atividade bioldgica testada.
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S RESULTADOS
5.1 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E QUANTIFICACAO DE FENOIS TOTAIS

Nesse estudo, a atividade antioxidante foi expressa em ICso, que representa a
concentra¢do do extrato que reduz a absorbancia inicial da solu¢do de DPPH em 50%. Portanto,
quanto maior a capacidade de captacdo do DPPH pelos componentes antioxidantes do extrato,

menores serdo os valores de ICso (SANTOS et al., 2018).

A atividade antioxidante (ICso) dos extratos obtidos a partir da maca peruana desidratada
variou de 64,97 para o extrato MPAE até 851,36 ug'mL! para o extrato MPE. Os extratos MPH
¢ 0 MPE2 nio apresentaram atividade (ICso> 1000 pg-mL").

A atividade antioxidante (ICso) dos extratos obtidos a partir do produto comercial 1
variou de 272,30 ug'-mL™! para o extrato PCIAE até 820,54 pg-mL™! para o extrato PCIE, os
extratos PC1H e PC1E2 ndo apresentaram atividade (ICso> 1000 pg-mL").

A atividade antioxidante (ICso) dos extratos obtidos a partir do produto comercial 2
variou de 147,35 ng-mL-! para o extrato PC2AE até 935,616 ug-mL-! para o extrato PC2E. Os
extratos PC2H e PC2E2 ndo apresentaram atividade (ICso> 1000 pg-mL").

A atividade antioxidante (ICso) dos extratos obtidos a partir do produto comercial 3
variou de 406,91 pg-mL-! para o extrato PC3AE e 525,471 pg-mL! para o extrato PC3E2. Os
extratos PC3H e o PC3E2 nio apresentaram atividade (ICso> 1000 pg-mL") (Figura 3).

Desse modo, o acetato de etila foi o solvente que melhor extraiu metabdlitos com um
potencial antioxidante, uma vez que os extratos em acetato de etila dos trés produtos comercias

e da L. meyenii desidratada foram os que tiveram maior atividade antioxidante.
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Figura 3. Atividade antioxidante dos extratos da raiz da L. meyenii e seus produtos comerciais
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Barras em preto = extratos em hexano. Barras em amarelo = extratos em acetato de etila. Barras em cinza = extratos
etanolicos 1. Barras em branco = extratos etandlicos 2. MP= Maca peruana desidratada; PC1= Produto comercial
1; PC2= Produto comercial 2; PC3= Produto comercial 3; H= hexano; AE= acetato de etila; E = Extrato etanolico
1; E2 = Extrato etandlico 2. ICso do 4cido galico (controle positivo) = 1,69+ 0,02 ug.mL!. Letras diferentes indicam
diferenca significativa entre as amostras pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Nos extratos da maca peruana desidratada a quantidade de fendis totais no extrato MPH
foi de 13,46 mg'EAG-g! de extrato, no extrato MPAE foi de 34,69 mg-EAG-g™! de extrato, no
extrato MPE foi de 37,75 mg'EAG-g! de extrato e no extrato MPE2 foi de 14,93 mg-EAG-g!
de extrato (Figura 4).

Nos extratos do produto comercial 1 a quantidade de fendis totais no extrato PC1H foi
de 13,46 mg-EAG-g! de extrato, no extrato PC1AE foi de 42,16 mg'EAG-g’! de extrato, no
extrato PC1E de 18,53 mg-EAG-g! de extrato e no extrato PC1E2 foi de 18,97 mg-EAG-g! de

extrato.

Nos extratos do produto comercial 2 a quantidade de fenois totais no extrato PC2H foi
de 31,64 mg-EAG-g! de extrato, no extrato PC2AE foi de 49,84 mg'EAG-g! de extrato, no
extrato PC2E foi de 23,32 mg EAG/g de extrato e no extrato PC2E2 foi de 15,98 mg'EAG-g’!

de extrato.

Nos extratos do produto comercial 3 a quantidade de fenois totais no extrato PC3H foi

de 31,13 mg-EAG-g! de extrato, no extrato PC3AE foi de 34,26 mg'EAG-g"! de extrato, no
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extrato PC3E foi de 47,45 mg'EAG-g"! de extrato e no extrato PC3E2 foi de 6,83 mg'EAG-g’!

de extrato.

Figura 4. Quantificacdo de fenois totais dos extratos da raiz da L. meyenii e seus produtos
comerciais
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Barras em preto = extratos em hexano. Barras em amarelo = extratos em acetato de etila. Barras em cinza = extratos
etandlicos 1. Barras em branco = extratos etanolicos 2. MP= Maca peruana desidratada; PC1= Produto comercial
1; PC2= Produto comercial 2; PC3= Produto comercial 3; H= hexano; AE= acetato de etila; E = Extrato etandlico
1; E2 = Extrato etandlico 2. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre as amostras pelo teste de Tukey
(p <0,05).

Os extratos que tiveram maior atividade antioxidante foram MPAE e PC2AE, ambos
ndo tiveram diferenca estatisticamente significante, seguido do extrato PCIAE e PC3AE.
Porém em relagdo a quantificagdo dos fenois totais de uma forma geral, esses quatro extratos
apresentaram os maiores teores de fendis totais, porém ndo tiveram diferenca estatisticamente
significante entre si nem quando comparados a outros extratos como o PC3E, MPE, PC3H e
PC2H. Portanto, apesar dos compostos fenolicos influenciarem o potencial antioxidante dos
extratos, outros metabolitos também estdo contribuindo para a atividade antioxidante dos

extratos da L. meyenii.

5.2 ATIVIDADE CITOTOXICA

Inicialmente todos os extratos foram testados na concentra¢do de 100 ug-mL-! frente as
células C6. No grupo MP todos os extratos apresentaram reducdo do percentual de células
vidveis estatisticamente significante em relagdo ao grupo controle, sendo que MPAE e MPE

foram os mais ativos, a viabilidade das cé¢lulas tratadas com o extrato MPAE foi de 59,29% e
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com o extrato MPE foi de 70,03%. No grupo PCI1, PC1AE e PC1H foram os extratos mais
ativos, os demais extratos ndo apresentaram diferenca estatistica em relagao ao grupo controle,
a viabilidade das células tratadas com o extrato PC1AE foi de 31, 74% e com o extrato PC1H
foi de 56,70%. No grupo PC2, PC2H apresentou atividade os demais extratos ndo apresentaram
diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle a viabilidade das células tratadas com o
extrato PC2H foi de 61,68%. No grupo PC3, PC3AE apresentou atividade os demais extratos
nao apresentaram diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle a viabilidade das células
tratadas com o extrato PC3AE foi de 41,46% (Figura 5). Portanto os extratos de L. meyenii
apresentaram efeito toxico para as células e induziram a reducao na viabilidade das células C6.
A partir dos resultados obtidos os extratos mais ativos foram escolhidos para a realizacdo dos

ensaios subsequentes.

Figura 5. Viabilidade de células C6 mensurada pelo teste do MTT apos 24h de exposicao a
extratos da raiz da L. meyenii e seus produtos comerciais (100 pg'mL")
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MP= Maca peruana desidratada; PC1= Produto comercial 1; PC2= Produto comercial 2; PC3= Produto comercial
3; H= hexano; AE= acetato de etila; E = Extrato etanolico 1; E2 = Extrato etandlico 2. Os resultados foram
expressos como a média dos percentuais derivados de trés ensaios com oito replicatas em cada, n=24. Nao houve
diferenca estatistica entre os extratos MPAE e MPE apo6s comparagdo pelo teste de Tukey. O teste de Tukey foi
utilizado para comparacio entre os grupos tratados € o grupo controle (DMSO 100 pg'mL") (*p < 0.05).
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Oito extratos foram considerados toxicos para as células C6 (MPAE, MPH, MPE,
MPE2; PC1AE, PCI1H, PC2H e PC3AE) porém, foram selecionado seis extratos mais ativos
(MPAE, MPE, PCIAE, PC1H, PC2H e PC3AE) ¢ a partir desse resultado esses extratos mais
ativos foram testados em concentra¢des mais baixas (I e 10 pg'mL™'). Nenhum extrato na
concentragdo de 1 ug-mL! apresentou diferenga estatisticamente significante em relagdo ao
grupo controle, portanto nessa concentracdo os extratos ndo apresentaram citotoxicidade em
células C6. Os extratos MPAE e MPE na concentragdo de 10 ug'mL! induziram redu¢io da
viabilidade das células C6. A viabilidade das células tratadas com o extrato MPAE (10 pg-mL-
1) foi de 84,00% e do extrato MPE (10 pg'mL") foi de 79,07%. Os demais extratos na
concentragdo de 10 pug'mL™! ndo apresentaram diferenca estatisticamente significante em
relacdo ao grupo controle (Figura 6).

Figura 6. Viabilidade de células C6 mensurada pelo teste do MTT apos 24h de exposicao a
extratos da raiz da L. meyenii e seus produtos comerciais (1,10 € 100 ug'mL™")
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MP= Maca peruana desidratada; PC1= Produto comercial 1; PC2= Produto comercial 2; PC3= Produto comercial
3; H= hexano; AE= acetato de etila; E = Extrato etanolico 1; E2 = Extrato etandlico 2. Os resultados foram
expressos como a média dos percentuais derivados de trés ensaios com oito replicatas em cada, n=24. O teste de
Tukey foi utilizado para comparagio entre os grupos tratados e o grupo controle (DMSO 100 pg'mL") (*p < 0.05).

Os seis extratos mais ativos (MPAE, MPE, PCI1AE, PC1H, PC2H e PC3AE) foram

testados em trés concentragdes diferentes (1,10 e 100 pg'mL") para avaliar a citotoxicidade em
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astrocitos. Nenhum extrato reduziu a viabilidade dos astrocitos em comparacdo ao grupo
controle, exceto pelo extrato PC1H (100 pug'mL™') que apresentou efeito toxico para os
astrocitos e a viabilidade das células foi de 22,83%. Portanto exceto o extrato PC1H, os demais
extratos testados apresentaram toxicidade em células C6 mas nao foram toxicos para astrocitos

(Figura 7).

Figura 7. Viabilidade de astrécitos mensurada pelo teste do MTT apds 24h de exposicao a
extratos da raiz da L. meyenii e seus produtos comerciais (1,10 ¢ 100 pg-mL-")
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MP= Maca peruana desidratada; PC1= Produto comercial 1; PC2= Produto comercial 2; PC3= Produto comercial
3; H= hexano; AE= acetato de etila; E = Extrato etandlico 1; E2 = Extrato etandlico 2. Os resultados foram
expressos como a média dos percentuais derivados de trés ensaios com oito replicatas em cada, n=24. O teste de
Tukey foi utilizado para comparagio entre os grupos tratados e o grupo controle (DMSO 100 pg'mL") (*p < 0.05).

5.2.1 Avaliacio da morfologia celular e celularidade apos tratamento com os extratos

A citotoxicidade nas células C6 causada pelo tratamento pode ser analisada pela
microscopia de contraste de fase e em todos os extratos considerados toxicos para C6 foi
observado redug¢do da celularidade, perda do tapete celular e mudanca na morfologia celular de
fusiformes para arredondadas e a presenca de debris celulares (Figura 8B). J4 com os extratos
que ndo foram téxicos ndo foi visto reducdo da celularidade, sendo possivel observar uma

monocamada celular homogénea e confluente semelhante ao grupo nao tratado (Figura 8C).



Figura 8. Avaliacdo através de microscopia de contraste de fase da morfologia de células C6
tratadas com os extratos PC1AE e PC1E2 da L. meyenii (100 pg'-mL") e células C6 ndo tratadas
(DMSO 100 pg-mL") apés um periodo de 24 horas

PC1=Produto comercial 1; AE= acetato de etila; E2 = Extrato etanélico 2. (DMSO 100 ug'-mL™"). A= Células ndo
tratadas. B= Células tratadas com o extrato mais toxico (PC1AE). E possivel observar que apds o tratamento houve
reducdo da celularidade, perda do tapete celular e mudanga na morfologia celular de fusiformes para arredondadas,
indicada pela seta branca e presenca de debris celulares indicados setas pretas. C= Células tratadas com extrato
ndo toxico (PC1E2). Apds o tratamento ¢ possivel observar uma monocamada celular homogénea e confluente
semelhante ao grupo ndo tratado. Barra = 50 um. *As imagens de todos os tratamentos encontram-se no apéndice
B.

Dentre os extratos testados com os astrocitos apenas um extrato (PC1H) apresentou
citotoxicidade na concentragio de 100 pg-mL™!' e os efeitos na morfologia celular foram
analisados pela microscopia de contraste de fase e foi observado redugdo da celularidade, perda
do tapete celular e mudanga na morfologia celular de poligonais para arredondadas (Figura 9B).
Ja os demais extratos testados nao foram toxicos e nao foi visto reducgdo da celularidade, sendo
possivel observar uma monocamada celular homogénea e confluente de células poligonais
planas e achatadas semelhante ao grupo ndo tratado e a presenga de astrocitos retraidos e

emitindo prolongamentos (Figura 9C).
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Figura 9. Avaliacdo através de microscopia de contraste de fase da morfologia de astrdcitos
tratados com os extratos PC1AE e PC1H da L. meyenii (100 pg-mL™") e astrocitos ndo tratados
(DMSO 100 pg-mL") apés um periodo de 24 horas

PC1= Produto comercial 1; AE= acetato de etila; H= hexano. (DMSO 100 ug-mL™"). A= Células nio tratadas. B=
Células tratadas com extrato toxico (PC1H). O extrato PC1H foi o unico extrato toxico para astrocitos e apds o
tratamento observou-se redugdo da celularidade, perda do tapete celular e mudanga na morfologia celular de
poligonais para arredondadas. C= Células tratadas com extrato ndo toxico (PC1AE). Observar-se que apos o
tratamento ndo houve reducdo da celularidade e ¢ possivel observar uma monocamada celular homogénea e
confluente de células poligonais planas e achatadas semelhante ao grupo nio tratado. A seta branca indica astrocito
retraido e emitindo prolongamento. Barra =50 pm. * As imagens de todos os tratamentos encontram-se no apéndice
B.

5.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
Em relacdo aos extratos do produto comercial 1, os extratos PC1AE, PC1E e PC1E2

apresentaram atividade frente ao M. Iuteus (125 pg-mL') e o extrato PC1E2 apresentou

atividade frente ao B. cereus (500 pg-mL").

Em relagdo aos extratos do produto comercial 2, os extratos PC2AE (62,5 ug'mL") € os

extratos PC2E e PC2E2 (125 pg'mL") apresentaram atividade frente ao M. luteus. Em relagdo
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aos extratos do produto comercial 3, o extrato PC3E apresentou atividade frente ao B. cereus

(500 pg-mL1).

Em relacdo aos extratos da maca peruana desidratada, o extrato MPAE apresentou
atividade frente M. Iuteus (62,5 ng'-mL"). Os valores da concentragdo inibitoria minima (CIM)
apresentados correspondem a atividade bacteriostatica, uma vez que nenhum dos extratos
apresentou atividade bactericida apos subcultura em nutriente agar. Nenhum extrato apresentou
atividade antimicrobiana frente as bactérias Gram negativas S. aureus, B. subitilis, S.

epidermidis, E. coli, P. aeruginosa, S. typhimurium, e as leveduras C. albicans e C. glabrata

(Tabela 4).

Tabela 4. Atividade antibacteriana dos extratos da raiz da L. meyenii e seus produtos comerciais

Gram-positiva

Amostra Extrato M. luteus B. cereus
(ngrmL™) (ngrmL™)
PCI1H n.a n.a
PC1AE 125 n.a
PCl PCI1E 125 n.a
PCI1E2 125 500
PC2H n.a n.a
PC2AE 62,5 n.a
PC2 PC2E 125 n.a
PC2E2 125 n.a
PC3H n.a n.a
PC3AE n.a n.a
P
€3 PC3E n.a 500
PC3E2 n.a n.a
MPH n.a n.a
MPAE 62,5 n.a
MP MPE n.a n.a
MPE2 n.a n.a
Cloranfenicol 12,5 6,25

PC1= Produto comercial 1; PC2= Produto comercial 2; PC3= Produto comercial 3; MP= Maca peruana
desidratada; H= hexano; AE= acetato de etila; E = Extrato etandlico 1; E2 = Extrato etandlico. n.a= nio ativo.
Os resultados estdo representados em concentragdo inibitoria minima (CIM).

5.4 PERFIL METABOLOMICO

Sessenta e um metabolitos foram identificados por CLAE-EM (Tabela 5), enquanto que
quinze metabdlitos foram identificados por CG-EM (Tabela 6). Foram identificados quinze
acidos graxos, onze macamidas, dez alcaloides, dois flavonoides, dois fosfolipidios, cinco

glicosideos e cinco terpenos, dentre outros.



Tabela 5. Metabolitos identificados por CLAE-EM da raiz da L. meyenii e seus produtos comerciais
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CLASSE NOME RT © pormuLa massa APUTO
(min)

Acidos graxos acido 9-oxo0-10E,12E-octadecadienoico 17.50 CisH3003  295.2260 [M+H]*
acido 5-ox0-6E,8E-octadecadienoico? 17.96 CisH3003  317.2095 [M+Na]*
acido 2-oxononadecanoico 19.45 CioH3603  335.2558  [M+Na] ™"
acido eicosanoico 19.45 C20Hs002 3352928 [M+Na]*
acido estearico 22.05 CisH3602  307.2600  [M+Na]™*
acido palmitico 24.07 CisH3202  257.2470 [M+H]™*
acido palmitoleico 12.80 CisH3002  277.2130  [M+Na]™*
acido docasanoico 14.20 C»nHs402  363.3265 [M+Na]*
acido linoleico 18.46 CisH3202  303.2292  [M+Na]™*
acido oleico 22.23 CisH3402  305.2466  [M+Na]*
acido elaidico 22.23 CisH3402  305.2466  [M+Na]™*
acido -15-0x0-18Z tetracosenoico 23.43 Co4H4405  381.3302 [M+H]"

Acido organico acido 2,6-diamino-7-hidroxi-azelaico 0.086  CoHisN.Os 235.1280 [M+H]*

Alcaloides lepidilina a 1.69 CioH21CIN2  313.1459 [M+H]*
lepidilina b 9.44 C20H23CIN2  291.1858 [M-CI'T"
lepidilina ¢ 9.33  C20H23CIN2O 307.1821 [M-CI]*
lepidilina d 10.10  Co1H2sCIN2O 321.1975 [M-CI-]*
benzosimulina 1.48 C20H19NO, 306.1482 [M+H]"
licoperosideo D 19.10  Cs3HesNOj2 370.7337  [M+2H]**
o-metilsomniferina 1.69 C37H3sN2O7  312.1407  [M+2H]*
sinapoispermina 18.77  C21H3¢N4O4 450.3054 [M+ACN-+H]"
xantoplanina 18.92  C21H26NOs 357.1954 [M+H]"

Alcaloide septentriodina 1528 Cs37H52N2011 701.3682 [M+H]*

diterpénico

Amida estearamida 21.30 CisH37NO  306.2753 [M+Na]*

Fitoesterol avenasterol 22.92 CH4sO  435.3624 [M+Na]*
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Flavanoides
Fosfolipidios

Glicerolipidio
Glicolipidio
Glicosideos

Hidantoina
Lignana
Macamidas

Naftoquinona
Policetideo
Terpenos

icaritin 3-ramnosida

3-geranil-4,2' 4',6'-tetrahidroxi-5-prenildihidrochalcona
fitosfingosina

d-manosil-l-raminosil-d-galactose- 1-difosfolipidio
1-hexilglicerol

gingerglicolipididio B

1,2,10- 6xido de trihidroxidiidro-trans-linalil 7-O-B-D-glicopiranosideo
1-O-(8R-hidroxi-8-metil-3Z,9-decadienoil)-B-D-glicopiranose
cis-3-hexenil b-primeverosideo

rutinosideo de fenetil

rebaudiosideo F

meyeniihidantoina A

argenteana

n-benzil octanamida

n-benzilpentadecanamida

macamida B

n-benzil-heptadecanamida
n-benzil-(9Z,127)-octadecadienamida
n-benzil-9Z-octadecanamida®
n-(3-metoxibenzil)-hexadecanamida®
n-benzil-5-0x0-6E,8E-octadecadienamidad
n-benzyl-9-oxo0-12Z-octadecenamida

mamamide B
n-(3-metoxibenzil)-(9Z,12Z,15Z7)-octadecatrienamida
filoquinona (vitamina K1)

uvaricina

3 -B-acetoxi-19 a-hidroxi-12-urseno

cassaidina

hiperforina

0.086
19.48
22.24
19.11
8.96
15.28
2.83
2.03
1.67
0.086
0.086
9.01
0.086
14.79
24.22
20.41
22.92
24.19
21.83
19.27
20.36
21.92
13.78
22.82
18.78
18.47
21.27
20.54
17.63

C27H32011
C30H380s5
Ci1sH39NO3

C73H122021P2

CoH2003
C33Hs8014
Ci16H30010
C17H25803
C17H30010
C20H30010
C43HesO22

Ci14H16N203

C40H460s3
Ci5H2sNO
C2H37NO
C23H39NO
CasH41INO
C2sH39NO
CasH41INO
C24H41NO2
C25H37NO2
C25H39NO;
C25H35sNO3
C26H39NO2
C31Hs602
C39Hes07
C32H5203
C24H41NOg4
C35Hs5204

533.2035
479.2774
340.2813
699.4050
195.1329
701.3682
192.0992
181.0963
395.1900
453.1735
978.4551
261.1244
696.3530
234.1840
332.2956
346.3107
360.3264
370.3106
372.3267
376.3205
384.2901
386.3047
398.2685
398.3078
451.3572
671.4893
526.4275
449.3350
559.3770

[M+H]+

[M+HT*
[M+Na]*
[M+2H]2*
[M+Na]*
[M+Na]*
[M+2H]2*
[M+2H]2*

[M+H]"
[M+Na]*

[M+ACN+H]*

[M+H] ™

[M+ACN+H]*

[M+H] ™

[M+Na]*

[M+ACN+H]*
[M+ACN+H]*

[M+Na]*
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monoanidrohidroxiloxantina 23.79
pirohiperforina 17.70
Tiohidantoina macahidantoina A 1.23
Outros acetoxi-6-gingerol 18.78
pentahomometionina 20.37
piperidina 23.00
acido n-estearoil glutamico 18.83

C40H520
C35Hs5004
C14H1sN20S
C19H25805
C10H21NO2S
CsHiIN
C23H43NOs

5494113  [M+H]"
576.4062 [M+ACN+H]"
261.1048  [M+H]*
378.2254 [M+ACN+H]"
261.1638 [M+ACN+H]*
108.0788  [M+Na]*
436.3032  [M+Na]*

As letras em sobescrito identificam os metabdlitos que possuem isomeros. a= acido 9-oxo-10E,12Z-octadecadienoico; b= n-benziloleamida; c= anandamida; d= n-benzil-9-

0x0-(12Z,15Z)-octadecadienamida, n-benzil-13-ox0-(9E,11E)-octadecadienamida, n-benzil-9-oxo-10E,12E-octadecadienamida, n-benzil-9-oxo-10E,12Z-octadecadienamida.



Tabela 6. Metabolitos identificados por CG-EM da raiz da L. meyenii € seus produtos comerciais

CLASSE NOME RT (min) FORMULA  MASSA
Acido carboxilico  4cido pirtivico 7.58 C3H403 88.0160
Acidos fenélico acido vanilico 15.56 CsHsO4 168.0422
Acidos graxos acido miristico 18.45 C14H25802 228.2089

9-octadecenoato de etila 19.67 C20H3302 310.2872
acido hexadecanoico, ester etilico 17.97 Ci1sH3602 284.2715
Acido organico acido glicérico 10.20 C3HeO4 106.0266
Aminoacido l-valina 8.60 CsH11NO2 117.0790
Hidroxiacidos acido latico 6.31 C3HeO3 90.0317
acido malico, éster tris (trimetilsilil) 12.29 Ci13H3005Si3 350.1401
Outros linoleato de metila 20.04 C19H320, 292.2402
acido linoleico, éster etilico 18.94 C20H3602 308.2715
glicerol 9.43 C3HsO3 92.0473
l-prolina, 1-(trimetilsilil), trimetilsilil éster 9.79  C11H2sNO2S1z 259.1424
acido p-hidroxibenzoico 13.30 C7HeO3 138.0317

1,2,3,4-tetra-hidroisoquinolina, 1-benzil-6,7-dimetoxi 21.83 Cl3H21NO2 283.1572
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A partir dos dados obtidos foi realizada a andlise multivariada, que compila técnicas
estatisticas permitindo a andlise de mais de duas variaveis simultaneamente. Sendo ideal para
analises exploratorias em estudos que utilizam diversas amostras e muitos resultados sdao
obtidos de cada amostra. O conjunto de técnicas da andlise multivariada tende a simplificar os
resultados e permitem a analise das relagdes entre as variaveis de maneira abrangente (MELOT,
2005; MUKHOPADHYAY, 2008; RENCHER, 2005). As técnicas adotadas nesse trabalho
foram analise de componentes principais (PCA), andlise de agrupamento hierarquico e analise

de correlacao.

A PCA permite a andlise de uma grande quantidade de dados/varidveis, identifica os
fatores responsaveis pelas maiores variagdes entre os resultados e agrupa individuos similares
de forma visual em dispersdes graficas (JOLLIFE; CADIMA, 2016). Para isso, as variaveis
originais sao transformadas em um novo conjunto de variaveis, os componentes principais, essa
transformagcdo ¢ uma reducdo das varidveis originais sem causar perdas relevantes de
informagdes, facilitando a interpretacdo dos resultados. O primeiro componente explica a
maioria da variagdo entre os dados, seguido do segundo componente que explica a segunda
maior varia¢do. Portanto os dois primeiros componentes ja explicam 50% a 70% da varia¢ao

entre os dado (JOLLIFE; CADIMA, 2016).

A PCA foi aplicada no conjunto total de metabdlitos identificados. O componente
principal 1 explicou 37,1% da variancia total, enquanto o componente principal 2 explicou
16,1% da variancia total (Figura 10). A maior parte da variagdo na composicao dos metabolitos
pode ser atribuida aos diferentes solventes usados na extragdo, pois a polaridade do solvente
vai afetar no tipo de metabolito que sera extraido, o que vai interferir diretamente na

composi¢do do extrato.

Hé quatro grandes agrupamentos entre os extratos. O primeiro agrupamento ¢ formado
pelos extratos em acetato e etandlicos 1 da maca desidratada e dos produtos comerciais 1 e 2
(MPAE, PC1AE, PC2AE, MPE, PCIE e PC2E), o segundo agrupamento ¢ formado pelos
extratos em acetado e etanolicos 1 do produto comercial 3 (PC3AE e PC3E), o terceiro
agrupamento ¢ formado pelos extratos em hexano da maca desidratada e dos produtos
comerciais 1 e 2 (MPH, PC1H e PC2H) e o quarto agrupamento ¢ formado pelos extratos
etandlicos 2 (MPE2, PC1E2, PC2E2 e PC3E2), além disso o PC3H ndo se agrupa com os

demais extratos. Quanto maior a proximidade dos extratos na figura maior ¢ a semelhanca da
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composi¢ao de metabdlitos entre eles. Desse modo, sugere-se que a composi¢do de metabolitos

tem maior similaridade entre cada agrupamento (Figura 10).

Figura 10. Analise de componentes principais (PCA) a partir dos metabdlitos da raiz da L.
meyenii e seus produtos comerciais, identificados da através da CLAE-EM e GC-EM
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MP= Maca peruana desidratada; PC1= Produto comercial 1; PC2= Produto comercial 2; PC3= Produto comercial
3; AE= acetato de etila; E= Etanol (extratos etanolico 1); E2= Etanol 2 (extratos etanolico 2); H= Hexano.

Outra técnica de analise estatistica multivariada adotada foi a andlise de agrupamento
hierarquico. Essa técnica visa encontrar e separar dados que possuam semelhancas, buscando
padrdes em um conjunto de dados, de modo a formar agrupamentos entre eles (RENCHER,
2005). A partir da analise de agrupamento hierarquico pode-se perceber os agrupamentos
formados a partir da semelhanga da composi¢ao quimica de cada extrato, tendo em vista os
metabolitos em maior e menor concentragao em cada extrato. A ordenacdo de cada extrato no
heatmap foi estabelecida de forma que quanto maior a proximidade entre cada extrato maior a

homogeneidade da composicdo de metabolitos entre eles. O mesmo ocorre com a ordenagao
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dos metabdlitos no heatmap, quanto maior a proximidade entre eles maior a semelhanga

quimica (Figura 11).

Ha um agrupamento entre os extratos em acetato de etila (MPAE, PC1AE e PC2AE) e
os extratos etanolicos 1 (MPE, PCIE e PC2E) por existir uma semelhanca na composi¢ao de
metabolitos. As principais classes de metabolitos presentes nesses extratos sao macamidas,
acidos graxos, alcaloides e glicosideos. Os extratos PC3AE e PC3E se diferenciam dos demais
extratos em acetato e etanolicos 1, por possuir composi¢do de metabolitos diferente e as
principais classes de metabolitos presentes nesses extratos sdo macamidas e dcidos graxos. Os
extratos em hexano (MPH, PC1H e PC2H) também estdo agrupados entre si e as principais
classes de metabodlitos que estdo em maior concentracdo nesses extratos sdo, macamidas e
acidos graxos. O extrato PC3H ¢ o Unico que difere a composi¢do de metabodlitos dos demais
extratos em hexano (MPH, PC1H e PC2H), sendo a composicao desse extrato (PC3H) muito
semelhante a composi¢do dos extratos etanolicos 2 (MPE2, PC1E2, PC2E2 e PC3E2), visto o
agrupamento formado por esses extratos. Apesar de nao haver presenga predominante de uma
classe nos extratos PC3H e etanolicos 2 (MPE2, PC1E2, PC2E2 e PC3E2) ¢ possivel identificar
que os metabdlitos que estdo em maior concentragdo nesses extratos sdo macamidas,

flavonoides, alcaloides e terpenos (Figura 11).
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Figura 11. Agrupamento hierarquico representado em heatmap demonstrando os metabolitos
da L. meyenii e seus produtos comerciais, em maior concentragdo em cada extrato ¢ os
agrupamentos formados entre os extratos
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MP= Maca peruana desidratada; PC1= Produto comercial 1; PC2= Produto comercial 2; PC3= Produto comercial 3; AE=
acetato de etila; E= Etanol (extratos etandlicos 1); E2= Etanol 2 (extratos etanolicos 2); H= Hexano. 1= 1,2,10- 6xido de
trihidroxidiidro-trans-linalil 7-O-B-D-glicopiranosideo; 2= 1-hexilglicerol; 3= 1,2,3,4-tetra-hidroisoquinolina, 1-benzil-6,7-
dimetoxi; 4= acido -15-0x0-18Z tetracosenodico; 5= 1-0-(8R-hidroxi-8-metil-3Z,9-decadienoil)-B-D-glicopiranose; 6= acido
2,6-diamino-7-hidroxi-azelaico; 7= acido 2-oxononadecanoico; 8= 3- fB-acetoxi-19 alfa-hidroxi-12-urseno; 9= 3-geranil-
4,2' 4" 6'-tetrahidroxi-5-prenildihidrochalcona;  10=  4cido  5-oxo0-6E,8E-octadecadienoico/ acido  9-oxo-10E,12Z-
octadecadienoico; 11= linoleato de metila; 12= acido linoleico, éster etilico; 13= acido 9-oxo-10E,12E-octadecadienoico; 14=
acetoxi-6-gingerol; 15= acido eicosanoico; 16= argenteana; 17= avenasterol; 18= benzosimulina; 19= cassaidina; 20= cis-3-
hexenil b-primeverosideo; 21=d-manosil-I-raminosil-d-galactose-1-difosfolipidio; 22= 4cido docasanoico; 23= 9-
octadecenoato de etila; 24= gingerglicolipididio B; 25= 4cido glicérico; 26= glicerol; 27= acido hexadecandico, ester etilico;
28= hiperforina; 29= icaritin 3-thamnosida; 30=acido latico; 31=lepidilina A; 32=lepidilina B; 33= lepidilina C; 34= lepidilina
D; 35=acido linoleico; 36= I-prolina, 1-(trimetilsilil), trimetilsilil éster; 37= 1-valina; 38= licoperosideo D; 39= macahidantoina
A; 40= macamida B; 41= acido malico, éster tris (trimetilsilil); 42= mamamide B;43= meyeniihidantoina A; 44=
monoanidrohidroxiloxantina; 45= n-(3-metoxibenzil)-(9Z,12Z,15Z)-octadecatrienamida; 46=  n-(3-methoxibenzil)-
hexadecanamida/ anandamida; 47= n-benzil octanamida; 48= n-benzil-(9Z,12Z)-octadecadienamida; 49= n-benzil-5-oxo-
6E,8E-octadecadienamida/ n-benzil-9-oxo-(12Z,15Z)-octadecadienamida/ n-benzil-13-0x0-(9E,11E)-octadecadienamida/ n-
benzil-9-0x0-10E,12E-octadecadienamida/ n-benzil-9-0x0-10E,12Z-octadecadienamida; 50= n-benzil-9-0x0-12Z-
octadecenamida; S1= n-benzil-9Z-octadecanamida/ n-benziloleamida; 52= n-benzil-heptadecanamida 53= n-
benzilpentadecanamida; 54= acido oleico; 55= 4cido elaidico; 56= o-metilsomniferina; 57= acido palmitico; 58= acido
palmitoleico; 59= pentahomometionina; 60= rutinosideo de fenetil; 61= acido p-hidroxibenzoico; 62= filoquinona; 63=
fitosfingosina; 64= piperidina; 65= pirohiperforina ; 66= acido pirtvico; 67= rebaudiosideo F; 68= septentriodina; 69=
sinapoispermina; 70= estearamida; 71= acido estearico; 72= acido miristico; 73= uvaricina; 74= &cido vanilico; 75=
xantoplanina.
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A andlise de correlacdo foi mais uma técnica da analise multivariada empregada e tem
como objetivo avaliar a relagdo entre conjuntos de variaveis (FRANZESE; [ULIANO, 2018).
O coeficiente de correlacdo de Spearman (p) foi escolhido pela presenga de dados com

caracteristica ndo linear.

O metabolito mais correlacionado com a atividade antioxidante ¢ o 3- B-acetoxi-19 alfa-
hidroxi-12-urseno (8) seguido da filoquinona (62), cassaidina (19), argenteana (16) e
pirohiperforina (65). O 3- B-acetoxi-19 alfa-hidroxi-12-urseno, a cassaidina e a pirohiperforina
pertencem a classe dos terpenos, ja a filoquinona, conhecida também como vitamina K1
pertence a classe das naftoquinonas e das vitaminas lipossoluveis e a argenteana pertence a
classe das lignanas (Figura 12).

Figura 12. Correlagdo entre a atividade antioxidante e os metabolitos dos extratos da raiz da L.
meyenii e seus produtos comerciais

Atividade antioxidante
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O coeficiente de correlagdo de Spearman esté representado por ‘p’. Valores de p > 0 = correlagdo positiva e valores
de p <0 =correlagdo negativa. Valores de p mais proximos de 1 representa correlacdo mais forte entre as variaveis.
8= 3- B-acetoxi-19 alfa-hidroxi-12-urseno; 62 filoquinona; 19= cassaidina; 16= argenteana; 65= pirohiperforina;
28= hiperforina; 6= acido 2,6-diamino-7-hidroxi-azelaico; 38= licoperosideo D; 44= monoanidrohidroxiloxantina;
73= uvaricina; 15= acido eicosanoico; 60= rutinosideo de fenetil; 21= d-manosil-l-raminosil-d-galactose-1-
difosfolipidio; 9= 3-geranil-4,2',4',6'-tetrahidroxi-5-prenildihidrochalcona; 29= icaritin 3-rhamnosida; 69=
sinapoispermina; 17= avenasterol; 22= acido docasanoico; 20= cis-3-hexenil b-primeverosideo; 14= acetoxi-6-
gingerol; 61= 4cido p-hidroxibenzdico; 72= acido miristico; 50= n-benzil-9-oxo0-12Z-octadecenamida; 1= 1,2,10-
oxido de trihidroxidiidro-trans-linalil 7-O-B-D-glicopiranosideo.
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O metabolito mais correlacionado com a atividade citotoxica contra células C6 ¢ a
hiperforina (28) seguido do 3- B-acetoxi-19 alfa-hidroxi-12-urseno (8), licoperisideo D (38),
pirohiperforina (65) e filoquinona (62). A hiperforina, o 3- B-acetoxi-19 alfa-hidroxi-12-urseno
e a pirohiperforina pertencem a classe dos terpenos. O licoperisideo D ¢ um alcaloide ¢ a
filoquinona pertence a classe das naftoquinonas (Figura 13).

Figura 13. Correlagdo entre a atividade citotoxica contra células C6 e os metabdlitos dos

extratos da raiz da L. meyenii e seus produtos comerciais
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O coeficiente de correlagdo de Spearman esté representado por ‘p’. Valores de p > 0 = correlagdo positiva e valores
de p <0 =correlacdo negativa. Valores de p mais proximos de 1 representa correlacdo mais forte entre as variaveis.
28= hiperforina; 8= 3- B-acetoxi-19 alfa-hidroxi-12-urseno; 38= licoperosideo D; 65= pirohiperforina; 62=
filoquinona; 16= argenteana; 19= cassaidina; 60= rutinosideo de fenetil; 6= acido 2,6-diamino-7-hidroxi-azelaico;
29= jcaritin 3-rhamnosida; 15= acido eicosanoico; 21= d-manosil-l-raminosil-d-galactose-1-difosfolipidio; 9= 3-
geranil-4,2' 4',6'-tetrahidroxi-5-prenildihidrochalcona; 73= uvaricina; 44= monoanidrohidroxiloxantina; 69=
sinapoispermina; 61= acido p-hidroxibenzoico; 14= acetoxi-6-gingerol; 22= 4cido docasanoico; 17= avenasterol;
72= acido miristico; 50= n-benzil-9-oxo0-12Z-octadecenamida; 70= estearamida; 64= piperidina; 45= n-(3-
metoxibenzil)-(9Z,127,15Z)-octadecatrienamida.

O metabdlito mais correlacionado com a atividade antibacteriana frente ao B. cereus foi
o cis-3-hexenil b-primeverosideo (20), que pertence a classe dos glicosideos, seguido da
macahidantoina A (39), que pertence a classe das tiohidantoinas, do 4cido -15-oxo-18Z
tetracosenoico (4), que pertence a classe dos acidos graxos, da lepidilina A (31), que pertence

a classe dos alcaloides e da uvaricina (73), que pertence a classe dos policetideos (Figura 14).



59

O metabdlito mais correlacionado com a atividade antibacteriana frente ao M. luteus foi
o acido docasanoico (22), que ¢ um dacido graxo, seguido da uvaricina (73), que ¢ um
policetideo, da argenteana (16), que ¢ uma lignana, do acido 2,6-diamino-7-hidroxi-azelaico

(6), que € um acido organico e da filoquinona (62), que ¢ uma naftoquinonas (Figura 14).

Figura 14. Correlacdo entre a atividade antimicrobiana frente ao B. cereus e ao M. luteus e os
metabolitos dos extratos da raiz da L. meyenii e seus produtos comerciais

Atividade antibacteriana- B. cereus Atividade antibacteriana- M. luteus
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O coeficiente de correlagdo de Spearman esté representado por ‘p’. Valores de p > 0 = correlagdo positiva e valores
de p < 0= correlagdo negativa. Valores de p mais proximos de 1 representa correlagcdo mais forte entre as variaveis.
1=1,2,10- 6xido de trihidroxidiidro-trans-linalil 7-O-B-D-glicopiranosideo; 4= acido -15-0x0-18Z tetracosenodico;
5= 1-0-(8R-hidroxi-8-metil-3Z,9-decadienoil)-B-D-glicopiranose; 6= acido 2,6-diamino-7-hidroxi-azelaico; 8= 3-
B-acetoxi-19  alfa-hidroxi-12-urseno; 10= 4cido 5-oxo0-6E,8E-octadecadienoico/ 4acido 9-oxo-10E,12Z-
octadecadienoico; 12= acido linoleico, éster etilico; 13= acido 9-oxo-10E,12E-octadecadienoico; 14= acetoxi-6-
gingerol; 15= 4cido eicosanoico; 16= argenteana; 17= avenasterol; 18= benzosimulina; 20= cis-3-hexenil b-
primeverosideo; 21=d-manosil-l-raminosil-d-galactose-1-difosfolipidio; 22= &cido docasanoico; 29= icaritin 3-
rhamnosida; 31= lepidilina A; 32= lepidilina B; 38= licoperosideo D; 39= macahidantoina A; 42= mamamide B;
A; 44= monoanidrohidroxiloxantina; 45= n-(3-metoxibenzil)-(9Z,12Z,15Z)-octadecatrienamida; 47= n-benzil
octanamida; 48= n-benzil-(9Z,12Z)-octadecadienamida; 49= n-benzil-5-0x0-6E,8E-octadecadienamida/ n-benzil-
9-0x0-(12Z,15Z)-octadecadienamida/ n-benzil-13-0x0-(9E,11E)-octadecadienamida/ n-benzil-9-ox0-10E,12E-
octadecadienamida/ n-benzil-9-oxo0-10E,12Z-octadecadienamida; 50= n-benzil-9-oxo0-12Z-octadecenamida; 53=
n-benzilpentadecanamida; 55= acido elaidico; 56= o-metilsomniferina; 58= 4cido palmitoleico; 59=
pentahomometionina; 60= rutinosideo de fenetil; 62= filoquinona; 63= fitosfingosina; 64= piperidina; 65=
pirohiperforina ; 66= 4cido pirtivico; 69= sinapoispermina; 70= estearamida; 71= acido estearico; 72= acido
miristico; 73= uvaricina.



60

6 DISCUSSAO

A 1dentificacdo de novos metabolitos relacionados a atividades biologicas tem grande
aplicabilidade para a industria farmacéutica e para o campo da fitoterapia. Metabolitos com o
potencial antioxidante tém sido relacionados a melhora e prevencao de doencas cronicas como
diabetes e hipertensdo (JURIKOVA et al., 2017), cancer (THYAGARAJAN; SAHU, 2018)e
doencas neurodegenerativas (KUNDU; MITRA, 2013). Além disso, populacdes que tem um
maior consumo de alimentos como vegetais, frutas, sementes, ¢ graos, que sao fontes de
substancias antioxidantes, apresentam maior longevidade entre os habitantes (WILSON et al.,
2017). O presente trabalho demonstrou que a L. meyenii pode ser utilizada como fonte de
compostos antioxidantes, tendo em vista a atividade observada nos extratos da raiz da planta
bem como de seus produtos comerciais ¢ os extratos com maior atividade foram os MPAE,
PC2AE, PCIAE e PC3AE. Portanto, o acetato de etila foi o melhor solvente para a extragdo de

compostos antioxidantes.

Os extratos em acetato foram os que apresentaram maior atividade antioxidante e os
cinco metabolitos mais correlacionados com essa atividade foram o 3- B-acetoxi-19 alfa-
hidroxi-12-urseno, a filoquinona, a cassaidina, a argenteana e a pirohiperforina. O 3- f-acetoxi-
19 alfa-hidroxi-12-urseno, a cassaidina e a pirohiperforina pertencem a classe dos terpenos e
nao ha estudos que avaliaram a atividade antioxidante desses metabolitos isoladamente. No
entanto, os terpenos representam uma grande classe de metabolitos sintetizados pelas plantas e
sdo responsaveis por diversas atividades biologicas (ZHOU; PICHERSKY, 2020) inclusive
atividade antioxidante (WANG; CHEN; HOU, 2019). Terpenos encontrados em vinhos
demonstraram alta capacidade em capturar o radical DPPH e a atividade antioxidante
representada em ICsy variou de 12,57 mg-mL-! para o a-pineno a 40,83 mg-mL"! para o mirceno
(WANG; CHEN; HOU, 2019). Algumas caracteristicas estruturais dos terpenos podem estar
relacionadas com as propriedades antioxidantes como a presenca de grupos hidroxila e metoxila
no anel aromadtico, presenca de multiplas ligacdes contidas em suas estruturas e presenca de
ligagdes duplas conjugadas acopladas aos grupos hidroxila nos anéis terminais (GONZALEZ-

BURGOS; GOMEZ-SERRANILLOS, 2012).

Além dos terpenos, outros dois metabolitos entre os cinco mais correlacionados com a
atividade antioxidante sdo a filoquinona (vitamina K1) e a argentena. Em relacdo a filoquinona,
ndo ha estudos que avaliem a atividade antioxidante desse metabolito de forma isolada, porém

ha uma tendéncia de encontrar alta atividade antioxidante em alimentos que sdo fonte dessa
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vitamina, como os vegetais verde escuros (YASIN et al., 2014). A filoquinona pertence a classe
das naftoquinonas e diversas naftoquinonas possuem atividade antioxidante como a 7-
hidroxinafto[1,2-b:4,3-b"]difuran-3,4- acido dicarboxilico, isolada da Juglans regia, com valor
de ICsode 8.31 pg'mL!' (MATHIYAZHAGAN; KUMARAN; ARJUN, 2018). A filoquinona
possui em sua estrutura um anel 2- metil-1,4 naftoquinona e uma cadeia alifatica. A 1,4
naftoquinona pode ser reduzida em semiquinona e consequentemente em hidroquinona. A
hidroquinona possui em sua estrutura o grupo hidroxila, e pode agir como agente redutor,
aumentando a capacidade em eliminar radicais livre, o que influencia diretamente a atividade
antioxidante (LOPEZ LOPEZ et al., 2014). Em relagio a argentena, que faz parte da classe das
lignanas, ja foi visto uma alta capacidade em capturar o radical DPPH e a atividade antioxidante
desse metabolito representada em ICso foi de 70 uM. Além disso, foi demonstrado que o
mecanismo de acdo envolve a capacidade da fragdo central da argenteana em liberar um ou dois
atomos de H para os radicais livres (CALLISTE et al., 2010). Embora esses cinco metabdlitos
sejam os mais correlacionados com a atividade antioxidante, ndo apresentam alta concentragdo

nos extratos mais ativos, o que indica o grande potencial antioxidante desses compostos.

Outros compostos que poderiam contribuir para a atividade antioxidante dos extratos
sdo os compostos fenolicos. Os compostos fendlicos sdo antioxidantes ndo enzimaticos
presentes nas plantas que atuam na detoxificagdo de radicais livres, doando atomos de
hidrogénio (CAROCHO; MORALES; FERREIRA, 2018). Porém os extratos que apresentaram
maior atividade antioxidante ndo foram os mesmos que apresentaram maior quantidade de
fenois totais, confirmando desse modo, a contribuicdo de outros metabolitos (3- B-acetoxi-19
alfa-hidroxi-12-urseno, a filoquinona, a cassaidina, a argenteana e a pirohiperforina) para a

atividade antioxidante dos extratos.

Em relacao a atividade citotoxica, foi utilizada a linhagem de células tumorais C6, que
sdo células de glioma de ratos. As células da glia sdo células do sistema nervoso central que
nutrem, protegem e ddo suporte aos neurdnios, sdo elas os astrocitos, oligodendrocitos, células
de Schwann e microglia (JAKEL; DIMOU, 2017). O glioma é um tumor de células gliais,
exceto a microglia, e de acordo com a célula de origem, tem diferentes classificacdes e quando
ocorre nos astrocitos ¢ denominado de glioblastoma/astrocitoma (WESSELING; CAPPER,
2018). O glioblastoma ¢ o tumor cerebral mais maligno e agressivo e consequentemente ¢
resistente a intervencdes terapéuticas. Desse modo, a taxa de mortalidade relacionada a essa
patologia ¢ grande. Ao longo dos anos, diferentes tipos de tratamentos foram investigados, mas

apresentaram sucesso limitado. No entanto, avangos nas abordagens cirurgicas, de radioterapia
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e de quimioterapia mostraram melhorias graduais na sobrevida e qualidade de vida dos
pacientes (WESSELING; CAPPER, 2018), portanto o estudo de novas drogas que possam
auxiliar no tratamento do glioblastoma ¢ importante. A linhagem C6, que ¢ uma linhagem
celular desenvolvida pela inducdo de glioma em ratos causada pela administracdo de n-
nitrosometilureia (BENDA et al., 1968), ¢ muito utilizada nos estudo de gliobastoma pois ¢ tem

fenotipo parecido com o glioblastoma humano (GROBBEN; DE DEYN; SLEGERS, 2002).

Analisando a citotoxicidade dos extratos da raiz da L. meyenii e seus produtos
comerciais contra as células C6, os extratos que apresentaram maior citotoxicidade frente as
células C6 foram os extratos em acetato de etila (PC1AE, PC3AE e MPAE), seguido do extrato
em hexano PC2H e do extrato etandlico 1 MPE, portanto, o acetato de etila foi o melhor solvente

para a extra¢cdo de compostos antitumorais.

Os cinco metabolitos mais correlacionados com a atividade citotoxica contra células C6
foram a hiperforina, o 3- [-acetoxi-19 alfa-hidroxi-12-urseno, o licoperisideo D, a
pirohiperforina e a filoquinona. A hiperforina, o 3- B-acetoxi-19 alfa-hidroxi-12-urseno ¢ a
pirohiperforina pertencem a classe dos terpenos. A hiperforina ja foi identificada como
composto antitumoral, demonstrando contribuir na reducdo da adesdo de células de
adenocarcinoma do célon (HT-29), reduzindo a possibilidade de metastase das células tumorais
(SEMELAKOVA; SACKOVA; FEDOROCKO, 2018) ¢ a hiperforina também induziu
apoptose em células de adenocarcinoma hepatico (SK-Hepl) (CHIANG et al., 2017). Para os
demais terpenos nao hé estudos que avaliam a atividade citotoxica isoladamente, porém existem
diversos terpenos que apresentam efeito antitumoral como o pleibin C e E, isolados da Salvia
plebeian, que demonstraram atividade antiproliferativa contra linhagens celulares de carcinoma
colorretal humano (CaCo2) e adenocarcinoma de mama humano (MCF-7) com valores de 1Cso
variando de 9,65 uM a 27,51 uM (ZHANG et al., 2017a). Os mecanismos de ag¢do que
envolvem a relagdo entre estrutura quimica dos terpenos e atividade citotoxica ainda ndo estdo

bem elucidados.

Além dos terpenos, outros dois metabdlitos entre os cinco mais correlacionados com a
atividade citotoxica, sdo o licoperisideo D e a filoquinona. Em relagdo ao licoperisideo D, nao
ha estudos que avaliam a atividade citotoxica. Porém a atividade citotdxica ja foi identificada
em outros alcaloides como a coccinina e a motanina, isolados da Haemanthus humilis, que
apresentaram toxicidade contra linhagens celulares de cancer de mama (MCF7, Hs578T e

MDA-MB-231), cancer de colon (HCT-15), cancer de pulmao (A549) e melanoma (SK-MEL-
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28) com ICso variando de 1,9 uM a 23,2 uM (MASI et al., 2019). Os mecanismos de a¢ao que
envolvem a relagdo entre estrutura quimica dos alcaloides e atividade citotdxica/antitumoral
ainda nao estdo bem elucidados. Em relacdo a filoquinona, ja foi identificada atividade
antitumoral desse metabdlito contra células do adenocarcinoma de célon humano (SW480),
com redugdo de 90% da viabilidade celular apds 48h de tratamento utilizando a concentragao
de 200 uM da filoquinona (ORLANDO et al., 2015). A 1,4 naftoquinona, que compde a
estrutura da filoquinona pode ser reduzida em semiquinona e consequentemente em
hidroquinona e essas duas espécies podem sofrer reoxidacdo por uma molécula de oxigénio
(O2) e gerar espécies reativas de oxigénio (EROs) como superdxido e perdxido de hidrogénio.
A geragao de EROs pode levar ao estresse oxidativo nas células cancerigenas induzindo morte
celular. Portanto o ciclo redox da quinona pode explicar a atividade antitumoral da filoquinona
(LAMSON; PLAZA, 2003; LOPEZ LOPEZ et al., 2014). Esse mecanismo de agdo ¢ uma das
hipdteses que explicam a atividade citotoxica da filoquinona, porém outros mecanismos estao
sendo estudados. Assim como na atividade antioxidante, os metabodlitos mais correlacionados
com a atividade citotoxica, ndo apresentam alta concentra¢do nos extratos mais ativos, o que

indica o grande potencial antitumoral desses compostos.

O efeito citotoxico também foi avaliado contra células normais do sistema nervoso
central (SNC), os astrocitos, pois as drogas antitumorais ndo devem exercer efeito toxico para
as cé€lulas normais. Todos os extratos mais ativos contra células C6 foram testados contra
astrocitos e exceto o extrato PC1H, nenhum apresentou citotoxicidade contra astrocitos. O
percentual de células vidveis para alguns extratos foi maior do que no grupo controle (DMSO),
isso pode ser justificado pela reatividade astrocitaria. Os astrocitos além de outras funcdes
contribuem na defesa imunoldgica e sdo capazes detectar sinais de perigo e em resposta
secretam citocinas inflamatorias (COLOMBO; FARINA, 2016) e substancias estranhas como
drogas podem ser identificados como uma ameaca pelos astrdcitos e uma série de alteragdes
moleculares, funcionais e morfologicas podem ocorrer como reposta, tais como alteragdes na
expressao génica, hipertrofia e proliferagdo celular, caracterizando a reatividade astrocitaria
(JENSEN; MASSIE; DE KEYSER, 2013; SOFRONIEW, 2015). Portanto o tratamento com os

extratos da L. meyenii pode ter estimulado essa reatividade astrocitaria.

A atividade antimicrobiana foi avaliada frente a Micrococus luteus, Bacillus subtilis,
Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Staphylococus epidermidis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonela typhimurium, Candida albicans ¢ Candida glabrata.

Essas bactérias estdo associadas a diversas infecg¢des gastrointestinais bem como com infecgdes
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p6s cirurgicas, infecgdes de pele e do trato urindrio (MOSTAFA et al., 2018; TONG et al.,
2015; ALLOCATI et al., 2013; DROBNIEWSKI, 1993; NOVOA et al., 2017). Ja o género de
levedura Candida € a causa de vérios tipos de infecgdes de mucosa como, candidiase vaginal e

infec¢des de orofaringe e esofagica (FIDEL; VAZQUEZ; SOBEL, 1999).

Em relacdo a atividade antimicrobiana, os extratos PC1AE, PCI1E, PC1E2, PC2AE,
PC2E, PC2E2 e MPAE apresentaram atividade contra a bactéria M. luteus e os extratos PC1E2
e PC3E contra B. cereus. Portanto esses extratos apresentaram atividade antibacteriana contra
duas bactérias Gram positivas e de forma geral, os extratos em acetato de etila do produto
comercial 1 (PC1AE) e da L. meyenii desidratada (MPAE) foram os mais ativos, portanto, o
acetato de etila foi o melhor solvente para a extragdo de compostos antibacterianos. Os extratos
testados ndo apresentaram atividade frente a bactérias Gram- negativas, o que pode ser
justificado pela maior resisténcias dessas bactérias em relagao as bactérias Gram- positivas pois
possuem uma membrana externa composta de lipopolissacarideos e glicerofosfolipidios que
funciona como uma barreira para prote¢do contra compostos toxicos, incluindo antibidticos

(WESSELING; CAPPER, 2018).

Os cinco metabolitos mais correlacionados com a atividade antibacteriana frente ao B.
cereus foram o cis-3-hexenil b-primeverosideo, a macahidantoina A, o acido -15-0x0-18Z
tetracosenoico, a lepidilina A e a uvaricina. O cis-3-hexenil b-primeverosideo ¢ um glicosideo
e ndo ha estudos que avaliam a atividade antibacteriana desse metabolito. Porém outros
glicosideos ja foram identificados como compostos antibacterianos, como o metil 12-0-(B-d-
arabinofuranosil)-ricinoleato ¢ o metil 12-0-(a-d-manopiranosil)-ricinoleato que apresentaram
atividade antibacteriana contra S. aureus, B. subtilis ¢ M. luteus com concentracdo inibitoria
minima (CIM) variando de 0,25 pg'ml! a 32 pg-ml"! (KUPPALA et al., 2016). A presenca do
agucar na estrutura dos glicosideos contribui para sua atividade antibacteriana, uma vez que, o
acucar interage com os fosfolipideos da membrana plasmatica das bactérias causando uma
desestabilizacdo na membrana alterando sua permeabilidade e causando ruptura do envelope

celular com consequente morte das bactérias (DIAS et al., 2018).

A macahidantoina A ¢ uma tiohidantoina isolada da raiz da L. meyenii e ainda ndo ha
estudos que avaliam a atividade antibacteriana desse metabdlito. Porém compostos pertencentes
a classe das tiohidantoinas ja foram identificados como antibacterianos, como a tiohidantoina
cis-dimetil 1-((benzoil)carbamotioil)-5,5-difenilpirrolidina-2,4-dicarboxilato, sintetizada a

partir dos compostos difenilpirrolidina e tioureia e apresentou atividade antibacteriana frente a
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S. aureus, B. subtilis, E. coli, Aeromonas hydrophila ¢ Acinetobacter baumannii com valores
de CIM variando de 62,5 pg'rmL-" a 125 ug'mL"'(ERSEN et al., 2017). Os mecanismos de a¢do
que correlacionam a estrutura quimica das tiohidantoinas e a atividade antibacteriana ainda nao

estdo elucidados.

O 4cido -15-0x0-18Z tetracosendico ¢ um acido graxo e ndo ha estudos que avaliam a
atividade antibacteriana desse metabolito. Porém diversos acidos graxos ja foram identificados
como compostos antibacterianos, a exemplo do acido 2-hexadecindico e do acido 2-
octadecinodico que apresentaram atividade antimicrobiana frente a S. aureus, Staphylococcus
saprophyticus, B. cereus, Klebsiella pneumoniae e P. aeruginosa com valore de CIM variando
de 7,8 pgrmL" a 125 pg-mL-! (SANABRIA-RIOS et al., 2014). O tamanho da cadeia carbonica
assim como a presenca de ligacdes duplas e do grupo hidroxila podem interferir na atividade
antibacteriana dos acidos graxos, além disso a hidroxila do grupo carboxila dos acidos graxos
parece favorecer essa atividade quando comparados aos acidos graxos metilados (auséncia da
hidroxila). Os acidos graxos insaturados parecem ter a atividade antibacteriana potencializada
em compara¢do com acidos graxos saturados com mesmo comprimento de cadeia carbdnica.
J& os 4cidos graxos saturados mais ativos tém cadeia carbdnica constituida por 10 a 12 carbonos
e variagdes nessa quantidade de carbonos interferem na reducdo da atividade antibacteriana.
Além disso, a propriedade detergente dos acidos graxos permite interagdo com a membrana
celular podendo causar a solubilizagdo da membrana interferindo na cadeia de transporte de

elétrons causando lesdo celular (DESBOIS; SMITH, 2010).

A lepidilina A ¢ um alcaloide isolado da raiz da L. meyenii e ainda ndo ha estudos que
avaliam a atividade antibacteriana desse metabolito. Porém diversos alcaloides ja foram
identificados como compostos antibacterianos, como a talicfoetina, isolada da Thalictrum
foetidum que apresentou atividade antibacteriana frente a B. subtilis e E.coli com valores de
CIM variando de 3,12 pg'mL"' a 6,25 ug'mL"! (DING et al., 2019). Os alcaloides possuem
estrutura quimica diversas, desse modo, os mecanismos de a¢do variam de acordo com o tipo
de alcaloide, mas de forma geral esses compostos podem atuar nas células das bactérias
afetando a divisdo celular, causando inibi¢do respiratoria e enzimatica e rompimento da

membrana plasmatica (OTHMAN; SLEIMAN; ABDEL-MASSIH, 2019).

A uvaricina ¢ um policetideo e ainda ndo ha estudos que avaliam a atividade
antibacteriana desse metabolito. Porém diversos policetideos ja foram identificadas como

compostos antibacterianos, como o0s peniciclones A-E que demostraram atividade
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antibacteriana frente a S. aureus com valores de CIM variando de 0,3 pgrmL" a 1,0 pgrmL".
(GUO etal., 2015; QIN et al., 2017). Os mecanismos de a¢do que envolvem a estrutura quimica

dos policetideos com a atividade antibacteriana ainda nao estdo bem elucidados.

Os cinco metabolitos mais correlacionados com a atividade antibacteriana frente a M.
luteus foram o 4cido docasanoico, a uvaricina, a argenteana, o acido 2,6-diamino-7-hidroxi-
azelaico e a filoquinona. O 4cido docasanoico ¢ um acido graxo e nao hé estudos que testam
sua atividade antibacteriana de forma isolada, porém diversos &cidos graxos ja foram
identificados como compostos antibacterianos como citado acima (SANABRIA-RIOS et al.,
2014). A argenteana ¢ uma lignana e ndo ha estudos que testam sua atividade antibacteriana
porém diversas lignanas ja foram identificadas como compostos antibacterianos como o 3, 3'-
demetoxi-6-o-demetilisoguaiacin, isolado da Larrea tridentata que apresentou atividade
antibacteriana frente a S. aureus, Enterococcus faecalis, E. coli e Enterobacter cloacae com
valores de CIM variando de 12,5 mg'mL"! a 50 mg'mL"' (FAVELA-HERNANDEZ et al.,
2012). Os mecanismos de a¢do que envolvem a estrutura quimica das lignanas com a atividade

antibacteriana ainda ndo estdo bem elucidados.

O é4cido 2,6-diamino-7-hidroxi-azelaico ¢ um acido organico e ndao ha estudos que
testam sua atividade antibacteriana de forma isolada porém diversos acidos organicos ja foram
identificadas como compostos antibacterianos, como o acido salicilico que apresentou atividade
antibacteriana frente a S. aureus, E. Faecalis, E. Coli e P. Aeruginosa com valores de CIM
variando de 250 pg'mL" a 500 pg'mL-' (ADAMCZAK; OZAROWSKI; KARPINSKI, 2019).
A atividade antibacteriana dos acidos organicos ¢ baseada na capacidade de atravessar
livremente a membrana celular das bactérias, tendo em vista a caracteristica lipofilica de sua
forma nao dissociada, e reduzir o pH intracelular causando danos nas atividades metabolicas

das bactérias (AMRUTHA; SUNDAR; SHETTY, 2017; GOMEZ-GARCIA et al., 2019).

A filoquinona ¢ uma naftoquinona e ndo ha estudos que testam sua atividade
antibacteriana de forma isolada porém diversas naftoquinonas ja foram identificadas como
compostos antibacterianos, como os andlogos da 1,4-naftoquinona que apresentaram atividade
antibacteriana frente a S. aureus, L. monocytogenes, E. coli, P. aeruginosa ¢ K. pneumoniae
com valores de CIM variando de 15,6 ug'mL"! a 500 pgrmL!' (RAVICHANDIRAN et al.,
2019). O mecanismo de acdo da filoquinona que explica a atividade antimicrobiana ¢ igual ao

mecanismo relacionado com a atividade citotoxica ja citado, que em resumo justifica-se pela
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geracdo de EROs, causando estresse oxidativos nas células das bactérias (RAVICHANDIRAN
etal., 2019).

Apesar da diversidade de metabolitos correlacionados com a atividade antibacteriana,
tanto para a B. cereus quanto para a M. luteus, os metabolitos que apresentaram atividade
antibacteriana em comum com as duas bactérias foram acidos graxos (acido -15-ox0-18Z
tetracosenoico e acido docasanoico) e o policetideo uvaricina. Assim como para as demais
atividades biologicas testadas, os metabolitos mais correlacionados com a atividade
antibacteriana, ndo apresentam alta concentrag¢ao nos extratos mais ativos, o que indica o grande

potencial antibacteriano desses compostos.

Portanto os extratos da raiz da L. meyenii e seus produtos comerciais tem potenciais
compostos antibacterianos, o que representa grande vantagem no tratamento das patologias
envolvidas com bactérias, uma vez que, o uso cada vez mais difundido associado ao mau uso
de antibioticos levaram ao répido aparecimento de cepas resistentes a antibioticos € como
consequéncia mais infeccdes sdo causadas por microrganismos que ndo respondem aos

tratamentos convencionais (LI; WEBSTER, 2018).
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7 CONCLUSAO

Nesse estudo os extratos da raiz da L. meyenii e seus produtos comerciais apresentaram
relevante atividade antioxidante, antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e antitumoral
contra células C6, ndo apresentando citotoxicidade para os astrocitos. Os extratos em acetato
de etila foram os mais ativos em relagdo as atividades antioxidante, citotoxica ¢ antibacteriana,
portanto o acetato de etila foi o melhor solvente para a extracdo dos compostos bioativos
relacionados a todas as atividades bioldgicas testadas. A metaboldmica permitiu tragar o perfil
quimico dos extratos e 76 metabolitos foram identificados e a partir da andlise estatistica
multivariada foi possivel diferenciar o metaboloma dos extratos e identificar que os terpenos
encontrados nos extratos sdo possivelmente os principais metabdlitos responsaveis pelas
atividades antioxidante e citotoxica e os acidos graxos e o policetideo uvaricina pela atividade
antibacteriana. Os metabolitos mais correlacionados com as atividades bioldgicas testadas nao
estdo, necessariamente, em altas concentracdes nos extratos mais ativos, o que indica o alto
potencial farmacologico desses compostos. Os resultados apresentados nessa dissertacao
contribuem para ampliar o conhecimento cientifico acerca do potencial farmacologico da L.
meyenii 0 que implica diretamente em beneficios para a sociedade no tratamento e prevengao

de patologias.
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ABSTRACT

Keywords:
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Lepidium meyenii is widely used as a food supplement because of its medicinal properties and nutritional value.
Several studies have described the identification of its metabolites and LC-HRMS analysis is one of the most
frequently used analytical tool to assess plant extract metabolome. Nevertheless, proper and reliable metabolite
identification is essential for such metabolomics studies. Although HRMS distinguishes even minor changes in
the metabolites structures, highly specialized secondary might not be present on available databases
imposing serious obstacles for metabolite identification This review discusses the structural diversity and bio-
synthetic aspects of 101 compounds previously identified in L. meyenii. More importantly, we have compiled the
available information on expected and experimental high-resolution masses of L. meyenii compounds. This will
help upcoming metabolomics studies not only of L. meyenii but also other plant species by providing the ne-

cessary tools to perform proper and reliable identification of their bioactive compounds.

1. Introduction

Medicinal plants are historically used by economically vulnerable or
traditional communities that have difficulties accessing modern medi-
cine treatments. Often, these communities are isolated in villages,
provinces, islands or tribes far away from large cities or urban centers
(Dalar, Mukemre, Unal, & Ozgokce, 2018; Rummun, Neergheen-
Bhujun, Pynee, Baider, & Bahorun, 2018). Therefore, medicinal plants
are essential for those communities to ensure basic healthcare
(Silambarasan, Sureshkumar, Krupa, Amalraj, & Ayyanar, 2017). A
diverse panel of secondary metabolites are responsible to confer the
pharmacological properties to these plants, such as antioxidant, anti-
inflammatory, antimicrobial, cytotoxic, and immunomodulatory activ-
ities (Bittencourt et al., 2015; Debnath et al., 2018; D'Sousa Costa et al.,
2015; Geris, Ribeiro, Da Silva Brandao, Da Silva, & Da Silva, 2012; Lima
Pereira et al., 2017; Montesano, Rocchetti, Putnik, & Lucini, 2018;
Sarikahya et al., 2018). These bioactive compounds include alkaloids,
phenolic compounds (phenolic acids, flavonoids, lignans, stilbenes and
tannins), steroids, glucosides, tannins, terpenoids and phytoalexins
(Debnath et al., 2018; Ribeiro, de Castro, & Fernandez, 2016; Ribeiro,
Ferraz, & Cruz, 2019; Santos et al., 2018). Therefore, medicinal plants
are potential sources of bioactive compounds for the development of
more efficient new drugs.

Lepidium meyenii, popularly known as Peruvian maca, is originally

* Corresponding author.
E-mail addresses: pauloribeiro@ufba.br, paulodc3@gmail.com (P.R. Ribeiro).

https://doi.org/10.1016/j.foodres.2019.108615

found in the Peruvian Andes. This region possesses very unique climatic
and environmental conditions, which includes high altitudes, low
temperatures and humidity, intense winds, rain and sunlight, low
pressure, high UV and cosmic radiation (Gonzales, Gonzales, &
Gonzales-Castafeda, 2009). This is a biennial plant that presents dif-
ferent phenotypes primarily based on the hypocotyl color. As a matter
of fact, thirteen distinct colors have been described so far, but red,
yellow and black are the most hypocotyl color found (Inoue, Farfan, &
Gonzales, 2016; Qiu, Zhu, Lan, Zeng, & Du, 2016). Lepidium meyenii is
used as a food supplement because of its medicinal properties and nu-
tritional value. L. meyenii traditional uses encompass spermatogenesis,
female fertility, and sexual performance enhancement (Dording et al.,
2008; Gonzales et al., 2009; Inoue et al., 2016), reduction of osteo-
porosis (Gonzales et al., 2010; Zhang, Yu, Ao, & Jin, 2006), improve-
ment of learning and memory skills (Rubio et al., 2007; Rubio, Yucra,
Gasco, & Gonzales, 2011), ultraviolet radiation protection (Gonzales-
Castafieda & Gonzales, 2008; Gonzales-Castafieda, Rivera, Chirinos,
Evelson, & Gonzales, 2011), anti-fatigue (Tang et al., 2017; Yang et al.,
2015), hepatoprotective (Cheng et al., 2013; Zhou et al., 2018), anti-
oxidant (Rodriguez-Huaman et al., 2017; Wang et al., 2018), and im-
munomodulatory properties(Wang et al., 2016; Zhang, Wang, Lai, &
Wu, 2016). L. meyenii roots are used in the traditional medicine as li-
quid preparations such as juices, although hypocotyls are boiled prior
to consumption to make it softer (Gonzales, 2010, 2012). Curiously, it is
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APENDICE B- Figuras suplementares

Figura 15. Avaliagdo através de microscopia de contraste de fase da morfologia de células C6
tratadas com os extratos da raiz da L. meyenii e de seus produtos comerciais (100pg'mL") e
células C6 nio tratadas (DMSO 100 pg-mL") apds um periodo de 24 horas

MP= Maca peruana desidratada; PC1= Produto comercial 1; PC2= Produto comercial 2; PC3= Produto comercial
3; H=hexano; AE= acetato de etila; E = Extrato etanolico 1; E2 = Extrato etanélico 2. (DMSO 100 pg/mL). Barra
=50 pm.
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Figura 16. Avaliagdo através de microscopia de contraste de fase da morfologia de astrocitos
tratados com os extratos da raiz da L. meyenii e de seus produtos comerciais (100 pg-mL™") e
astrocitos ndo tratados (DMSO 100 pg'mL-') apds um periodo de 24 horas

MP= Maca peruana desidratada; PC1= Produto comercial 1; PC2= Produto comercial 2; PC3= Produto comercial
3; H= hexano; AE= acetato de etila; E = Extrato etanolico 1; E2 = Extrato etanolico 2. Barra = 50 um.
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Heterogenics rats (males and females), 77 Isogenics mice (77 males), protocol number CEUA 6731220818 (b ooooss), under the
responsibility of Silvia Lima Costa and team; Silvia Lima Costa; Maria de Fatima Dias Costa; Ramon dos Santos El-Bacha; Victor
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