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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Os principais impactos potenciais incluem: A identificacdo de compostos com
propriedades farmacologicas significativas, como anti-inflamatorias, antioxidantes e
neuroprotetoras, abre novas perspectivas para o desenvolvimento de medicamentos
mais eficazes e seguros. Esses compostos podem servir como protétipos ou
moléculas lideres para a criacdo de novos tratamentos para diversas doencas,
incluindo inflamagBes crénicas, disturbios neurodegenerativos e condigfes
relacionadas ao estresse oxidativo.

A integracdo de praticas etnofarmacolégicas com a pesquisa cientifica
moderna contribui para a valorizacao e preservacao do conhecimento tradicional das
comunidades quilombolas. Este reconhecimento pode incentivar a documentacao e
conservacdo dessas praticas, promovendo o respeito pela cultura e sabedoria
ancestral. Além disso, pode proporcionar beneficios econdmicos as comunidades
locais através do biocomércio e da propriedade intelectual.

O uso de técnicas avancadas de metabolébmica, como a cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas de alta resolucdo (LC-HRMS), demonstra a
eficacia dessas abordagens na identificacdo de compostos bioativos. Isso pode
incentivar mais pesquisas na area de produtos naturais, levando a avancos
tecnoldgicos e metodolégicos na andlise quimica de plantas medicinais e outros
produtos naturais.

Os compostos identificados com propriedades bioativas podem encontrar
aplicacdo néo apenas na industria farmacéutica, mas também na industria
cosmeética. Ingredientes naturais com atividades antioxidantes e anti-inflamatérias
sdo altamente valorizados para o desenvolvimento de produtos cosmeéticos,
incluindo cremes anti-envelhecimento, protetores solares e produtos para cuidados
com a pele.

Além do mais, a pesquisa identificou diversos compostos bioativos que,
embora ainda ndo tenham sido descritos como interagindo diretamente com o SEC,
possuem estruturas quimicas que podem ser exploradas para potencial atividade
canabimimética. A caracterizacdo desses compostos pode levar & descoberta de
novos canabimiméticos naturais que possam atuar nos receptores canabinoides CB1

e CB2, oferecendo alternativas naturais aos canabinoides sintéticos.



Em suma, a pesquisa sobre os compostos bioativos das plantas utilizadas no
cigarro "tira-capeta” tem o potencial de gerar impactos significativos em diversas
areas. Ao valorizar o conhecimento tradicional e utilizar técnicas avancadas de
analise, este estudo contribui para o desenvolvimento de novos medicamentos, a
preservacao cultural e avancos cientificos e tecnologicos. A continuidade dessa linha
de pesquisa pode abrir novos caminhos para a saude publica e a induastria,

beneficiando tanto as comunidades locais quanto a sociedade em geral.



POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

The main potential impacts include: The identification of compounds with
significant pharmacological properties, such as anti-inflammatory, antioxidant, and
neuroprotective effects, opens new perspectives for the development of more
effective and safer medications. These compounds can serve as prototypes or lead
molecules for the creation of new treatments for various diseases, including chronic
inflammations, neurodegenerative disorders, and conditions related to oxidative
stress.

The integration of ethnopharmacological practices with modern scientific
research contributes to the valorization and preservation of the traditional knowledge
of quilombola communities. This recognition can encourage the documentation and
conservation of these practices, promoting respect for culture and ancestral wisdom.
Additionally, it can provide economic benefits to local communities through biotrade
and intellectual property.

The use of advanced metabolomics techniques, such as liquid
chromatography coupled with high-resolution mass spectrometry (LC-HRMS),
demonstrates the effectiveness of these approaches in identifying bioactive
compounds. This can encourage more research in the field of natural products,
leading to technological and methodological advances in the chemical analysis of
medicinal plants and other natural products.

The identified compounds with bioactive properties can find applications not
only in the pharmaceutical industry but also in the cosmetic industry. Natural
ingredients with antioxidant and anti-inflammatory activities are highly valued for the
development of cosmetic products, including anti-aging creams, sunscreens, and
skin care products.

Furthermore, the research identified various bioactive compounds that,
although not yet described as directly interacting with the endocannabinoid system
(SEC), have chemical structures that can be explored for potential cannabimimetic
activity. Characterizing these compounds can lead to the discovery of new natural
cannabimimetics that can act on the CB1 and CB2 cannabinoid receptors, offering
natural alternatives to synthetic cannabinoids.

In summary, the research on the bioactive compounds of the plants used in

the "tira-capeta” cigarette has the potential to generate significant impacts in various



areas. By valuing traditional knowledge and utilizing advanced analytical techniques,
this study contributes to the development of new medications, cultural preservation,
and scientific and technological advancements. The continuation of this research line
can open new pathways for public health and industry, benefiting both local

communities and society at large.
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RESUMO

As plantas tém sido utilizadas para diversos propositos desde o inicio da
histéria humana. Nesse contexto, a etnofarmacologia surge como uma disciplina
essencial para entender e validar o uso de plantas em tratamentos modernos, pois
descobre novos compostos bioativos baseados no conhecimento empirico de
populacdes locais, inspirando o desenvolvimento de novos medicamentos. Muitas
plantas possuem compostos canabimiméticos que imitam o0s canabinoides da
Cannabis sativa, uma planta utilizada ha milénios de forma tradicional desde os
primordios da humanidade para tratar diversas enfermidades. Essa longa histéria de
uso ressalta a importancia dos canabinoides para a saude humana. Este estudo teve
como objetivo demonstrar o perfil quimico de cinco plantas componentes do fumo
"Tira-Capeta": Syzygium aromaticum, Petiveria alliacea, Ruta graveolens, Allium
sativum e Eucalyptus globulus, a fim de encontrar candidatos para serem
moduladores do sistema endocanabinoide. Para tal, utilizou-se a metabolomica,
especificamente redes moleculares, através da plataforma Global Natural Products
Social Molecular Networking (GNPS) a partir de dados obtidos por UPLC-ESI-
QqTOF-MS/MS para triar o metaboloma dessas plantas. O software MZmine 2.53 e
0 modo de analise Feature-Based Molecular Networking (FBMN) foram essenciais
para a aplicacé@o da técnica de redes moleculares. Foi identificada uma variedade de
compostos bioativos pertencentes a diferentes classes quimicas, como alcaloides,
cumarinas, flavonoides e acidos fendlicos. Entre os compostos anotados estao
skimmianina, vy-fagarine, xantotoxina, isopscilina, arborinina, rutamarina,
quinonlactacina A, chalepensina, feoforbide A, acido neoclorogénico, isorhamnetina-
3-O-glicosideo, 3,7-di-O-metilquercetina, luteolina, 3’,6-disinapoilsacarose e acido 3-
p-cumaroilquinico. A continuacdo desta pesquisa, incluindo estudos de
caracterizacao e bioatividade, serd essencial para validar a eficacia dos compostos
identificados, ampliando assim o potencial terapéutico dos canabimiméticos. Este
trabalho reforga a importancia da interface entre a ciéncia moderna e o conhecimento
tradicional, promovendo a descoberta de novos medicamentos que podem beneficiar

a saude global.

Palavras-chave: molecular networking; metaboldomica; canabimiméticos; GNPS.



ABSTRACT

Plants have been used for various purposes since the beginning of human
history. In this context, ethnopharmacology emerges as an essential discipline to
understand and validate the use of plants in modern treatments, discovering new
bioactive compounds based on the empirical knowledge of local populations,
inspiring the development of new drugs. Many plants contain cannabimimetic
compounds that mimic the cannabinoids of Cannabis sativa, a plant traditionally used
for millennia since the dawn of humanity to treat various ailments. This long history
of use highlights the importance of cannabinoids for human health. This study aimed
to demonstrate the chemical profile of five plants that are components of the "Tira-
Capeta" smoke: Syzygium aromaticum, Petiveria alliacea, Ruta graveolens, Allium
sativum, and Eucalyptus globulus, in order to find candidates to be modulators of the
endocannabinoid system. To this end, metabolomics was used, specifically molecular
networks through the plataform Global Natural Products Social Molecular Networking
(GNPS) from data obtained by UPLC-ESI-QqTOF-MS/MS to screen the metabolome
of these plants. The software MZmine 2.53 and the Feature-Based Molecular
Networking (FBMN) analysis mode were essential for the application of the molecular
networking technique. A variety of bioactive compounds belonging to different
chemical classes, such as alkaloids, coumarins, flavonoids, and phenolic acids, were
annotated. Among the annotated compounds are skimmianine, y-fagarine,
xanthotoxin, isopsciline, arborinine, rutamarin alcohol, quinonlactacin A, chalepensin,
pheophorbide A, neochlorogenic acid, isorhamnetin-3-O-glycoside, 3,7-di-O-
methylquercetin, luteolin, 3’,6-disinapoylsucrose, and 3-p-coumaroylquinic acid. The
continuation of this research, including characterization and bioactivity studies, will
be essential to validate the efficacy of the identified compounds, thus expanding the
therapeutic potential of cannabimimetics. This work reinforces the importance of the
interface between modern science and traditional knowledge, promoting the
discovery of new drugs that can benefit global health.

Keywords: molecular networking; metabolomics; cannabimimetics, GNPS.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estrutura quimica de farmacos de origem natural: estricnina (1),
quinina (2), colchicina (3), atropina (4), papaverina (5) e salicina (6). ............ 22
Figura 2. Pai de santo Cezario, do quilombo de Sesmaria/Mata-Cavalo no
municipio mato-grossense de Nossa Senhora do Livramento macerando e
preparando o cigarro aromatico (“tira-capeta’). .......cccccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiee 24
Figura 3. Estrutura quimica dos compostos cineol (1), canfora (2) e alfa-pineno
5 PRSP 24
Figura 4. Compostos encontrados na C sativa: 1. Delta9 - Tetrahidrocanabinol,
2. Canabidiol, 3. Canabivarina, 4. Canabigerol e 5. Canabinol....................... 25
Figura 5. Esquema apresentando o fluxo de trabalho em estudos
METADOIOMICOS. ...ciiiiiiiiiiiiiieeee e 26
Figura 6. Sistema endocanabiNOide............cccceeiviiiiiiiiii e 28
Figura 7. Estrutura dos endocanabinoides naturais classicos:
araquidonoiletanolamina (anandamida ou AEA) e 2-araquidonoilglicerol (2-AG)

........................................................................................................................ 29
Figura 8. Estrutura do 18B-Acido-glicirrhetiniCo. ...........ccccovevveeeeieeeee e, 31
Figura 9. Estrutura do &cido betuliniCo............ccooovviiiiii e, 31
Figura 10. Estrutura da a-amirina (1) e B-amirina (2) ..., 32

Figura 11. Estrutura dos compostos curcumina (1), quercetina (2), N-

benziloleamidas (3) e Epigalocatequina galato(4). .........cooevvvieeiieeeeeeeeeeiiinnnn. 33
Figura 12. Ramos de E. globulus Labill..............ccccciiiiiii e, 35
Figura 13. Estrutura dos compostos a-pineno (1), B-pineno (2), B-cariofileno (3)
€ 1,8-CINEOI (4). .ottt 36
Figura 14. Folhas e flores de Ruta graveolens. .............ccoeevvvvviiiiiiiiieeeeeeeeinns 37

Figura 15. Estrutura dos compostos psoraleno (1) e 8-O-metoxipsoraleno (2).

........................................................................................................................ 40
Figura 166. Estrutura do composto RUtiNA............cooovviiiiiiiii, 41
Figura 17. Folhas e botbes florais de S. aromaticum. ............c.cceevviiieeeennnnnnn. 44
Figura 18. BotGes florais secos, também chamados de cravo....................... 44

Figura 19. Estrutura dos compostos eugenol (1) acido ferulico (2), &cido cafeico
(3), acido elagico (4) e acido saliCiliCO (5).....evvrrrrrriiiiieeeeeeeeee e 47

Figura 20. Folhas e inflorescéncia de P. alliaceae............cccccccvvvviieeeieeeeennnnnn, 49



Figura 21. Estrutura dos compostos dibenzil sulfeto (1), benzil hidroximetil

sulfeto (2), dibenzil dissulfeto (3), di-n-propil dissulfeto (4) e DTS (5). ........... 50
Figura 22. Bulbos de A. SatiVUML. .......oouiuiiiiiiii e 55
Figura 23. Estrutura quimica dos compostos alicina (1), sulfetos dissulfeto de
dialil (2), E-ajoeno (3), Z-ajoeno (4), e trissulfeto de dialil (5). .......ccovvvvvvvnnnnnn. 56
Figura 24. Esquema ilustrativo da estrutura da plataforma GNPS................. 60

Figura 25. Esquema do processo de Clean-up dos extratos etandlicos
utilizando um cartucho CL8. .......coooiiiiiiiii e 64
Figura 26. Esquema do processo de Clean-up dos extratos etandlicos
utilizando um cartucho CL8. ........cooiviiiiiiiiiiiiiee e 70
Figura 27. Molecular networking gerado a partir de dados de MS/MS seguindo
o fluxo de trabalho de Feature Based Molecular Networking na plataforma
GNPS em modo positivo e organizados utilizando o software Cytoscape......71
Figura 28. Espectro de correspondéncia obtido na plataforma GNPS, indicando

gue o ion de m/z 260,0918 pode ser o composto Skimianina e sua estrutura.

Figura 29. Proposta de fragmentacéo do ion m/z 260,0918. ......................... 75
Figura 30. Espectro de correspondéncia obtido na plataforma GNPS, indicando
gue o ion de m/z 230,0814 pode ser o composto gama-fagarina, e sua
LY LU 10 | PP PPN 76
Figura 31. Proposta de fragmentagéo do ion m/z 230,0814. ..........ccccceeeennne 76
Figura 32. Espectro de correspondéncia obtido na plataforma GNPS, indicando

gue o ion de m/z 217,0498 pode ser o composto xantotoxina e sua estrutura.

Figura 33. Espectro de correspondéncia obtido na plataforma GNPS, indicando

gue o ion de m/z 247,0600 pode ser o composto isopiscilina e sua estrutura.

Figura 34. Espectro de correspondéncia obtido na plataforma GNPS, indicando
gue o ion de m/z 286,1075 pode ser o composto arborinina e sua estrutura. 79
Figura 35. Espectro de correspondéncia obtido na plataforma GNPS, indicando
gue o ion de m/z 315,1591 pode ser o composto Rutamarin alcool e sua
LY LU L1 = PPN 80
Figura 36. Proposta de fragmentag&o do ion m/z 315,1591. ...............ccoe. 80



Figura 37. Espectro de correspondéncia obtido na plataforma GNPS, indicando

gue o ion de m/z 255,1017 pode ser o composto chalepensina e sua estrutura.

Figura 38. Espectro de correspondéncia obtido na plataforma GNPS, indicando

gue o ion de m/z 271,1442 pode ser o composto quinolactain A e sua estrutura.

Figura 39. Espectro de correspondéncia obtido na plataforma GNPS, indicando
qgue o ion de m/z 593,2770 pode ser o composto feoforbide A e sua estrutura.

Figura 40. Espectro de correspondéncia obtido na plataforma GNPS, indicando
que o ion de m/z 353,0863 pode ser composto acido neoclorogénico e sua
LY LU 10 | PP PP 84
Figura 41. Proposta de fragmentacéo do ion m/z 353,0863. ..............ccceeeee 84
Figura 42. Espectro de correspondéncia obtido na plataforma GNPS, indicando
que o ion de m/z 477,1034 pode ser composto Isorhainetina-3-O- glicosideo e
SUB ESTTULUI . ... eeee ettt ettt et et e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e eeneeenns 85
Figura 43. Espectro de correspondéncia obtido na plataforma GNPS, indicando
gue o ion de m/z 329,0654 pode ser composto 3,7-Di-O-metilquercetina e sua
LTS (0 (U] TP RPPPPT 86
Figura 44. Espectro de correspondéncia obtido na plataforma GNPS, indicando
gue o ion de m/z 285,0392 pode ser composto luteolina e sua estrutura....... 86
Figura 45. Espectro de correspondéncia obtido na plataforma GNPS, indicando
gue o ion de m/z 753,2247 pode ser composto 3,6'-Disinapoilsacarose e sua
LY LU 10 | PP PPN 87
Figura 46. Espectro de correspondéncia obtido na plataforma GNPS, indicando
gue o ion de m/z 337,0913 pode ser composto acido 3-p-cumaroilquinico e sua

LYY (U (U [ = VR 88



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. MateriaiS € SOIVENTES. ......coooe i 62
Tabela 2. Peso dos extratos apos a extragdo com EtOH. .........ccccceoiiiinnnne. 63
Tabela 3. Resultado das analises de dados MS/MS (modo positivo e negativo)
dos extratos brutos das plantas Syzygium aromaticum, Petiveria alliaceae L.,
Ruta graveolens L., Eucalyptus globulus e Allium sativum L., na plataforma
GNPS modo Feature Based Molecular Network.............ccovvvviiiiiiiiiiiiiiiiinnnnnn. 73



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

18B-AG 18B-Acido-glicirrhetinico

(E)-BCP (E)-B-cariofileno

2-AG 2-araquidonoilglicerol

i.p. Administracao intraperitoneal

AEA Anandamida

TRPV1 Canais do potencial receptor transitério vaniloide-1
GC-MS Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
AMPc Adenosina 3',5'-monofosfato ciclico

MS Espectrometria de massas

eCBs Endocanabinoides

NGF Fator de Crescimento Nervoso

Ft Fatores de transcricao

FA Fracéo acetato

FH Fracdo hexanica

FHA Fracdo hidroalcodlica

FHAppt Fracdo hidroalcodlica precipitada

DAG Fosfolipase C que gera diacilglicerol
NAPE-PLD Fosfolipase D especifica de N-acilfosfatidiletanolamina
HPLC Cromatografia liquida de alta eficiéncia
FAAH Hidrolase de amida de &cidos graxos
NFkB Kappa B

DAGL Lipase sn-1-DAG

MTC Medicina Tradicional Chinesa

miR-27 MicroRNA-27a

MAGL Monoacilglicerol lipase especifica
anandamida ou AEA N-araquidonoiletanolamina

PKC Proteina quinase C

MAPK Proteinoquinases ativadas por mitbgenos
RCBs Receptores canabinoides

CB1 Receptor canabinoide tipo 1

CB2 Receptor canabinoide tipo 2

GNPS Redes moleculares geradas



SEC Sistema endocanabindide
DTS Trissulfeto de dibenzila

m/z Razao massa/carga



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt ettt ettt e st eae s te et e st e eneesaeaaeas 21
2. REVISAO DA LITERATURA ... .cooiieieee et 27
2.1 Sistema endocanabiNOIdE. ..........iiiiiiiiiiiiiii e 27
P2 O 14 F= 1 10110 01T (o 1S 29
2.3 Eucalyptus globulus Labil ... 34
y O (U = W o | = V7= T o (=T o = 37
2.5 Syzygium aromatiCUM (L.) ..eeeuueeeiie e eieeeiiiiiie e e et e e e e e e e 43
2.6 Petiveria alliaCea L. ........coooviiiiiiiiiiee e 48
P2 A N | 10T 0TS T= 111V U o o T 54
2.8 Ferramentas UtIZadas..............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieieeeeeeeeeenenenee 58

2.8.1 Cromatografia liquida acoplada a Espectrometria de Massas (LC-MS) ..58

2.8.2 Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS) ............... 59
3. OBUIETIVOS. ...ttt e 61
T @] o 1= 110 I o =T - | 61
3.2 ODbjetiVOS ESPECITICOS ...euiiiiiiiiiiiiiieieeee e 61
4. METODOLOGIA ... e e e e e e e e eaeees 62
4.1 Obtencao do material vegetal ..............ceiiiiieiiiiiiiccce e 62
4.2 Extracdo de metabdlitos dos materiais vegetais..............cooevvvviiiiiieeeeeeennn, 62
4.4 Clean-up dos extratos etanOliCOS..........cooiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 63
4.5 Técnicas para andlise do perfil QUIMICO ...........cccuiviiiiiiiie e 64

4.5.1 Cromatografia Liquida acoplada a um Espectrdmetro de Massas de alta

resolucao (UPLC-ESI-QQTOF-MS/MS) ......ooomiiiiiiie i 64
4.6 Pré-processamento dos dados utilizando MZmine 2.53 ..............ccceeeeee. 66
4.7 Feature Based Molecular Networking (FBMN).........ccooooiiiiiiiiii, 67
4.8 Redes Moleculares (GNPS).......cooooviiiie 68
5. RESULTADOS. ... ..ottt ettt e e e e e e e e e r e e e e e e e e e ennnnnees 68

5.1. Resultado das redes moleculares (GNPS) geradas a partir dos dados de
MS/MS obtidos por UPLC-ESI-QqTOF-MS/MS seguindo o fluxo de trabalho de

B. CONCLUSAOD ... ettt 88
REFERENCIAS ... ettt ettt 89



21

1. INTRODUCAO

As plantas tém sido utilizadas para diversos propositos desde o inicio da
histéria humana. A evidéncia escrita mais antiga sobre o uso de plantas para fins
medicinais foi encontrada em uma tabua de argila suméria de Nagpur, datada de
aproximadamente 5000 anos atras. Outros registros historicos significativos foram
encontrados na Mesopotamia, Egito, e nas civilizacbes gregas e islamicas
(Petrovska, 2012). Esses primeiros documentos relataram o uso de cerca de 1000
plantas, incluindo espécies como Cedrus Duham, Commiphora myrrha Engl.,
Cupressus sempervirens L., Glycyrrhiza glabra L., e Papaver somniferum L.
(Borchardt, 2002). Inicialmente, esses medicamentos eram usados em formas
brutas, como pés, chas, tinturas e cataplasmas.

Com o avanco tecnolégico, especialmente na primeira parte do século XIX,
deu-se inicio ao isolamento dos componentes ativos das plantas medicinais. A
guimica de produtos naturais teve deu desenvolvimento com o trabalho de Serturner,
gue isolou a morfina do 6pio em 1803. Posteriormente, ocorreram outros trabalhos
similares, resultando no isolamento de substancias como estricnina (Strychnos nux
vomica), quinina (Cinchona officinalis), colchicina (Colchicum autumnale), atropina
(Atropa belladonna), papaverina (Papaver somniferum) e salicina (Salix spp.) (Der
Marderosian e Beutler 2002; Allen e Hatfield 2004; Siddiqui et al., 2014) (Figura 1).
O isolamento de compostos, especialmente alcaloides, no século XIX, permitiu 0 uso
de substancias puras em medicamentos prescritos, proporcionando dosagens mais
seguras e eficazes, o que representou uma grande melhoria em comparacdo com o

uso de materiais fitoterapicos brutos.
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Figura 1. Estrutura quimica de farmacos de origem natural: estricnina (1), quinina (2), colchicina (3),
atropina (4), papaverina (5) e salicina (6).
Fonte: Prépria autora (2024).

Nos dias de hoje, o sistema tradicional de medicina baseado no uso de
fitoterapicos ainda desempenha um papel importante no sistema de saude. Nas
Ultimas décadas, as plantas medicinais tém ganhado maior aceitacdo devido a
percepcao de que produtos naturais tém menos efeitos colaterais e maior eficacia do
gue seus equivalentes sintéticos (Abushouk et al., 2017 (a); Abushaouk et al., 2017
(b)). Estima-se que cerca de 25% de todos os medicamentos modernos séo
derivados de plantas superiores de forma direta ou indiretamente (Who, 2005).

Farmacologicamente, muitas plantas possuem atividades bactericidas,
virucidas e fungicidas; elas sdo usadas no embalsamamento, na preservacao de
alimentos e possuem atividades anti-inflamatdérias, antimicrobianas, espasmoliticas,
sedativas, analgésicas e anestésicas locais (Batiha et al., 2018; Beshbishy et al.,
2019). Muitas espécies de plantas tém sido relatadas por suas atividades
farmacoldgicas atribuidas aos seus fitoquimicos, como glicosideos, saponinas,
flavonoides, esterdides, taninos, alcaloides e terpenos. Até 0 momento, 0s remeédios
herbais tém sido documentados como uma fonte indispensavel para a descoberta de
novas moléculas farmacéuticas utilizadas no tratamento de doencas graves. Esses
fitoquimicos identificados tém sido considerados compostos lideres notaveis na
busca por medicamentos eficazes e novos (Beshbishy et al., 2019).

A etnofarmacologia, que estuda as praticas medicinais tradicionais e 0 uso de
plantas por diferentes culturas, é fundamental para compreender e validar o uso
dessas plantas em tratamentos modernos. Esta disciplina integra conhecimentos

antropolégicos e farmacoldgicos para investigar como comunidades tradicionais
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utilizam plantas para tratar diversas condi¢cdes de saude (Cordell e Colvard, 2005;
Patwardhan, 2005). A importancia da etnofarmacologia reside em sua capacidade
de descobrir novos compostos bioativos a partir do conhecimento empirico de
populacdes locais, oferecendo uma rica fonte de inspiragao para o desenvolvimento
de novos medicamentos.

No contexto das investigacbes etnofarmacoldgicas, conduzidas
especificamente entre os Quilombolas (descendentes de escravos afro-brasileiros
fugitivos) no Brasil, h& poucos relatos, apesar da presenca de 3614 comunidades
guilombolas em todo o pais (Fundacao Cultural Palmares, 2022). A utilizacdo de
muitas plantas em uma Unica prescricdo € uma pratica comum na terapia dos
quilombolas, assim como entre os ribeirinhos da Amazoénia brasileira (Rodrigues et
al., 2003). Esta abordagem também é observada na medicina ayurvédica e na
terapéutica chinesa (Patwardhan et al., 2005). A combinacdo de multiplas plantas
pode gerar efeitos sinérgicos ou antagbnicos (Rodrigues et al., 2003).

Um estudo conduzido por Rodrigues et al.,, (2003) em um quilombo no
Municipio de Sesmaria Mata-Cavalo, Mato Grosso, Brasil, demonstrou a utilizac&o
das plantas de forma medicinal pela comunidade. Eles agruparam as plantas
utilizadas em categorias, de acordo com as doencas tratadas. Na categoria de ténico
para o cérebro, das 13 plantas citadas, nove séo utilizadas no preparo do cigarro
“tira-capeta” (Figura 2). Este cigarro € recomendado para pessoas que sofrem de
esgotamento nervoso devido ao excesso de trabalho, sendo também utilizado por
adolescentes para melhorar o desempenho nas habilidades de aprendizagem
(Rodrigues et al., 2008).

As partes das plantas que compdem o cigarro “tira-capeta” sao folhas de
‘guiné’ — Petiveria alliacea L. (Phytolaccaceae), folhas de ‘eucalipto’ — Eucalyptus
globulus Labill. (Myrtaceae), folhas de ‘alecrim-do-norte’ — Anemopaegma arvense
(Vell.) Stellfeld ex de Souza (Bignoniaceae), ‘negramina’ — Siparuna guianensis Aubl.
(Monimiaceae), folhas de ‘arruda’ — Ruta graveolens L. (Rutaceae) e ‘hortela-da-
varzea’ — Hyptis cana Pohl ex Benth (Lamiaceae). Além disso, sdo utilizados os
rizomas de ‘caia-pia’ — Dorstenia asaroides Hook. (Moraceae), as flores de ‘cravo-
da-india’ — Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L. M. Perry (Myrtaceae) e, finalmente,

a casca de um bulbo de alho — Allium sativum L. (Liliaceae) (Rodrigues et al., 2008).
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Figura 2. Pai de santo Cezario, do quilombo de Sesmaria/Mata-Cavalo no municipio mato-
grossense de Nossa Senhora do Livramento macerando e preparando o cigarro aromatico (“tira-
capeta”).

Fonte: Rodrigues e Carlini (2003).

Andlises iniciais com 0leo essencial das plantas componentes, foi
demonstrado que a fumaca desse cigarro é rica em cineol, canfora e alfa-pineno
(Figura 3), substancias conhecidas na literatura cientifica por agugar a memoria,
tratar sinusite e aliviar insonia. Além disso, é indicado para o tratamento de sinusite,
distUrbios gastrointestinais, para evitar resfriados, aliviar problemas de sono e para

diminuir o uso de Cannabis (Negri e Rodrigues, 2010).

O

Figura 3. Estrutura quimica dos compostos cineol (1), canfora (2) e alfa-pineno (3).
Fonte: Prépria autora (2024).

Atualmente sabe-se que muitas plantas que nao do género Cannabis, podem
conter compostos com propriedades canabimiméticas. Compostos quimicos com
propriedades canabimiméticas, por sua vez, imitam os efeitos farmacologicos dos
canabinoides (Figura 4), as substancias ativas encontradas na planta Cannabis
sativa L. (C. sativa), interagindo com os receptores canabinoides (RCBs) do tipo 1

(CB1) e tipo 2 (CB2) no sistema endocanabinoide (SEC) dos mamiferos (Gertsch et
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al., 2010). Esse sistema desempenha um papel crucial na regulacdo de diversas
funcdes fisioldgicas, incluindo dor, humor, apetite e memoria. Os canabinoides
endogenos, como a anandamida (AEA) e o 2-araquidonoilglicerol (2-AG), sao
naturalmente produzidos pelo corpo e ativam esses receptores (Vogel et al., 1993).
Além dos canabinoides encontrados na C. sativa, hoje sabe-se que outras plantas
também contém substancias que podem ativar esses receptores, apresentando
propriedades canabimiméticas. A pesquisa sobre esses compostos € de grande
interesse, pois pode levar a descoberta de novos tratamentos para varias condigfes
meédicas, aproveitando os efeitos terapéuticos dos canabinoides sem os efeitos

psicoativos associados a Cannabis.

Je

4 5
% v )
= =

OH

Figura 4. Compostos encontrados na C sativa: 1. Delta9 - Tetrahidrocanabinol, 2. Canabidiol, 3.
Canabivarina, 4. Canabigerol e 5. Canabinol
Fonte: Prépria autora (2024).

Além disso, estudos sugerem que a modulacdo do SEC pode ter potencial
terapéutico em quase todas as doencas que afetam os seres humanos. Ha indicios
de que a deficiéncia clinica de canabinoides enddgenos esta relacionada a muitas
doencas que causam dor e distarbios psiquiatricos (McPartland; Guy; Di Marzo,
2014).

A metabolémica pode ser uma ferramenta poderosa na identificacéo de novos
compostos canabimiméticos. O fluxo de trabalho metabolémico pode ser visualizado
na Figura 5. Esta abordagem cientifica envolve a andlise global dos metabdlitos em
amostras bioldgicas, permitindo a deteccéo e a quantificacéo precisa de milhares de

pequenas moléculas simultaneamente. Com a aplicacdo de técnicas avancadas de
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espectrometria de massas (MS), a metabolémica pode fornecer uma compreensao

detalhada dos perfis metabdlicos de diferentes plantas.

PROCEDIMENTO DE EXTRGAO E ANALISE QUIMICA
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Figura 5. Esquema apresentando o fluxo de trabalho em estudos metabolémicos
Fonte: Prépria autora (2024).

Ao estudar as plantas que tradicionalmente séo usadas por suas propriedades
medicinais, a metabolémica pode revelar novos compostos que interagem com 0s
receptores canabinoides. Esta analise abrangente pode identificar ndo apenas a
presenca de conhecidos canabimiméticos, mas também descobrir novos metabolitos
gue possuam atividade farmacolégica semelhante através de redes moleculares,
onde os espectros/moléculas gerados por MS, sdo organizados em redes, e suas
conexdes com outros espectros/moléculas séo referentes ao grau de similaridade
estrutural entre as moléculas identificadas (Gaudéncio e Pereira, 2015; Wang et al.,
2016; Aron et al., 2020). Portanto, a aplicacdo da metabolémica na pesquisa de
canabimiméticos ndo sé expande nosso conhecimento sobre os compostos bioativos
presentes nas plantas, mas também abre novas possibilidades de compostos até
entdo, néo identificados.

Sabendo das atividades etnofarmacoldgicas relatadas do cigarro “tira-capeta”,
e reconhecendo a importancia dos produtos naturais, como fontes cruciais para o
desenvolvimento de novos farmacos e terapias, este trabalho tem o propdésito de
realizar um estudo metabolémico dos extratos etandlicos de 5 plantas que compdem

o cigarro “tira-capeta”. A aplicacdo da metabolémica, com suas técnicas avancadas
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de espectrometria de massas, permitira a identificacdo de compostos bioativos,

incluindo canabimiméticos conhecidos e novos.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Sistema endocanabinoide

Com a descoberta e isolamento do neurotransmissor anandamida (Devane et
al., 1992), deu-se inicio as investigacdes a respeito do SEC. Diversos estudos
sugerem que a modulacdo do SEC pode ter potencial terapéutico em diversas
doencas que afetam os seres humanos, e ha indicios de que a deficiéncia clinica de
endocanabinoides (eCBs) esta relacionada a muitas doencas que causam dor e
disturbios psiquiatricos (McPartland; Guy; Di Marzo, 2014). Estudos demonstraram
gue o SEC esta envolvido em muitos processos fisiopatologicos do sistema nervoso
central e periférico e em varios 6rgaos periféricos, como coragéo, estbmago, 6rgao
reprodutores e outros (Pacher; Batkai e Kunos, 2006).

O SEC compreende uma rede de sinalizacdo de eicosanoides, na qual os
lipidios derivados do acido araquidénico (AA) atuam em conjunto com receptores e
enzimas especificos, modulando diversos processos fisioldgicos e fisiopatolégicos
centrais e periféricos (Di Marzo, 2008) como pode ser visto na figura 6. O SEC é
composto por dois endocanabinoides eCBs naturais classicos:
araquidonoiletanolamina (anandamida ou AEA) e 2-araquidonoilglicerol (2-AG)
(Figura 7) (Hanus e Mechoulam, 2010). Esses eCBs se ligam aos receptores
canabinoides acoplados a proteina G tipo 1 (CB1) e tipo 2 (CB2) (Howlett, Blume e
Dalton, 2010). Além disso, a AEA também atua nos canais do potencial receptor
transitorio vaniloide-1 (TRPV1) (Di Marzo e De Petrocellis, 2010).
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Figura 6. Sistema endocanabinoide
Fonte: Batista et al., 2014

A atividade biol6gica dos eCBs nos receptores é regulada por processos
metabdlicos de sintese e degradacdo. A biossintese da AEA depende de Ca?* e é
catalisada pela fosfolipase D especifica de N-acilfosfatidiletanolamina (NAPE-PLD)
(Okamoto, Tsuboi e Ueda, 2009), juntamente com uma fosfolipase C que gera
diacilglicerol (DAG). O DAG é entédo convertido em 2-AG por uma lipase sn-1-DAG
(DAGL) (Petrosino, Ligresti e Di Marzo, 2009). A degradacao da AEA é realizada
pela hidrolase de amida de &cidos graxos (FAAH) (McKinney e Cravatt, 2005),
enquanto o 2 - AG pode ser hidrolisado por uma monoacilglicerol lipase especifica
(MAGL) (Di Marzo, 2008).

A ativagéo dos receptores CB1 e CB2 causa muitos efeitos intracelulares
através de ligantes especificos que envolvem a inibicdo de canais de Ca*? e atividade
da adenilato ciclase e a ativacao de canais de K*, resultando em niveis mais baixos
de adenosina 3',5'-monofosfato ciclico (AMPc) e ativando as vias proteinoquinases
ativadas por mitégenos (MAPK). Os receptores CB1 regulam as atividades da adenilil
ciclase, quinases reguladas por sinal extracelular, glicogénio sintase quinase 3 e
canais de calcio e potassio. O receptor CB2 acopla-se a proteina heteromérica Gi
(tipo de proteina G) para intermediar seus efeitos celulares via inibicdo da adenilil
ciclase e regulacéo dos fatores de transcricao (Felder et al., 1995).

Por muito tempo acreditava-se que as substancias naturais que afetam os
receptores CB1 e CB2 limitavam-se ao delta-9-tetrahidrocanabinol (A° — THC) e
outros fitocanabinoides derivados da C. sativa, 0s canabinoides sintéticos e o0s

endocanabinoides. Hoje, uma nova classe de moléculas que podem imitar os efeitos
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produzidos pelos fitocanabinoides e interagir com SEC estédo sendo desenvolvidos e
estudados extensivamente, os chamados “canabimiméticos” (Gertsch et al., 2010).
Além disso, varios autores indicam que as moléculas presentes nos extratos de
muitas plantas canabimiméticas poderiam ndo apenas se ligar a receptores CB1 e
CB2, mas também regular a sintese e degradacéao de endocanabinoides (Gertsch et
al., 2010; Russo, 2016; Chicca et al., 2018; McPartland et al., 2014).

Anandamida 2-AG

Figura 7. Estrutura dos endocanabinoides naturais classicos: araquidonoiletanolamina (anandamida
ou AEA) e 2-araquidonoilglicerol (2-AG)
Fonte: Prépria autora (2024).

2.2 Canabimiméticos

Nas ultimas décadas, tem havido um aumento significativo na descoberta e
interesse por metabdlitos de plantas que demonstram atividade em diferentes graus
sobre os receptores CB1 e CB. Essa crescente exploracdo revela uma ampla
variedade de substancias naturais com potencial de interagdo com o SEC, indicando
a necessidade de investigacbes mais aprofundadas sobre a diversidade desses
compostos em plantas nativas do Brasil.

Os agonistas do TRPV1 se enquadram em duas classes, as substancias
pungentes ou causticas (capsaicina, piperina) e aquelas que nao sao irritantes
(CBD). Embora as primeiras substancias causem dor na aplicacdo, a exposicao
continua aos agonistas do TRPV1 causa alteracdo conformacional no receptor e um
estado refratario devido a dessensibilizagdo do receptor, tornando-os antagonistas

funcionais na aplicagao cronica (Kissin e Szallas, 2011). Esta taquifilaxia ou resposta
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decrescente apds exposicao repetitiva representa uma transicdo de um estado de
receptor aberto para fechado (Szallas e Blumberg, 1999). Idealmente, um agente
terapéutico desta classe nao causaria dor aguda, mas dessensibilizaria o receptor e
apresentaria uma relacao favoravel de dessensibilizacao/irritacdo (Palazzo et al.,
2010). O CBD parece preencher ambos os critérios, na medida em que, além da sua
poténcia, dessensibiliza o TRPV1 a 10 mM (Bisogno et al., 2001), potencialmente
“reduzindo o calor e a dor” (Russo, 2011). Possiveis alvos terapéuticos para CBD ou
agentes similares incluiriam: dor neuropética (causalgia, sindrome de dor regional
complexa, enxaqueca), queimaduras, bexiga irritavel, cistite intersticial, prostatite,
dor pélvica cronica, fibromialgia, doenca inflamatéria intestinal, sindrome do intestino
irritdvel, dor pancreética e varias condi¢des pruriginosas dermatologicas.

Park et al. (2014) demonstrou que o extrato de alcaguz e seus ingredientes
ativos, especialmente o 18B-Acido-glicirhetinico (18B-AG) (Figura 8), podem atenuar
os efeitos da AEA na sinalizacdo do receptor CB1. O 18B-AG, identificado como o
mais potente entre os compostos testados, exibiu efeitos antiadipogénicos e
antiobesidade, sugerindo um potencial terapéutico para induzir perda de peso e
melhorar o metabolismo lipidico. Observou-se que o 183-AG desempenha um papel
inibitério na diferenciacdo de adipdcitos e na acumulacédo de lipidios, bloqueando a
ativacdo de MAPK e a regulacdo positiva de C/EBP-a e PPAR-y induzidas pelo
receptor CB1. Além disso, o tratamento com 18B3-AG reduziu significativamente o
peso corporal, a adiposidade visceral e a hiperlipidemia em animais obesos
induzidos por dieta rica em gordura. Essas descobertas indicam que o 183-AG altera
a expressdao de genes envolvidos no metabolismo lipidico, possivelmente
contribuindo para a reducao da massa de tecido adiposo e hipertrofia dos adipécitos.
O estudo também sugere que o 183-AG pode ser uma nova estratégia na prevengao
e tratamento da obesidade e disturbios metabdlicos, apresentando um perfil de
seguranca mais favoravel em comparacdo com drogas sintéticas previamente
estudadas (Park et al., 2014).



31

Figura 8. Estrutura do 18B-Acido-glicirrhetinico.
Fonte: Propria autora (2024).

Estudos em andamento demonstraram que o acido betulinico (Figura 9)
regula negativamente fatores de transcricao (Ft) Ft1, Ft 3 e Ft 4 em linhas celulares
de cancer e se liga diretamente aos receptores CB1 e CB2. O &cido betulinico inibe
o crescimento de células e tumores de cancer de mama que superexpressam ErbB2,
ativando os receptores CB1 e CB2, o que resulta na modulacdo do eixo de
transcricdo microRNA-27a (miR-27) e na regulacéo negativa dos genes YY1 e ErbB2
(Liu et al., 2012). Esses achados indicam que a via dependente do receptor CB é
crucial para os efeitos do acido betulinico como inibidor do crescimento de cancer de
mama ErbB2-positivo. Além disso, estudos em andamento com CBs mostram que
eles também tém como alvo os fatores de transcricdo Sp. Pesquisas atuais estédo
focadas na ligacdo mecanicista entre a ativacdo dos receptores CB e a modulacao
de miR-27a, bem como na eficacia de outros agentes que reprimem os fatores de
transcricdo Sp. Além disso, esta sendo investigado o efeito do &cido betulinico como
indutor do novo repressor de Ft, ZBTB4, regulado pelo cluster miR-17-92, revelando
uma nova abordagem terapéutica para tratar pacientes com cancer de mama que

superexpressam ErbB2 (Liu et al., 2012).

Figura 9. Estrutura do &cido betulinico.
Fonte: Prépria autora (2024).
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Os epimeros a,B-amirina (Figura 10), triterpeno derivado de plantas,
demonstrou reduzir a hiperalgesia inflamatoria e neuropéatica em camundongos,
ativando diretamente os receptores canabinoides CB1 e CB2. Estudos de ligagéo
mostraram que a,B-amirina se liga com alta afinidade ao CB1 e com menor afinidade
ao CB2. O tratamento com a,B-amirina reduziu significativamente a dor e inflamacéo
sem causar disturbios comportamentais. A substancia diminuiu os niveis de citocinas
inflamatdrias e impediu a ativacdo dos fatores transcricionais NF-kB e CREB, além
de reduzir a expressao da ciclooxigenase 2. Esses resultados sugerem que aq,B-

amirina tem propriedades antinociceptivas e anti-inflamatorias de longa duracao.

Figura 10. Estrutura da a-amirina (1) e -amirina (2)
Fonte: Prépria autora (2024).

Outro estudo demonstrou que a exposi¢ao cronica a curcumina (Figura 11)
eleva de forma sustentada o fator de crescimento nervoso (NGF) no cérebro, em
uma maneira dependente da dose e especifica para regides cerebrais. A elevacéo
do NGF sugere que o efeito neurotréfico dos antidepressivos se desenvolve
lentamente, contribuindo para beneficios contra transtornos neuropsiquiatricos e
danos cerebrais causados pelo estresse cronico (Hassanzadeh e Hassanzadeh,
2012).

Além do mais, foi evidenciado que curcumina aumenta os niveis de NGF no
hipocampo e na amigdala, importantes para a funcdo cognitiva. Neste estudo, a
curcumina nao alterou o NGF no bulbo olfatério ou no tronco cerebral. A regulacéo
do NGF foi mediada pelo receptor CB1 do sistema endocanabinoide, que é crucial
na reatividade emocional e no tratamento de transtornos de humor (Hassanzadeh e
Hassanzadeh, 2012). Além disso, a administracdo cronica de curcumina ou

amitriptilina elevou os endocanabinoides AEA e 2-AG em regides cerebrais
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especificas, indicando que a sinalizacdo endocanabinoide contribui para seus
mecanismos de acdo. Esses achados sugerem que a curcumina pode ser eficaz
contra varias doencas, especialmente aquelas associadas a deficiéncias na
sinalizacdo de neurotrofinas ou endocanabinoides, destacando seu potencial
terapéutico e apoiando a integracdo de terapias alternativas com a medicina

convencional (Hassanzadeh e Hassanzadeh, 2012).

Figura 11. Estrutura dos compostos curcumina (1), quercetina (2), N-benziloleamidas (3) e
Epigalocatequina galato(4).
Fonte: Prépria autora (2024).

A quercetina (Figura 11), demonstrou aumentar a expressao do receptor
CB1R em células de adenocarcinoma de célon humano, além de confirmar seus
efeitos antiproliferativos em células cancerosas (Refolo et al. 2015). Ademais, as
propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes, antivirais, assim como seus efeitos
benéficos no sistema cardiovascular, metabolismo, neuroprotecdo e modulagédo da
microbiota intestinal pela quercetina tém sido amplamente estudados (Li et al. 2016).

A maca (Lepidium meyenii), um alimento tipico dos altos Andes, é
frequentemente chamada de 'ginseng peruano’ devido ao seu uso como adaptoégeno.
Este tubérculo contém acidos graxos de cadeia longa conhecidos como ‘macamidas’
ou N-Benziloleamidas (Figura 11) (Wu et al., 2013). Dois desses compostos
mostraram inibir reversivelmente a enzima FAAH em concentragcdes de 10 mM.
Acredita-se que a estrutura dessas macamidas permite que atravessem a barreira
hematoencefalica e, apesar de sua baixa poténcia, 0 consumo regular poderia alterar
a sinalizagéo de amidas no sistema nervoso central, embora isso ainda precise ser

comprovado. Além disso, uma N-benzilamida da mesma espécie demonstrou ser um
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inibidor da FAAH (ICso = 4 mM) e da captacao de AEA (ICso = 670 nM), sendo descrita
como 'imitadora de substrato endocanabinoide’ (Hjdu et al., 2014).

Relatos iniciais afirmavam que epigalocatequina 4-galato e (-)-
epigalocatequina (Figura 11) no cha verde (Camellia sinensis) ligou CB2 em altas
concentracfes (Korte et al., 2010), mas este achado foi posteriormente impugnado
(Gertsch et al., 2010). Kaempferia galanga, ou galanga, € um parente do gengibre,
cujos rizomas produzem um flavonoide, canferol, também encontrado em macas,
amoras, e muitas outras plantas. O canferol demonstrou ser um inibidor da FAAH, a
serina hidrolase que quebra o AEA (Ki =5 mM) (Thors et al., 2008).

2.3 Eucalyptus globulus Labil

Eucalyptus globulus Labil (E. globulus) (Figura 12), da familia Myrtaceae, é
uma arvore dicotileddnea, perene e de tronco reto originaria dos estados do sudeste
da Austrélia, que posteriormente foi introduzida na América Latina e compreende
mais de 700 espécies do género Eucalyptus (Goldbeck et al., 2014). Conhecida
como “goma-azul’”, E. globulus se destaca como uma das mais relevantes
comercialmente (Hasegawa et al., 2008). Devido sua alta adaptabilidade em diversas
condigbes ambientais, facilidade de cultivo, rapido crescimento e aumento da
biomassa lenhosa, € amplamente cultivada ao redor do mundo (Shala e Gururani,
2021). No Brasil, esse género também apresenta grande importancia terapéutica, e
varias espécies de Eucalyptus sdo usadas na medicina tradicional como
antissépticos e contra infeccbes do trato respiratério superior, como resfriado
comum, gripe e congestdo sinusal. Além disso, exibem atividades antibacterianas,

analgésicas e anti-inflamatorias (Silva et al., 2003).
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Figura 12. Ramos de E. globulus Labill
Fonte: TUTU GURU NURSERY. [s.d.]. Disponivel em: https://thetutuguru.com.au. Acesso
em: 23 jul. 2024.

7

O Oleo essencial de Eucalyptus spp € utilizado terapeuticamente no
tratamento de infecgdes pulmonares por meio de inalagdo (Ramezani et al., 2002) e
esta entre os 18 Oleos essenciais mais comercializados em todo o mundo, sendo
empregado como matéria-prima para alimentos, farmacos e cosmético, tanto em
pesquisas industriais quanto cientificas (Goldbeck et al., 2014). E. globulus é a
principal fonte de 6leo foliar de eucalipto utilizado globalmente (Mulyaningsih et al.,
2011)). Apresenta folhas alternas, com peciolos amarelados, precisamente
lanceoladas, verde-escuras brilhantes em ambas as superficies, € uma rica fonte de
Oleo essencial (Goger et al., 2020). Sua extracdo ocorre por hidrodestilacéo,
garantindo maior quantidade de compostos quimicos (Joshi et al., 2016). A
composicéao quimica do 6leo essencial da folha de eucalipto € uma mistura complexa
de substancias, geralmente contendo de 20 a 54 componentes com concentragdes
variadas (Joshi et al., 2016; Luis et al., 2016). O 6leo é composto por monoterpenos
oxigenados (80,65 — 87,32 %) e hidrocarbonetos monoterpénicos (18,33 — 12,45 %)
(Ait-ouazzou e Conchello, 2011; Damjanovié-Vratnica et al., 2011).

Andlises fitoquimicas revelaram que o perfil dos terpenoides varia entre as
diferentes espécies de Eucalyptus, resultando em variacdes potenciais nas suas
propriedades medicinais. Os principais componentes identificados foram
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aromadendreno, seguido por a-felandreno, 1,8-cineol, ledeno e globulol (Pereira et
al., 2005). De maneira geral, todos os Oleos das espécies de Eucalyptus possuem a-
pineno, p-pineno, p-cariofileno e 1,8-cineol (Figura 13) como componentes

predominantes.
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Figura 13. Estrutura dos compostos a-pineno (1), B-pineno (2), B-cariofileno (3) e 1,8-cineol (4).
Fonte: Prépria autora (2024).

A analise de cromatografia gasosa de pirélise acoplada a espectrometria de
massas do extrato etandlico aquoso das folhas de Eucalyptus revelou a presenca de
21 compostos, destacando-se 3-eudesmol (12,84%), y-eudesmol (3,36%), globulol
(2,87%) e aloaromadendreno (3,80%). Em contraste, a-selineno e a-gurgujeno foram
encontrados em baixas concentracfes (Gullén et al., 2017). Além disso, a detec¢éo
de guaiacol, siringol, o-cimeno, catecol e fenol sugere a presenca de pequenos
fragmentos de lignina e produtos monomeéricos derivados da lignina nos extratos
foliares (Gullén et al., 2017).

Os principais acidos triterpénicos identificados nos extratos das folhas de E.
globulus incluiram os &acidos betulinico, betulénico, oleandlico, ursélico, 3-
acetiloleandlico e 3-acetilursolico (Rodrigues et al., 2018).

A analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(GC-MS) do extrato etanolico identificou nove compostos, entre eles 9,10-
secocolesta-5,7,10(19)-trieno 1, 3-diol,25 [(trimetilsili) oxi] (,3B, 5Z,7E)-, 1-
heptatriacotanol, morfinan-4,5 epoxi-3,6-diol, 6 [7-nitrobenzofurazan-4-i] amino,
acido 10-heptadecen-8-ynoico, éster metilico, [E]-, etil iso-alocolato, 2-miristinoil
panteteina, cholesta-8,24-dien-3-ol,4-metil-, [3B, 4a]-, acido ciclopropanodecandico,
2-octil-, éster metilico, acido 9,12,15-octadecatriendico e éster 2-fenil-1,3-dioxano-5-
ilo (Ajilore et al., 2021).
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Dando destaque para o hidrossol, obtido como subproduto da hidrodestilacao
foliar, e demonstrou uma atividade inseticida eficaz contra a cochonilha, sugerindo

seu potencial como inseticida biodegradavel (Sharma e Inderjeet, 2021).

2.4 Ruta graveolens L.

Ruta graveolens L. (R. graveolens) (Figura 14), conhecida popularmente
como Arruda, € uma erva perene herbacea nativa da regido mediterranea.
Atualmente, é cultivada em muitas partes do mundo. A Arruda € uma das plantas
chave da farmacopeia europeia desde 0s tempos antigos, com suas propriedades
reconhecidas por autores gregos e romanos renomados, como HipGcrates,
Dioscoérides e Plinio (Miguel, 2003). Jean-Baptiste Debret, em sua pintura intitulada
"Viagem Histérica e Pitoresca ao Brasil", retratou o comércio da arruda realizado por
escravas africanas. Os galhos de R. graveolens eram vendidos como amuletos para
trazer sorte e protecdo a quem os usava. Nao eram apenas as escravas que
utilizavam os ramos ocultos nas pregas de seus turbantes; mulheres brancas
também os escondiam estrategicamente dentro de seus seios (Toriani e Oliveira,
2006).

Figura 14. Folhas e flores de Ruta graveolens.
Fonte: PictureThis. [s.d.]. Disponivel em: https://picturethisai.com. Acesso em: 23 jul. 2024.

Existem duas espécies principais utilizadas na medicina tradicional, sendo a
R. graveolens a mais conhecida e utilizada (Ratheesh e Helen, 2007). Ela pertence



38

a familia Rutaceae, ordem Sapindales, que inclui aproximadamente 160 géneros e
mais de 1600 espécies. Devido ao seu valor cultural e medicinal, a arruda foi
introduzida em diversos paises da América do Norte, Central e do Sul, China, india,
Oriente Médio e Africa do Sul (Miguel, 2003). R. graveolens é um pequeno
subarbusto perene ou semi-lenhoso, com altura de 0,6 a 0,9 m e largura semelhante.
Os caules tornam-se lenhosos na base, mas permanecem herbaceos nas pontas.
As folhas, de 7,6 a 12,7 cm de comprimento, sdo divididas em segmentos oblongos
ou em forma de colher. Sdo ligeiramente carnudas. A folhagem verde-azulada tem
um cheiro forte, pungente e bastante desagradavel quando machucada. Os cachos
paniculares de pequenas flores amarelas aparecem no meio do verdo, bem acima
da folhagem, frequentemente cobrindo a maior parte da planta. Cada flor tem cerca
de 1,3 cm de didmetro, com quatro pétalas concavas e entalhadas (Zargari, 1988).

A R. graveolens é amplamente reconhecida na medicina popular por suas
propriedades misticas. Desde os tempos antigos, € utilizada em rituais de protecéo,
especialmente para proteger criancas contra o mau-olhado, tratar desordens
menstruais, inflamacdes na pele, caimbras, dor de ouvido, entre outras condi¢cdes
(Yamashita et al., 2009).

Nos rituais de rezas e benzeduras, a arruda € empregada para tratar o “mau-
olhado” ou o “quebranto”, condigcbes que representam mal-estar fisico e espiritual
gue acometem membros da comunidade (Oliveira e Trovao, 2009). Em sua
pesquisa, Albuquerque et al. (2016) descreve a historia das crencas populares,
destacando a benzedura como uma pratica terapéutica que utiliza a forca das
oracOes para mediar a cura, com a benzedeira ou o0 benzedor atuando como
intermediarios do sagrado (Quintana, 1999). Relatos indicam que adultos e criancas
sao frequentemente levados a benzedeira para tratar condi¢des como “vento caido”,
‘mau-olhado”, “quebranto” e “panemeira”. Esses termos referem-se a mal-estar
difuso, dores no corpo e desanimo, muitas vezes associados a inveja ou ao desejo
malévolo de outras pessoas (Montero, 1985).

As benzecdes incorporam diversos saberes, incluindo oragdes e o uso de
plantas, como a arruda, colhidas do proprio quintal pouco antes do inicio do ritual.
De acordo com Albuquerque et al. (2016), o conhecimento da benzedura abrange
tanto o ritual em si quanto o uso das plantas. A arruda € utilizada para absorver o
mal-estar que acomete o corpo adoentado. A transferéncia desses males para o

galho da planta é observada quando as folhas murcham, indicando a transferéncia
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da enfermidade. O ritual comeca com o galho sendo passado sobre o corpo do
doente, acompanhado por rezas, e finaliza com a prescricdo de banhos especificos
para cada maleficio. Esses banhos fazem parte dos rituais e envolvem um
conhecimento adicional.

Extratos de R. graveolens tém sido tradicionalmente utilizados como antidotos
para toxinas, como venenos de cobras e escorpides (Sallal e Alkofahi, 1996).
Durante muito tempo, R. graveolens foi empregada como remédio popular para tratar
varias condigfes, incluindo problemas oculares, reumatismo, dermatite, dor e
diversas doencas inflamatdrias (Ratheesh e Helen, 2007). Devido ao efeito
estimulante da fibra basal uterina da rutina, esta planta atua como emenagogo
(Miguel, 2003) e ndo € recomendada a utilizagdo por mulheres gravidas ou lactantes,
pois em altas concentracfes pode provocar hiperemia no Utero e alta mobilidade
(acao oxitocica), podendo causar aborto. Nas doses necessérias para esse efeito,
pode ser fatal para uma mulher gravida.

R. graveolens é rica em rutina, que atua como venotdnico e protetor capilar.
A rutina auxilia na acuidade visual e trata outros problemas visuais, sendo também
usada contra edema, trombogénese, inflamacao, espasmos e hipertensao (Miguel,
2003). O oleo essencial possui propriedades espasmoliticas, anti-inflamatorias, anti-
histaminicas e vermifugas (Al-Said et al., 1990). R. graveolens também pode ser
aplicada como rubefaciente em cataplasmas para dor reumatica, luxacoes,
distensdes de tendéo, varizes e condi¢des da pele, como psoriase e eczema. Suas
propriedades amargas eupepticas a tornam indicada para distlrbios estomacais e
intestinais. Quando aplicada externamente na pele iumida sob luz solar direta, pode
causar fotosensibilidade devido as furanocumarinas, resultando em
hiperpigmentacao, inchaco, coceira e até queimaduras e bolhas (Miguel, 2003).

O odleo essencial também exerce um efeito depressivo no sistema nervoso
central. Em doses elevadas, funciona como um veneno narcético, provocando
inflamacé&o intestinal intensa, inchaco da lingua e laringe, excitacdo seguida por
cansaco, vertigem, confusdo mental, tremores, nefrite com inchaco uterino e aborto,
lesdes hepaticas e intestinais e, eventualmente, morte (Miguel, 2003). Foram
isolados de varias partes da planta varios constituintes quimicos, como alcaloides,
cumarinas, substancias volateis, terpenoides, flavonoides e furoquinolinas
(Kuzovkina et al., 2004). Além do mais, aplicacOes adicionais foram relatadas para

R. graveolens, revelando seus efeitos antioxidantes, anti-inflamatérios (Ratheesh e



40

Helen, 2007), antidiabéticos (Toserkani et al., 2011), antibacterianos, antifangicos
(Meepagala et al., 2005), antiandrogénicos (Khouri e El-Akawi, 2005), e inseticidas
(Barbosa et al., 2011), entre outros.

Os compostos fitoquimicos mais conhecidos da R. graveolens incluem
alcaloides acridénicos, cumarinas, substancias volateis, terpenoides, flavonoides e
furoquinolinas (Kuzovkina et al.,, 2004). Além disso, a existéncia de saponinas,
taninos e glicosideos também foi comprovada (Hashemi et al., 2011). Entre os
principais flavonoides ativos de R. graveolens est&o a rutina e a quercetina. A rutina
foi isolada pela primeira vez das folhas de R. graveolens (Pathak et al., 2003).

Um alto conteddo de &cidos alifaticos, alcoois e cetonas foi encontrado no
Oleo volatil de R. graveolens (lvanova et al., 2003). Os principais componentes do
Oleo essencial das partes aéreas floridas da planta incluem: 2-undecanona (33,9%),
acetato de 2-heptanol (17,5%), 1-dodecanol (11,0%), geireno (10,4%), 2-nonanona
(8,8%), 2-decanona (1,9%), geijereno (1,6%), 6xido de trans-piperitenona (1,4%),
oxido de cis-piperitenona (1,2%), 2-metil-undecanal (1,1%), 2-dodecanona (1,1%),
2-nonanol (1,1%) e elemol (1,1%) (Soleimani et al., 2009).

R. graveolens é conhecida por produzir altos niveis de furanocumarinas
lineares, principalmente psoraleno e 8-O-metoxipsoraleno (Figura 15) (Gravot et al.,
2004). Alcaloides acridénicos como rutacridona, epéxido de rutacridona e
gravacridondiol foram isolados da raiz de R. graveolens (Meepagala et al., 2005),
enquanto um alcaloide chamado graveolina foi isolado das folhas (Hale et al., 2004).
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Figura 15. Estrutura dos compostos psoraleno (1) e 8-O-metoxipsoraleno (2).
Fonte: prépria autora (2024).

A rutina (Figura 16) é o flavonoide predominante na R. graveolens, com
aproximadamente 2% (Ahmed et al.,, 2010). Nos ultimos anos, os flavonoides,
particularmente os derivados da quercetina, tém sido amplamente estudados como
componentes dietéticos. Estudos epidemioldgicos sugerem seu potencial papel na

prevencdo de doencas cardiovasculares e cancer (Hertog et al., 1992;
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Kamalakkannan e Prince, 2006). A atividade promotora de saude desses compostos
parece estar associada a sua capacidade antioxidante, especificamente na
neutralizacdo de radicais livres (Murota e Terao, 2003). A quercetina € um dos
flavonoides mais comuns, predominantemente encontrado em formas glicosidicas,
como a rutina (Murota e Terao, 2003; Havsteen, 1983). A rutina apresenta diversas
atividades farmacologicas, incluindo propriedades antibacterianas, antitumorais,
anti-inflamatérias, antidiarreicas, antiulcerosas, antimutagénicas, protetoras do
miocardio, vasodilatadoras, imunomoduladoras e hepatoprotetoras (Janbaz et al.,
2002).
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Figura 166. Estrutura do composto Rutina.
Fonte: prépria autora (2024).

As partes aéreas de R. graveolens tém sido tradicionalmente empregadas na
forma de cataplasmas para aliviar dores reuméticas (Ratheesh e Helen, 2007). Em
estudos com modelos animais, extratos etanolicos e metandlicos de R. graveolens
em concentracfes de 20 mg/kg e extrato etandlico em uma concentracao de 50
mg/kg demonstraram uma inibicéo significativa (90,9%) do edema na pata de ratos
induzido por carragenina. Este efeito foi substancialmente (p < 0,05) superior ao do
medicamento padrao Voveran, que apresentou uma inibicdo de 72,72%. O extrato
metandlico com concentracdo de 50 mg/kg apresentou uma inibicdo de 81,81%,
também superior ao medicamento padrdo. Por outro lado, 0 extrato etanolico com
dose de 20 mg/kg e as duas doses de extrato aquoso apresentaram uma menor
porcentagem de inibicdo em comparacdo com o Voveran (Ratheesh e Helen, 2007).

Os perfis antinociceptivos do extrato de R. graveolens também foram
avaliados em camundongos. A administragdo oral do extrato (200 mg/kg)

demonstrou um efeito antinociceptivo, medido por meio dos testes de reflexo caudal
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e placa quente, além de reduzir o nimero de contor¢cdes no teste de contorcdes
induzidas por acido acético. R. graveolens exibiu um efeito antinociceptivo
significativo, possivelmente mediado por receptores opioides e a2-adrenérgicos,
mas nao por receptores serotoninérgicos (Park et al., 2010).

R. graveolens € usada na Jordania como afrodisiaco e agente promotor da
fertilidade. No entanto, estudos mostraram que a administracao oral de R. graveolens
diminui a fertilidade em ratos albinos machos, regulando negativamente a fungéo
secretora dos testiculos e outros 6rgdos reprodutivos via horménios androgénicos
(Choudhary e Steinberger, 1975). O extrato pode atuar na glandula pituitaria,
aumentando hormonios controladores da espermatogénese, mas também reduzindo
0 numero de células de Leydig e seus niveis de androgénios, espermatdcitos,
espermatides e a motilidade dos espermatozoides (Khouri et al., 2005). Essa
reducdo leva a uma menor taxa de fecundacdo e numero de fetos viaveis,
possivelmente devido a interferéncia no processo de fosforilacdo oxidativa.

R. graveolens também estimula os musculos uterinos, podendo iniciar ciclos
menstruais, diminuir a fertilidade e bloquear a implantacdo de oOvulos fertilizados.
Estudos mostraram uma diminui¢cdo significativa nos foliculos primordiais, peso
ovariano, numero e diametro de corpos luteos, além de um aumento nos foliculos
graafianos atrésicos e uma reducdo nos niveis de estrogénio (Khouri et al., 2005).
Além disso, o0 extrato aquoso pode alterar os niveis hormonais sexuais e a morfologia
ovariana em camundongos fémeas imaturas, sugerindo seu potencial como
substancia antifertilidade (Nasirinezhad et al., 1997).

A infusédo de R. graveolens e seu flavonoide rutina demonstraram melhorias
significativas na toleréncia a glicose em ratos diabéticos, devido ao aumento da
concentracdo de insulina sérica e a capacidade de eliminar radicais livres,
protegendo as células B e aumentando a secreg¢ao de insulina (Ahmed et al., 2010).
Esses tratamentos também elevaram os niveis de peptideo C e reduziram os niveis
de proteinas glicadas e frutosamina seérica, indicadores importantes no rastreamento
do diabetes.

Os extratos de R. graveolens e rutina também aumentaram a captacao
periférica de glicose, tanto na presenca quanto na auséncia de insulina, sugerindo
uma agdo mimeética da insulina. Além disso, esses extratos diminuiram a absorcéo
intestinal de glicose e melhoraram a atividade das enzimas envolvidas na

glicogendlise e gliconeogénese, resultando em menor producéo de glicose hepética
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e maior captacao periférica de glicose (Ahmed et al., 2010). Esses efeitos indicam
gue R. graveolens e rutina tém um potencial significativo como agentes
antidiabéticos naturais.

R. graveolens, especialmente na forma de Ruta 6 combinada com Cas(POa4)z,
tem demonstrado efeitos promissores no tratamento de canceres cerebrais de
glioma humano. Estudos mostraram que essa combinacdo pode bloquear a
progressdo ou até mesmo regredir completamente esses canceres, com efeitos
colaterais minimos (Pathak et al., 2003). A ruta 6 € citotoxica para células
cancerigenas, causando erosao telomérica significativa, bloqueio na fase G2/M do
ciclo celular, e fragmentacao de DNA em células de glioma, levando a morte celular
preferencial (Pathak et al., 2003).

Além disso, a ruta protege células normais, como linfécitos B e T, contra danos
induzidos por H202 e néo induz aberragbes cromossémicas em ceélulas normais
(Pathak et al., 2003). A combinacdo de Ruta 6 + Cas3(POa4)2 mostrou aumentar a
afinidade de ligacdo da insulina e a captacao periférica de glicose, além de reduzir a
absorcéo intestinal de glicose (Ahmed et al., 2010). Este tratamento também reduz
significativamente os danos ao DNA e previne a mutagénese, além de melhorar a
integridade das células B pancreaticas e aumentar os niveis de insulina e peptideo
C em ratos diabéticos (Ahmed et al., 2010).

2.5 Syzygium aromaticum (L.)

Syzygium aromaticum (L.) (S. aromaticum) (Figura 17), pertencente a familia
Myrtaceae, com aproximadamente 1800 espécies, é originaria das ilhas Maluku na
Indonésia. Atualmente é cultivado em vérias regiées do mundo (Hussain et al., 2017).
Seus botdes florais secos sédo popularmente conhecidos como cravo (Figura 18).
Sdo amplamente utilizados h& séculos por suas propriedades antioxidantes e
antimicrobianas (Shan et al., 2005).

A india é atualmente o segundo maior consumidor de cravo no mundo, apos
a Indonésia (Board, 2010). A colheita do cravo em diferentes épocas e paises
assegura sua disponibilidade durante todo o ano. As arvores de cravo, que podem
viver por até 100 anos ou mais, apresentam copas variando de piramidais a
cilindricas. Elas se desenvolvem melhor em solos bem drenados e umidos, exigindo

intensa luz solar, temperaturas elevadas entre 25 e 35°C, chuvas bem distribuidas e
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umidade relativa do ar acima de 70% (Danthu et al.,, 2013). Estas arvores nao

suportam terrenos alagados (Byng, 2016).

Figura 17. Folhas e botdes florais de S. aromaticum.
Fonte: Usuério do Pinterest. [s.d.]. Disponivel em: https://www.pinterest.com/. Acesso em: 23 jul.
2024.

Figura 18. Botbes florais secos, também chamados de cravo.
Fonte: Bittershweet Lorve. [s.d.]. Disponivel em: https://bittershweetlorve.blogspot.com. Acesso em:
23 jul. 2024.

Sua ampla distribuicdo abrange as regibes tropicais e subtropicais da Asia
(Indonésia, Sri Lanka, india, Tanzania, Malasia), Madagascar, Africa e em toda a
regiao do Pacifico e oceania (Cock e Cheesman, 2018). O cravo € cultivado no Brasil,
na regido nordeste do estado da Bahia (regides de Valenca, ltuberd, Taperoa,
Camamu e Nilo) em cerca de 8000 hectares de terra (Oliveira et al., 2007).

O cravo tem sido amplamente utilizado em diversas culturas ao longo da
histéria, desempenhando papéis significativos tanto na culinaria quanto na medicina
tradicional. Em muitas sociedades, o cravo ndo é apenas uma especiaria valorizada

por seu aroma e sabor Unicos, mas também, por ser uma planta medicinal com vasta
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gama de aplicacfes terapéuticas. Os cravos sao usados ha mais de 2000 anos pelos
asiaticos. Na culinaria asiatica, especialmente na Indonésia e india, o cravo é um
ingrediente essencial em varias receitas tradicionais. Na Indonésia, por exemplo, é
usado em pratos como o rendang e diversas sopas aromaticas. Na india, o cravo é
um componente chave de misturas de especiarias como o garam masala e é
frequentemente utilizado em chas, como o chai, conferindo um sabor picante e
aquecido (Achaya, 1994).

No Oriente Médio e no Norte da Africa, o cravo € amplamente utilizado em
pratos doces e salgados, além de ser um ingrediente popular em bebidas festivas e
chas. Na Europa, o cravo tem sido usado ha séculos em receitas natalinas, como
biscoitos, bolos e vinhos quentes, destacando-se pela sua capacidade de conferir
um aroma e sabor profundos e complexos aos alimentos (Civitello, 2011).

No campo da medicina tradicional, o cravo tem uma longa histéria de uso
terapéutico. Na Ayurveda, sistema de medicina tradicional indiana, o cravo é utilizado
para tratar problemas digestivos, respiratorios e dores de dente. E conhecido por
suas propriedades carminativas, que ajudam a aliviar flatuléncia e indigestéao, além
de suas qualidades antimicrobianas e analgésicas (Lad, 2002).

Na medicina tradicional chinesa (MTC), o cravo € considerado uma erva
quente que aquece o corpo e melhora a circulagéo. E usado para tratar condicdes
como frio no estbmago, solugcos e dores abdominais. As propriedades
antibacterianas e anti-inflamatorias do cravo também s&o valorizadas na MTC, sendo
utilizado em vérias formulacdes para combater infeccdes e reduzir a inflamacéo
(Bensky et al., 2004).

No Ocidente, especialmente na medicina herbal europeia, o cravo tem sido
tradicionalmente usado para tratar dores de dente e gengivite devido as suas
propriedades anestésicas locais (Mills e Bone, 2000). O 6leo de cravo, rico em
eugenol, é aplicado diretamente nas areas afetadas para proporcionar alivio rapido
da dor (Chaieb et al., 2007). Além disso, € utilizado em xaropes para tosse e outros
remedios para aliviar sintomas respiratorios (Burt, 2004).

O cravo consiste em um botdo e um caule. Ambas as partes tém propriedades
Uteis quando consumidas cruas ou em forma processada. O 6leo de cravo é extraido
do cravo por decoccao e percolacdo (Thangaselvabai et al., 2010). Os botdes da
arvore de cravo apresentam maior interesse comercial em relagdo a outras partes.

A producao de botdes comecga cerca de quatro anos apos o plantio, e a colheita é
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feita manualmente ou com a ajuda de fito-horménios naturais na fase anterior a
floracdo (Cortés-Rojas et al., 2014). O cravo tem diversos usos, especialmente
medicinais e na perfumaria. E considerado uma especiaria com potencial para ser
usada como conservante natural em alimentos, especialmente na carne, devido as
suas propriedades antioxidantes e antimicrobianas, substituindo conservantes
guimicos (Cortés-Rojas et al., 2014; Chomchalow, 2001).

O cravo é usado para o tratamento e cura de muitas doencas. Uma das novas
aplicacdes inclui seu uso como agente larvicida para combater a dengue (Wolloway
et al., 2004). O cravo também ¢é utilizado no tratamento de disturbios digestivos,
como diarreia, nausea, flatuléncia e dispepsia. Atua como agente antibacteriano,
melhorando o sistema de defesa do corpo. Também é utilizado no tratamento de pé
de atleta, onicomicose e condi¢Bes respiratdérias como tosse, resfriado, asma,
bronquite e sinusite. O cravo demonstrou ser eficaz em carcinomas pulmonares e de
pele, além de diabetes, pois controla os niveis de glicose no sangue. A aplicacéo
topica de 6Oleo de cravo alivia cdibras musculares e dores de cabeca. Inalar seu
aroma ajuda na reducado da inquietacdo, alivia a confusdo mental, depresséo e
sonoléncia (Trongtokit et al.,, 2005). As acbes farmacolégicas do cravo sao
classificadas em varias categorias com base em sua atividade antimicrobiana, anti-
inflamatoria (Abdullah et al., 2015), antiestresse, antioxidante, antiviral (Khan et al.,
2012), hepatoprotetora (Thuwaini et al., 2016) e antinociceptiva (Daniel et al., 2009),
entre outras.

O cravo é amplamente reconhecido como uma fonte rica de moléculas
fendlicas, incluindo acidos hidroxibenzobicos, flavonoides, propanos hidroxifenil,
acidos hidroxicindmicos e eugenol (C10H1202) (Figura 19), que é a principal molécula
bioativa. Derivados do acido gélico, como taninos hidrolisaveis, também sé&o
encontrados em grandes quantidades na planta fresca (Cortés-Rojas et al., 2014,
Shan et al., 2005; Neveu et al., 2010). Além disso, o cravo contém flavonoides como
guercetina e canferol, e acidos fendlicos como acido ferulico, cafeico, elagico e

salicilico (Figura 19) (Cortés-Rojas et al., 2014).
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Figura 19. Estrutura dos compostos eugenol (1) acido ferudlico (2), &cido cafeico (3), &cido elagico
(4) e &cido salicilico (5).
Fonte: prépria autora (2024).

Os botbes florais do cravo contém de 15 a 20% de 6leo essencial, composto
principalmente por eugenol (70-85%), acetato de eugenol (15%) e B-cariofileno (5-
12%) (Pino et al., 2001). O oleo das folhas apresenta de 3 a 4,8% de 6leo essencial,
38,3 a 95,2% de eugenol, 51,2 a 1,5% de acetato de eugenol e 6,3 a 0,2% de B-
cariofileno (Al-Mijalli et al., 2023). O 6leo do caule do cravo apresenta 6% de 0Oleo
essencial, 80,2% de eugenol e 6,6% de B-cariofileno (Pino et al., 2001). O 6leo do
fruto apresenta 2% de 6leo essencial e de 50 a 55% de eugenol (Gopalakrishnan e
Narayanan, 1988). O 6leo de cravo € incolor ou amarelo palido, com um sabor e
aroma caracteristicos. A variacado no conteudo e na composicao do 6leo essencial
de cravo depende de fatores como pré-tratamentos, variedade, condicbes
agroecoldgicas e métodos de extracao (Hastuti et al., 2017).

Estudos realizados por Glilgin (2011) documentaram a eficicia antioxidante in
vitro do eugenol, destacando a relacdo entre estrutura e atividade. O eugenol facilita
a doacdo de atomos de hidrogénio e estabiliza o radical fenéxi, formando moléculas
estaveis que ndo promovem ou aumentam a oxidacdo. Além do mais, 0 composto
eugenol possui uma ligagdo da cadeia de carbono ao anel aromatico, que pode estar
envolvida na estabilizacdo do radical fendxi por ressonancia. A analise por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) revelou 36
componentes no Oleo essencial de cravo, isolados por hidrodestilacdo, como
eugenol, B-cariofileno, acetato de eugenol, hexanoato de etila, 2-heptanona, a-
humuleno, calacoreno, humulenol e calameneno (Sulaiman et al., 2020; Prachar et
al., 2006; Pawar e Thaker, 2006; Chaieb et al., 2007).
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Diversas moléculas do S. aromaticum, como canferol, biflorina, 5,7-diidroxi-2-
metilcromona-8-C-B-D-glicopiranosideo, glicosideo de acido orselinico, miricetina,
rhamnocitrina, &acido gadlico, é&cido oleandlico, &cido elagico e flavonoides
triglicosideos, foram documentadas por sua eficacia na inibicdo de patdégenos orais
(Koba et al., 2011). O extrato etandlico de S. aromaticum demonstrou alta eficacia
antioxidante e atividade hepatoprotetora em danos hepéticos induzidos por
paracetamol, possivelmente devido a estabilizacdo da membrana celular e a
recuperacdo do parénquima hepético e regeneracdo dos hepatocitos (Paarakh,
2010).

Essawi e Srour (2000) conduziram testes in vitro para avaliar a eficacia
antimicrobiana de seis extratos herbais medicinais contra quatro espécies
bacterianas, identificando Staphylococcus aureus resistente a meticilina e Bacillus
subtilis como os mais inibidos. O extrato de S. aromaticum foi o mais ativo contra
bactérias multirresistentes. Joshi et al. (2011) descobriram que S. aromaticum foi
extremamente eficaz contra Salmonella typhi. Jirovetz et al. (2006) mostraram que 0
extrato do botéo floral de S. aromaticum teve uma atividade antibacteriana notavel
contra isolados de Bacillus e Serratia marcescens. Oulkheir et al. (2017) relataram
gue o Oleo essencial de cravo produziu uma zona de inibicdo de 16 mm contra E.
coli e uma zona de inibicdo maior (20 mm) contra espécies de Salmonella, sem efeito
sobre K. pneumoniae. Haroun e Al-Kayali (2016) notaram uma boa sinergia entre o
extrato etandlico de S. aromaticum e varios antibiéticos em compara¢cdo com o
extrato aquoso contra isolados de S. aureus. Curiosamente, pesquisas anteriores
investigaram a eficacia antifiungica do eugenol e do éleo de cravo contra leveduras,
fungos filamentosos e fungos patogénicos humanos (Velluti et al., 2004; Lopez et al.,
2005; Gayoso et al., 2005; Chaieb et al., 2007) e sua atividade deve ser
caracterizada. Além disso, Nejad et al. (2017) relataram a eficacia antibacteriana de
varias moléculas bioativas naturais, como timol, eugenol, carvacrol e cinamaldeido,
contra E. coli, e observaram que o eugenol teve a menor eficacia antibacteriana,
enquanto a combinacédo de carvacrol, timol, cinamaldeido e eugenol apresentou

eficacia sinérgica (Pei et al., 2009).

2.6 Petiveria alliacea L.
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Petiveria alliacea L. (P. alliacea) (Figura 20) pertencente a familia
Phytolaccaceae, € um arbusto perene amplamente distribuido nas regides tropicais
das Américas, Caribe e Africa subsaariana (Duarte e Lopes, 2005). Essa planta é
conhecida por suas folhas alternadas e elipticas, flores bissexuais de cor variada e
frutos do tipo aquénio (Andrade, 2011; Soares et al., 2013). No Brasil, a planta &
utilizada em cerimbnias religiosas desde a época da escraviddo, sendo
popularmente chamada de "amansa senhor" devido as suas propriedades sedativas

e psicoativas (Camargo, 2007).

Figura 20. Folhas e inflorescéncia de P. alliaceae.
Fonte: TRAMIL. [s.d.]. Disponivel em: https://tramil.net. Acesso em: 23 jul. 2024.
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Na medicina indigena, P. alliacea é valorizada por suas propriedades
terapéuticas, incluindo acdes diuréticas, antiespasmaédicas, anti-inflamatorias e
antimicrobianas (Duarte e Lopes, 2005). Preparacdes dessa planta também séo
usadas no tratamento de condi¢cfes do sistema nervoso central, como convulsdes,
ansiedade e como sedativo (Gomes et al., 2005).

Nas ultimas décadas, pesquisas com modelos animais validaram muitos dos
usos tradicionais de P. alliacea, destacando a presenca de compostos como
derivados de enxofre, flavonoides e alcaloides, que possuem potencial para interagir
com o sistema nervoso central (Williams et al., 2007). No entanto, os mecanismos
de acéo especificos e o0s compostos responsaveis por essas atividades ainda néo
sao totalmente compreendidos.

Além de seus beneficios farmacoldgicos, P. alliacea também apresenta
toxicidade, com relatos de efeitos adversos no SNC e até mortes ap0s exposicao

cronica (Lima et al., 1991).
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P. alliacea €& conhecida pela presenca de compostos sulfurosos,
especialmente nas raizes. Estes compostos foram primeiramente identificados por
Adesogan (1974), que detectou a presenca de cis-3,5-difenil-1,2,4-tritiolano e
enxofre elementar. A cromatografia em coluna dos extratos das raizes revelou a
presenca de trissulfeto de dibenzila (DTS) (De Sousa et al., 1990), que até entdo era
conhecido apenas como um composto sintético.

Benevides et al. (2001) investigaram a atividade antifungica dos extratos
metanolicos de P. alliacea, destacando a atividade elevada dos extratos das raizes.
Seis fracdes bioativas resultaram deste estudo, levando a identificacdo de novos
polissulfetos, incluindo dibenzil sulfeto e benzil hidroximetil sulfeto (Figura 21). Outros
compostos identificados incluem dibenzil dissulfeto (Figura 21), dibenzil tetrasulfeto e
di(benziltritio) metano. Além disso, dois compostos ja conhecidos, di-n-propil

dissulfeto e DTS (Figura 21), foram identificados.
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Figura 21. Estrutura dos compostos dibenzil sulfeto (1), benzil hidroximetil sulfeto (2), dibenzil
dissulfeto (3), di-n-propil dissulfeto (4) e DTS (5).
Fonte: prépria autora (2024).

Kubec e Musah (2001) relataram a identificagdo de fitocompostos nédo volateis
a partir das raizes frescas de P. alliacea, isolando diastereoisdmeros do sulfoxido de
S-benzilcisteina, denominados petiveriin A e B. Derivados de S-metil-, S-etil- e S-
propilcisteina foram posteriormente identificados nas raizes, junto com quatro
tiosulfinatos (Kubec et al., 2002).

Em uma analise sensorial, Kubec et al. (2003) identificaram o (2)-
tiobenzaldeido S-0xido, responsavel pelo odor forte e lacrimogéneo caracteristico da

planta. Outros compostos como y-glutamil dipeptideos foram detectados, sugerindo
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sua funcdo como reservatorios de nitrogénio e enxofre e precursores na biossintese
de S-alqu(en)ilcisteina sulféxidos.

Estudos recentes detectaram compostos sulfurosos ndo apenas nas raizes,
mas também nos caules e folhas de P. alliacea (Hernandez et al., 2014), bem como
em extratos hidroalcodlicos das folhas (Silva et al., 2015), sugerindo uma distribuicéo
mais ampla desses compostos na planta.

Flavonoides sao encontrados principalmente nas folhas de P. alliacea.
Monache e Suarez (1992) identificaram flavanonas como 6-formil-8-metil-7-O-
metilpinocembrina, leridol e seu éter 5-O-metil (5-O-metilleridol). Fracdes de acetato
de etila do extrato das folhas continham engeletina, astilbina e miricitrina. A hidrdlise
acida do extrato das folhas produziu diidroquercetina e miricetina. Flavonoides
adicionais, como a chalcona leridal e as flavanonas petiveral e o-petiveral-4-etil,
foram também identificados (Monache et al., 1996).

Diferentes partes de P. alliacea exibem perfis fitoquimicos variados. A analise
de TLC das raizes revelou a presenca de cumarinas, mas nao alcaloides (Rocha e
Silva, 1969). Em contrapartida, estudos na Argentina detectaram alcaloides em
folhas e raizes (Bandoni et al., 1976).

De Sousa et al. (1990) isolaram pinitol e B-sitosterol das inflorescéncias,
raizes e caules, além de descreverem dois alcaloides: trans-N-metil-4-metoxiprolina
e alantoina. Lipidios e triterpenos como a-friedelinol, isoarborinol e seus derivados
também foram identificados nas folhas (Monache et al., 1996).

O oleo essencial de P. alliacea, extraido das folhas, caules, raizes e
inflorescéncias, € amarelo e possui um odor forte devido ao sulfeto de alila
(Dominguez, 1928). Estudos comparativos do 6leo essencial de raizes de diferentes
regides revelaram variagcdes na composicao volatil (Bezerra, 2006).

Andlises dos Oleos essenciais de diferentes partes da planta, de diversas
regides e em diferentes esta¢des, mostraram que 0s principais compostos incluem
benzaldeido, dibenzil dissulfeto e DTS (Kerdudo et al., 2015). Essas variacdes
dependem da origem e da estacao de coleta, destacando a diversidade fitoquimica
de P. alliacea.

P. alliacea é amplamente utilizada na América Latina para aliviar diversos
tipos de dor, incluindo dor de dente, dor de cabeca e "dor nas pernas" (Lima et al.,
1991; Albuguerque et al., 2012). A administracao intraperitoneal (i.p.) de fracdes de

acetato (FA), hexanica (FH), hidroalcodlica (FHA) e hidroalcodlica precipitada
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(FHAppt) dos extratos das raizes de P. alliacea (nas doses de 100 e 200 mg/kg)
demosntraram atenuar a dor neurogénica induzida pelo estimulo quimico com &cido
acético (0,6%, 10 ml/kg, i.p.) em camundongos fémeas Swiss (Gomes et al., 2005).

Os efeitos antinociceptivos das fracdes de P. alliacea também foram
observados no teste de formalina (formalina 1%, 20 pl, i.p.). FHA (100 e 200 mg/kg)
induziu uma inibicao significativa das respostas de dor em ambas as fases do teste:
primeira fase (51,4% e 55,4%) e segunda fase (57,9% e 97,9%) (Gomes et al., 2005).
Além disso, FH (200 mg/kg) e FHAppt (200 mg/kg) promoveram antinocicepgao
seletivamente na segunda fase do teste de formalina, de forma semelhante ao
observado para a morfina (10 mg/kg, 89,6% de inibicdo), usada como controle
positivo (Gomes et al., 2005).

Curiosamente, a administracdo subcutanea (s.c.) do antagonista dos
receptores opioides naloxona (2 mg/kg) antes do teste de formalina néo foi capaz de
prevenir os efeitos antinociceptivos de FH (200 mg/kg em ambas as fases), FHA (200
mg/kg na primeira fase) e FHAppt (200 mg/kg na segunda fase) (Gomes et al., 2005).
Esses resultados sugerem um mecanismo ndo-opioide mediando os efeitos
antinociceptivos da administracdo aguda de diferentes fracbes dos extratos das
raizes desta planta em camundongos. No entanto, deve-se enfatizar que as
ferramentas metodolbgicas utilizadas pelos autores para avaliar os efeitos
antinociceptivos (teste de contorgéo e teste de formalina) ndo sdo adequadas para
identificar um mecanismo de acéo especifico (Trevisan et al., 2014).

Como as duas fases do teste de formalina séo sensiveis a substancias de
acao central, esses resultados podem sugerir que algumas substancias presentes
nas fragcbes dos extratos das raizes de P. alliacea podem induzir antinocicep¢ao
através de outros mecanismos do SNC. No entanto, mecanismos periféricos também
podem contribuir para os diversos efeitos antinociceptivos exercidos por diferentes
fracOes de P. alliacea (Le Bars et al., 2001).

Além disso, a miricitrina, um flavonoide glicosideo também encontrado em P.
alliacea, apresenta relatos de possuir propriedades antioxidantes, analgésicas, anti-
inflamatérias e antinociceptivas (Domitrovi¢ et al., 2015). Nos dltimos anos, varios
estudos relataram os efeitos antinociceptivos desse flavonoide, os quais estao
associados, pelo menos em parte, aos seguintes mecanismos: i) inibicdo das
atividades da proteina quinase C (PKC) e PI-3 quinase, ii) diminuicdo da producao

de oxido nitrico (NO) e ativacao do fator nuclear kappa B (NFkB), iii) ativagcao da via
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da proteina Gi/0, iv) aumento do efluxo de K*, v) e diminuicdo do influxo de Ca*?
intracelular (Meotti et al., 2007). Portanto, a miricitrina pode representar um dos
muitos compostos ativos encontrados em P. alliacea responséveis pelo alivio da dor
em humanos e animais de laboratorio.

P. alliacea é tradicionalmente utilizada na medicina popular para tratar a
ansiedade, mas estudos tém mostrado resultados contraditorios. Gomes et al. (2008)
descobriram que fracdes dos extratos das raizes da planta ndo apresentaram efeitos
ansioliticos em camundongos, enquanto Blainski et al. (2010) observaram que
extratos liofilizados da planta inteira e das partes aérea induziram efeitos
ansiogénicos, mas também encontraram efeitos ansioliticos. Além disso, Audi et al.
(2001) relataram que um extrato hidroalcodlico de parte aérea de P. alliacea exerceu
efeitos ansioliticos seletivos em ratos, sugerindo que diferentes partes da planta e
preparacdes podem ter efeitos variados sobre a ansiedade.

N&o ha uma descricdo clara na literatura sobre o uso antidepressivo de P.
alliacea na medicina popular. No entanto, as folhas e raizes de P. alliacea sédo
usadas como estimulantes em varias regides do Brasil e Trinidad (Negri e Rodrigues,
2010). Disturbios depressivos apresentam sintomas como humor deprimido, perda
de interesse ou prazer, culpa ou baixa autoestima, disturbios do sono e do apetite,
baixa energia e concentracao deficiente (Who, 2023). Os antidepressivos sdo uma
classe de medicamentos que pode causar efeitos adversos e varias plantas séo
usadas na medicina popular com a justificativa de melhorar o bem-estar psicoldgico.
A busca por novos medicamentos antidepressivos derivados de plantas medicinais
tem sido o objetivo de varias investigacdes cientificas, incluindo as fracdes dos
extratos das raizes de P. alliacea.

Blainski et al. (2010) relataram os efeitos antidepressivos de extratos de P.
alliacea na inibicdo do comportamento de natacdo de camundongos Swiss machos
no teste do nado forcado. Em outro estudo, Franca et al. (2015) investigaram o0s
efeitos antidepressivos do extrato etandlico de partes aéreas de P. alliacea.
Camundongos Swiss fémeas foram tratados com o extrato (200 e 400 mg/kg, i.p.) e
avaliados no teste do nado for¢cado. O tratamento com 400 mg/kg de extrato reduziu
significativamente o tempo de imobilidade dos animais, indicando um efeito
antidepressivo. Esses achados sugerem que P. alliacea pode conter compostos

bioativos com potencial antidepressivo. No entanto, sdo necessarios mais estudos
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para identificar esses compostos e elucidar os mecanismos de a¢éo subjacentes aos
seus efeitos antidepressivos.

As folhas de P. alliacea e outras espécies classificadas como "ténico para o
cérebro” tém sido utilizadas como potencializadores de memoria e cognicdo (Negri
e Rodrigues, 2010; Rodrigues et al., 2008). Na medicina popular, preparacdes
contendo folhas e raizes de P. alliacea sdo empregadas para melhorar a memaria
(Mors, 2002). Mors foi o primeiro a relatar os efeitos do extrato da planta inteira de
P. alliacea (900 mg/km, via oral) nos processos de aprendizagem e memoria em
ratas Wistar fémeas de laboratério. Salina (0,9%, 10 ml/kg, via oral) e cafeina (10
mg/kg) foram utilizados como controles negativos e positivos, respectivamente. Ao
analisar os dados, ele descobriu que as ratas tratadas com o extrato da planta inteira
apresentaram melhora na memoéria de longo prazo, mas ndo na memoaria de curto
prazo.

Mors (2002) atribuiu esse efeito a possivel presenca de trissulfeto de dibenzila
(DTS) no extrato de P. alliacea. Esse componente quimico aumenta a
hiperfosforilacdo da quinase ativada por mitdgeno induzida por fator de crescimento
(MAPK) (ERK1 e ERK2), um mecanismo critico associado a melhora da memdéria de
longo prazo e ao crescimento neuronal (Williams et al., 2007).

Considerando o uso tradicional da planta (folhas e raizes) para melhorar a
memodria, Silva et al. (2015) realizaram um estudo para investigar os possiveis efeitos
do extrato hidroalcodlico das folhas de P. alliacea (EHFPa) na aprendizagem e
memoria de ratos Wistar machos e fémeas. Os animais foram tratados agudamente
com EHFPa (900 mg/kg, via oral), cafeina (10 mg/kg, i.p.) ou salina (0,9%, 10 ml/kg,
via oral) e submetidos aos testes de esquiva inibitéria de passo e labirinto aquético
de Morris. Os resultados obtidos em ambos os testes confirmaram os efeitos
positivos de EHFPa na memaria de longo prazo. Esses efeitos foram atribuidos aos
constituintes quimicos do extrato, como flavonoides, esteroides, triterpenos, DTS,
tiossulfatos e polissulfetos. Esses resultados também identificam substancias
conhecidas por terem um efeito positivo na fungéo cognitiva (Kubec e Musah, 2001;
Williams et al., 2007; Kennedy e Wightman, 2011).

2.7 Allium sativum L.
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Allium sativum L. (A. sativum), comumente conhecido como alho (Figura 22),
€ uma planta pertencente a familia Amaryllidaceae. Originaria do continente asiatico,
o alho é também extensivamente cultivado em regiées como Egito, México, China e
Europa. Todas as partes do A. sativum, incluindo bulbos, folhas, dentes e flores, s&o
empregadas na preparacdo de misturas e decoccdes para tratar diversas
enfermidades. Além disso, o alho é uma especiaria comum e um aditivo alimentar
muito utilizado. Pesquisas sobre sua fitoquimica destacam que compostos
sulfurados, como a alicina, sédo seus principais componentes ativos. A alicina (dialil-
ditiosulfinato) é o alcaloide mais relevante, sendo a principal responsavel pelos
efeitos benéficos do alho. Outros compostos sulfurados presentes no A. sativum
incluem o dissulfeto de dialil, o trissulfeto de dialil e a S-alilcisteina, todos com
variadas propriedades farmacolégicas (Subroto et al., 2021).

Figura 22. Bulbos de A. sativum.
Fonte: Tsammalex. [s.d.]. Disponivel em: https://tsammalex.clld.org. Acesso em: 23 jul. 2024.

A. sativum é uma planta herbacea perene e de grande porte, com caules
floridos que podem atingir até 1 metro de altura. As folhas séo lineares, achatadas e
robustas, medindo aproximadamente 1,25 a 2,5 cm de comprimento, com pontas
afiadas. As flores, que variam de violeta a flcsia, desabrocham no Hemisfério Norte
durante as monc¢des. Folhas finas ao redor do bulbo perfumado envolvem uma
bainha interna que contém os dentes, com cada bulbo contendo entre 10 e 20 dentes
e o0 bulbo é a parte principal utilizada para tratar varias doencas (Subroto et al., 2021).

Os bulbos de A. sativum contém diversos compostos bioativos, muitos deles
ricos em enxofre, como os tiossulfinatos (alicina), sulfetos [dissulfeto de dialil
(DADS)], vinilditiinas (2-vinil-(4H)-1,3-ditiina, 3-vinil-(4H)-1,2-ditiina), ajoenos (E-
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ajoeno e Z-ajoeno), e trissulfeto de dialil (DATS) (Figura 23), que juntos representam
até 82% do teor total de enxofre no alho. Alicina, S-metil cisteina sulféxido (MCSO)
e S-propilcisteina sulféxido (PCSO) sdo os principais compostos, sendo a alicina o
sulféxido de cisteina predominante. Quando a alicina, MCSO e PCSO sé&o
metabolizados por varias enzimas, produzem moléculas adicionais, como
tiossulfinatos de alilo metano, metanoetiossulfonato de metila e outros tiossulfinatos
(Al-Snafi, 2013; El-Saber Batiha et al., 2020).
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Figura 23. Estrutura quimica dos compostos alicina (1), sulfetos dissulfeto de dialil (2), E-ajoeno (3),
Z-ajoeno (4), e trissulfeto de dialil (5).
Fonte: prépria autora (2024).

Seus beneficios medicinais foram registrados em textos sanscritos com cerca
de 5.000 anos de idade e mencionados pela primeira vez na MTC ha pelo menos
3.000 anos (Londhe, 2011). Atualmente, o alho é cultivado em quase todas as
regidbes do mundo e conta com mais de 300 variedades conhecidas (Majewski,
2014)).

Esta planta é utilizada no tratamento de febre, tosse e é aplicado topicamente
para combater sarna, embranquecimento dos cabelos e eczema, além de ser eficaz
contra inflamagdes do tétano e pulmdes (Qiu et al., 2022). No Paquistdo, o extrato
da planta é ingerido para tratar doencgas estomacais, problemas respiratorios e febre.
Em regibes como Nepal, Oriente Médio e Leste Asiatico, o alho é empregado no
tratamento de febres, reumatismo, disturbios hepaticos, diabetes, coélicas, vermes
intestinais, disenteria, flatuléncia, tuberculose, pressédo alta, paralisia facial e

bronquite. Na Africa, o A. sativum tem sido reconhecido por suas propriedades
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antibidticas, antivirais, hipolipidémicas, hipoglicémicas e antitrombadticas (Qiu et al.,
2022; Bhatwalkar et al., 2021).

Estudos demonstram que extratos de alho envelhecido e n&o envelhecido
exibem distintos efeitos antioxidantes e capacidade quelante de Fe?* (Jang et al.,
2018). Compostos de alho monobulbo mostraram maior atividade antioxidante e
resisténcia a hepatotoxicidade oxidativa comparados aos de multibulbos (Naji et al.,
2017).

Extratos fermentados de alho, produzidos por bactérias do &acido latico,
mostraram proteger contra danos hepaticos agudos induzidos por paracetamol em
roedores, reduzindo o estresse oxidativo e regulando mecanismos de morte celular.
Além disso, compostos de alho demonstraram proteger o figado de peroxidacao
induzida por etanol e outras toxinas, mantendo niveis normais de enzimas hepéticas
e indicadores metabdlicos (Lee et al., 2016). A combinacdo de alho com &cido
ascorbico mostrou-se eficaz contra a toxicidade induzida por cadmio, reduzindo o
estresse oxidativo e danos ao DNA (Kaur e Sharma, 2015).

Extratos de alho e alicina exibiram efeitos anti-inflamatérios significativos em
diversos modelos, incluindo a reducéo da producédo de Oxido nitrico, prostaglandina
E, TNF-a e interleucina-1 (Morihara et al., 2017). Extratos de alho envelhecido
inibiram respostas inflamatérias em modelos murinos, suprimindo a sintese de
citocinas pro-inflamatorias. O linoleato de etila (ELA), isolado do alho, demonstrou
suprimir a sintese de INOS e COX-2, reduzindo a inflamacé&o (Park et al., 2014).

Extratos de alho fermentado mostraram reduzir a pressao arterial e melhorar
a funcédo cardiovascular em modelos animais (Takashima et al., 2017). Além disso,
o alho reduziu niveis de colesterol total, LDL, HDL e glicemia, melhorando a fungéo
endotelial e reduzindo a hipertenséo arterial pulmonar (Park et al., 2017). Estudos
indicam que extratos alcodlicos e aquosos de alho reduzem o crescimento de
tumores em modelos animais e inibem a proliferagdo de células cancerigenas
humanas (Jikihara et al., 2015). Compostos como o trissulfeto de dialil (DATS)
induziram apoptose em células de cancer gastrico e melhoraram a resposta
imunoldgica. A alicina, um composto do alho, mostrou-se eficaz contra o cancer
gastrico, interrompendo o ciclo celular e induzindo apoptose em células tumorais
(Jiang et al., 2017). A alicina demonstrou inibir a tumorigénese gastrica e induzir
danos ao DNA em células cancerigenas, ativando vias apoptoticas e de estresse

oxidativo. Ela atua interrompendo o ciclo celular durante a fase G2/M e promovendo
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a apoptose em células tumorais, sem afetar as células normais do estbmago (Luo et
al., 2016).

Vérias investigacbes estdo em andamento ao redor do mundo para
desenvolver formulacdes de alho eficientes e sem odor, além de identificar
constituintes bioativos com potencial valor medicinal. No entanto, a extracéo,
producédo, propriedades moleculares, fisico-quimicas e estruturais, bem como as
relacdes estrutura-atividade dos compostos de alho, estdo além do escopo desta
revisdo. Os processos metabolicos dos constituintes do alho consumidos (como
alimento ou suplemento) e seus mecanismos de acdo em humanos saudaveis nao
foram bem detalhados. Além disso, as relacBes entre estrutura e bioatividade

permanecem obscuras em muitos aspectos farmacologicos (Tudu et al., 2022).

2.8 Ferramentas utilizadas

2.8.1 Cromatografia liquida acoplada a Espectrometria de Massas (LC-MS)

A cromatografia liquida é a técnica de separacao analitica mais amplamente
utilizada. Sua popularidade deve-se a sua sensibilidade, facil adaptacdo para
determinacdes quantitativas precisas, simplicidade de automacao, adequacédo para
a separacao de espécies volateis, sejam elas termicamente frageis ou ndo, e, acima
de tudo, sua ampla aplicabilidade a substancias importantes para a industria (Skoog,
Holler e Crouch, 2007). Fraige (2012) define a cromatografia como um método fisico
de separacdo no qual os componentes a serem separados sao distribuidos
seletivamente entre duas fases imisciveis: uma fase mével e uma fase estacionaria.
Um sistema de cromatografia € composto basicamente por uma bomba de alta
pressdo para eluicdo da fase mdvel, um injetor, uma coluna cromatografica, um
detector e um sistema de aquisi¢do de dados.

Ja a espectrometria de massas (EM) é definida como uma técnica
extensivamente aplicavel a diversos instrumentos analiticos, uma vez que pode
fornecer informagBes sobre a composicdo quimica e molecular de estruturas
inorganicas, organicas e bioldgicas; a composicdo qualitativa e quantitativa de
misturas complexas, a estrutura e composicéo de superficies solidas, e proporcdes
de is6topos de atomos em amostras (Skoog, Holler e Crouch, 2007). Nos estudos de

metabolémica que utilizam a espectrometria de massas, existem duas etapas
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cruciais: a ionizacdo dos metabdlitos e a separacdo dos ions pelo analisador de
massas. Para a separacao dos ions, podem-se usar instrumentos de alta e baixa
resolugéo.

Neste trabalho, o analisador utilizado foi um Quadrupolo acoplado a um
analisador de Tempo-de-Voo (QTOF). O nucleo de um instrumento quadrupolo
consiste em quatro hastes cilindricas paralelas (originalmente hiperbdlicas) que
atuam como eletrodos. Hastes opostas séo eletricamente conectadas, com um par
ligado ao terminal positivo de uma fonte de energia variavel e o outro par ao terminal
negativo (Skoog, Holler e Crouch, 2007). Em instrumentos TOF, o0s ions que entram
no tubo devem ter a mesma energia cinética; suas velocidades variam inversamente
em relacdo as suas massas, com as particulas mais leves alcancando o detector
antes das mais pesadas. (Skoog, Holler e Crouch, 2007).

Existem diversas técnicas analiticas utilizadas em estudos de metabolémica.
A ressonancia magnética nuclear, por exemplo, desempenha um papel crucial na
determinacdo estrutural de metabdlitos. Contudo, a EM tem se destacado
amplamente nesta area de pesquisa, especialmente na quimica de produtos
naturais, por permitir a analise de misturas complexas contendo substancias com
diferentes caracteristicas fisico-quimicas (Yang et al., 2013; Soares et al., 2015). A
técnica oferece flexibilidade para ser acoplada a métodos cromatograficos (Lisec et
al., 2006) e é capaz de detectar metabdlitos em baixas concentragdes gracas a sua
alta sensibilidade (Zhang, Sun e Wang, 2018). Além disso, a EM requer quantidades
muito pequenas de amostra (menos de 1 mg de extrato), o que reduz a quantidade
de material necessario e permite o uso de volumes minimos de solventes para
extracdo e andlise. Devido a essa economia no uso de solventes, a EM é
considerada uma técnica analitica "verde" (Molina-Diaz et al., 2019).

2.8.2 Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS)

A quimica de produtos naturais voltada para as ciéncias 6micas, ou para a
compreensao de eventos multifatoriais, tem explorado a andlise estatistica,
bioinformética e quimiometria como métodos alternativos para organizar, armazenatr,
mapear e examinar conjuntos de dados complexos com rapidez e precisdo (Fox
Ramos et al., 2019). A analise por redes moleculares emerge nesse contexto como

uma ferramenta eficaz para organizar e visualizar grandes volumes de dados (Pilon
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et al.,, 2019). Baseando-se em dados espectrais, a rede molecular facilita a
identificacdo de padrdes entre diferentes conjuntos de amostras. Isso permite
reconhecer classes metabdlicas, grupos substituintes e fungBes organicas em
estruturas complexas de produtos naturais (18-28).

A plataforma GNPS (Global Natural Products Social Molecular Networking),
uma ferramenta online e gratuita, € destaque na organizacdo e analise de dados de
espectrometria de massas, permitindo a anotacdo de compostos conhecidos e a
descoberta de novos produtos bioativos (Figura 24). O GNPS utiliza a similaridade
espectral para criar redes que ajudam a identificar classes metabdlicas e funcdes
organicas, sendo uma ferramenta valiosa para a pesquisa de produtos naturais no
século XXI (Wang et al., 2016; Aron et al., 2020).
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Figura 24. Esquema ilustrativo da estrutura da plataforma GNPS.
Fonte: Pilon et al., 2021

A plataforma GNPS é projetada para a analise de grandes conjuntos de dados
de espectrometria de massas, utilizando ions fragmentados. Esses dados podem ser
obtidos através de aquisicdo dependente de dados (DDA), que envolve o isolamento
prévio de ions, ou aquisicdo independente de dados (DIA), sem isolamento prévio
dos ions precursores. Diversas técnicas de ioniza¢cdo, como ESI, APCI, MALDI e El,
e métodos de fragmentacdo, como CID, HCD e ETD, podem ser usados para criar
redes moleculares. No entanto, as informacgdes de espectrometria de massa de uma

substancia podem variar significativamente dependendo da técnica utilizada,
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dificultando a analise uniforme de um conjunto de amostras com diferentes
protocolos e instrumentos (Guaratini et al., 2005).

Os algoritmos do GNPS organizam cada espectro adquirido, classificando-os
com base em um valor de similaridade calculado pelo cosseno entre 0s espectros
das amostras ou entre as amostras e 0s espectros de referéncia nos bancos de
dados. Agrupamentos espectrais sdo gerados a partir de um valor de cosseno pré-
estabelecido, com conexdes estabelecidas entre espectros que possuam
similaridade de cosseno igual ou superior ao valor limite. Cada substancia pode ter
multiplos espectros devido a varias fragmentacdes, sendo necessario um
agrupamento de ions para formar um espectro consenso, representado por um nodo
na rede molecular (Gaudéncio e Pereira, 2015; Wang et al., 2016; Aron et al., 2020).

Os nodos sdo anotados utilizando bibliotecas de compostos, considerando
critérios de pareamento espectral, niumero minimo de picos compartilhados e
maximizacao da similaridade do cosseno, ou sejam, medida utilizada para quantificar
gquéo semelhantes sdo dois espectros de massas, sendo assim, dois perfis de
fragmentacdo de ions obtidos na espectrometria de massas. O valor de cosseno
varia de 0 a 1 e quando mais préximo de 1 mais semelhantes ou relacionados sdos
0S espectros.

. Arepresentacédo das redes permite uma interpretacao intuitiva da informacéao
guimica, associando compostos analogos e suas particularidades quimicas (Wang
et al., 2016; Aron et al., 2020; Watrous et al., 2012).

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o perfil quimico dos extratos de Petiveria alliacea L, Eucalyptus

globulus Labill, Ruta graveolens L., e Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L. M. Perry

e Allium sativum L., utilizando redes moleculares.

3.2 Objetivos especificos
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e Obtencédo do perfil quimico através das andlises por UPLC-ESI-QQTOF-
MS/MS.

e Ultilizar técnicas de espectrometria de massas para identificar os compostos
presentes nas plantas estudadas.

e Realizar a anotacdo de compostos utilizando redes moleculares e a
plataforma GNPS.

4. METODOLOGIA

4.1 Obtencédo do material vegetal

Foram realizadas duas etapas distintas para a obtencéo das plantas utilizadas
neste estudo. Inicialmente, adquirimos material vegetais ja secos, disponivel para
consumo na forma de cha (flores secas de S. aromaticum). Em uma segunda etapa,
coletamos quatro tipos de material vegetal, em sua forma in natura. Esses materiais
consistiram em folhas de E. globulus, folhas de P.alliaceae, casca do bulbo de A.
sativum, caule e folhas de R. graveolens.

4.2 Extracdo de metabdlitos dos materiais vegetais

Foram adotados os protocolos de extracdo conforme descritos por Gachet et
al. (2017), com modificacbes especificas. O etanol (EtOH) foi escolhido como
solvente extrator. Os materiais vegetais obtidos frescos, foram secos utilizando
nitrogénio liquido e moidos com o moedor analitico basico A 11. A proporcéo adotada
foi de 1 g de material vegetal para cada 10 mL de solvente. Em seguida, foi realizada
a extracado com ajuda de ultrassom.

Para cada amostra, foram utilizados os seguintes pesos de material vegetal e

volumes de solvente:

Tabela 1. Materiais e solventes.

Espécie Parte utilizada Massa vegetal (g) EtOH (mL)
S. aromaticum Flores 1,576 15,76
P. alliaceae Folhas 1,779 17,79

A. sativum Casca do bulbo 1,092 10,92
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E. globulus Folhas 1,126 11,26
R. graveolens Caule 1,031 10,31
R. graveolens Folhas 1,074 10,74

Fonte: prépria autora (2024).

Apos a filtragem das solucdes, foram obtidas fraces etandlicas, as quais foram
deixadas em repouso durante a noite para permitir a evaporacéao dos solventes. Em
seguida, os extratos foram ressuspendidos com EtOH secos novamente e entao as
amostras foram armazenadas em temperatura ambiente para a proxima etapa do

processo.

Tabela 2. Peso dos extratos apés a extracdo com EtOH.

Amostras EtOH
Alho 9,8 mg
Arruda (folhas) 38,1 mg
Arruda (caule) 17,6 mg
Eucalipto 62,1 mg
Erva-guiné 28,5 mg

Fonte: prépria autora (2024).

4.4 Clean-up dos extratos etandlicos

O clean-up foi realizado com o objetivo de remover interferentes, como
lipidios, proteinas, pigmentos e outras impurezas presentes nas amostras. Essa
etapa é crucial para aprimorar o desempenho e a sensibilidade da analise por LC-
MS, possibilitando a identificacdo e quantificacdo mais precisa dos compostos de
interesse.

Para a realizacdo, empregou-se um cartucho contendo uma fase C18
composta por uma matriz solida de silica funcionalizada com uma cadeia carbonica
octadecila (C18), conhecida por sua caracteristica apolar e afinidade por compostos
hidrofébicos. Durante o processo de purificacdo, as amostras foram aplicadas ao
cartucho C18, resultando na retencdo dos compostos hidrofobicos, enquanto os
compostos mais polares atravessaram o0 cartucho. Em seguida, os compostos

retidos foram eluidos do cartucho utilizando metanol (MeOH), um solvente adequado
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gue interage de forma reduzida com a fase C18. Essa etapa conduziu a limpeza de
interferentes dos compostos de interesse.

O processo de limpeza dos interferentes foi iniciado pela ativagao do cartucho
com 3 mL de MeOH, seguido pela aplicagdo sequencial de 500 yL da amostra e 1
mL de MeOH até que o cartucho atingisse sua capacidade maxima. Esse
procedimento foi padronizado para todas as amostras, e 0s extratos resultantes
foram armazenados para a préxima etapa do processo. ApGs o processo de limpeza,
os extratos foram diluidos em uma solu¢cdo de MeOH e agua, na proporcao de 1
mg/mL. O processo pode ser visualizado na Figura 25. Em seguida, foram
submetidos a centrifugacdo e armazenados em frascos de vidro de 2 mL, sendo

posteriormente encaminhados para analise por LC-MS.

6x Vi 6x Vi Ax Vm 6X Vi
100% MeOH 95:05 MeOH/H:0 Amostra 95:05 MeOH/H:0 100% MeOH
(5ml) (5ml) (3ml) (5ml)

1 r i 1 )i

Figura 25. Esquema do processo de Clean-up dos extratos etandlicos utilizando um cartucho C18.
Fonte: prépria autora (2024).

4.5 Técnicas para analise do perfil quimico

4.5.1 Cromatografia Liquida acoplada a um Espectrémetro de Massas de alta
resolucéo (UPLC-ESI-QqTOF-MS/MS)

Para a andlise dos extratos por LC-MS de alta resolucdo foi utilizado um
cromatégrafo Waters equipado com uma coluna C18 Acquity UPLC® HSST3.
Coluna de LC:



e Coluna: C18 Acquity UPLC® HSST3

e Dimensdes: 100 x 2,1 mm

e Tamanho das Particulas: 1,8 um

e Diametro do Poro: 100 A

Fases Moveis:

e Fase A: H,O acidificado com 0,1% v/v de acido formico
e Fase B: ACN (Acetonitrila) acidificado com 0,1% v/v de acido férmico
Condicdes de Eluicao:

e Gradiente A: 5% a 100% ACN - 25 min

e Gradiente B: 100% ACN - min para limpeza da coluna
Taxa de Fluxo:

e Vazdao (Flow Rate): 500 pL/min

Temperatura da Coluna:

e Forno: 40°C

Deteccéo:

e Detector: DAD (Detector de Arranjo de Diodos)

e Faixa de Deteccao: 210 - 800 nm

e Frequéncia de Aquisi¢ao: 20 Hz

Parametros de Espectrometria de Massas (MS)

e Modo: Positivo e Negativo

e Faixa de m/z: 100 - 1500

Fonte de lonizagao:

e Temperatura da Fonte: 100°C

e Potencial do Capilar de Eletrospray: 2,5 kV

e Potencial do Cone de Transferéncia: 40 V

e Gas de Dessolvatacgao:

e Gas: N, (Nitrogénio)

e Fluxo: 800 L/h

e Temperatura: 350°C

Experimentos de MS/MS

e Espectros de Massas Baixas: Rampa de potencial de 20 - 40 eV
e Espectros de Massas Altas: Rampa de potencial de 60 - 80 eV
Referéncia de Massa:

65
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e Composto de Referéncia: Leucina-encefalina
e Correcdo de m/z: Utilizacdo de leucina-encefalina para correcdo dos
valores experimentais de m/z

e Concentragao da Solugao: 200 pg/uL

¢ Infusdo Continua: Através do capilar secundario de eletrospray

e Vazao de Infusado: 5 yL/min

e Potencial do Capilar Secundério de ESI: 0,5 kV

Monitoramento da Razdo m/z: Realizado a uma energia de colisdo de 4 eV a
cada 10 segundos

4.6 Pré-processamento dos dados utilizando MZmine 2.53

Os espectros adquiridos por LC-MS/MS de alta resolucédo foram tratados com
o software MZmine 2.53.

Para deteccao de massas utilizou-se 0s seguintes parametros:
MS nivel 1:
e Tamanho minimo do grupo em numero de varreduras: 3
e Limite de intensidade do grupo: 1.0E3
¢ Intensidade mais alta minima: 1.0E3
e Tolerancia m/z: 0 m/z ou 20 ppm
MS nivel 2:
e Tamanho minimo do grupo em numero de varreduras: 3
e Limite de intensidade do grupo: 1.0E3
e Intensidade mais alta minima: 1.0E3
e Tolerancia m/z: 0 m/z ou 20 ppm
Construcao de cromatograma (deteccao de recursos de LC-MS parte 1):
e ADAP Chromatogram Builder (Myers et al., 2017)
Para a deconvolugdo do cromatograma (deteccéo de recursos de LC-MS
parte 2), utilizou-se o seguinte algoritmo e parametros:
e Algoritmo: Wavelets (ADAP)
e Calculo do centro m/z: Mediana

¢ Intervalo m/z para pareamento de varreduras MS2 (Da): 0.02
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Intervalo de tempo de retencao para pareamento de varreduras MS2 (min):
0.02

Listas de Recursos

Os parametros para todas as listas de recursos foram:
Limite de sinal/ruido (S/N): 10

Estimador de S/N: Intensidade na janela SN

Altura minima do recurso: 10

Limite do coeficiente/area: 110

Intervalo de duracéo do pico: 0.00 — 10.00

Intervalo de wavelet de tempo de retencéo: 0.0 — 0.10

Para o agrupamento de is6topos, os parametros utilizados foram:

Tolerancia m/z: 0 m/z ou 20 ppm
Tolerancia de tempo de retencdo: 0.1 min (Absoluto)
Carga maxima: 1

Is6topo representativo: Mais intenso

Para a ordenacao dos dados brutos, os parametros definidos foram:

Tolerancia m/z: 0 m/z ou 20 ppm
Peso param/z: 1
Tolerancia de tempo de retencédo: 0.1 min (Absoluto)

Peso para tempo de retencéo (RT): 1

Ao final, houve a exportacdo dos dados (.csv) para o GNPS.

4.7 Feature Based Molecular Networking (FBMN)

Este modo de construcdo de rede, FBMN, introduz uma etapa adicional antes

da construcéao da rede (MZmine), onde as caracteristicas (features) sao extraidas

dos dados de espectrometria. As features incluem informagdes como massa, tempo

de retencdo e intensidade. Essas features sdo entdo alinhadas e agrupadas,

permitindo uma analise mais refinada e precisa. O FBMN considera tanto a

similaridade dos espectros de fragmentacdo quanto a proximidade das features em

termos de massa e tempo de retencao, resultando em redes moleculares mais
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robustas e detalhadas. O FBMN também facilita a integracéo de dados quantitativos,
melhorando a capacidade de comparar amostras e identificar variagdes nos perfis
metabdlicos (Nothias et al., 2020).

4.8 Redes Moleculares (GNPS)
As MN foram construidas utilizando o fluxo de trabalho online disponivel no site

do GNPS (https://ccms-ucsd.github.io/GNPSDocumentation/) no site GNPS

(http://gnps.ucsd.edu). Os dados foram filtrados para remover ions fragmentarios de

MS/MS dentro de +/- 17 Da da m/z do precursor. Apenas 0s 6 principais ions
fragmentarios em uma janela de +/- 50 Da foram selecionados em cada espectro. A
tolerancia de massa para o ion precursor foi definida em 2,0 Da e para ions
fragmentarios de MS/MS em 0,5 Da. A rede criada manteve arestas com pontuacao
de cosseno acima de 0,7 e mais de 6 picos correspondentes, e somente 0s nés que
apareciam entre os 10 mais similares foram considerados. O tamanho maximo de
uma familia molecular foi limitado a 100, e as arestas com pontua¢do mais baixa
foram removidas até que o limite fosse atingido. Os espectros da rede foram
comparados com as bibliotecas espectrais do GNPS, aplicando os mesmos critérios
de filtragem aos espectros da biblioteca. Todas as correspondéncias mantidas
exigiam uma pontuacao acima de 0,7 e pelo menos 6 picos correspondentes. (Wang
et al., 2016)

Posteriormente as MN foram exportadas e visualizadas utilizando o software

Cytoscape 3.8.2.

5. RESULTADOS

5.1. Resultado das redes moleculares (GNPS) geradas a partir dos dados de
MS/MS obtidos por UPLC-ESI-QqTOF-MS/MS seguindo o fluxo de trabalho de
FBMN

A utilizacdo de redes moleculares como uma estratégia para organizar 0os
espectros de fragmentacao abriu varias oportunidades para visualizar esses dados
e identificar compostos de maneira mais eficiente do que os métodos tradicionais

(Fox-Ramos et al., 2019). Rede molecular organiza os espectros em clusters
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(grupos) com base na similaridade espectral, utilizando a pontuacéo de cosseno para
comparar e revelar espectros quase idénticos. Recentemente, essa metodologia foi
aprimorada com a introdugéao do Spec2Vec, que, em vez de usar um vetor, baseia-
se em linguagens naturais. Nesse método, o algoritmo processa e aprende as
relacbes dos picos dos espectros com base na frequéncia de ocorréncia (Huber et
al., 2021).

Em uma rede molecular, cada nd representa um espectro e cada aresta
conecta 0s espectros com base em sua similaridade, permitindo a visualizagéo de
classes de estruturas quimicas e a identificacdo de analogias entre os ions
detectados. A organizacdo dos espectros por similaridade, que revela as familias
estruturais nas redes moleculares, tem se mostrado uma ferramenta mais eficiente
para a identificacdo de compostos ja conhecidos e a descoberta de novos produtos
naturais, em comparac¢ao com os metodos tradicionais de identificacdo de estruturas
guimicas (Pilon et al., 2021). Uma vez identificada a estrutura quimica em um no, é
possivel propagar essa identificacdo para os nés vizinhos dentro do cluster.

A identificacdo de compostos na rede molecular pode ser feita através de
varias abordagens (Fox-Ramos et al., 2019). Atualmente, a comparacdo de
espectros com bancos de dados espectrais facilita a anotacao rapida de compostos
e a obtencéo de um perfil preliminar compativel com estudos metabolémicos. Além
disso, a anotacdo automéatica de compostos permite a andlise de dados que antes
eram subutilizados ou descartados devido a complexidade e ao grande volume de
espectros gerados (Allard et al., 2016; Quinn et al., 2017).

Neste trabalho, utilizou-se redes moleculares de modo positivo e negativo de
analise, para obter um panorama geral dos compostos presentes nos extratos das
espécies selecionadas. Os dados de MS/MS obtidos por UPLC-ESI-QqTOF-MS/MS
foram utilizados como entrada na plataforma GNPS para a criacdo da rede
molecular, seguindo o fluxo de trabalho da FBMN (Nothias et al., 2020). As redes
moleculares resultantes agruparam os 16 features em 1,419 clusters no modo
negativo (Figura 26) e 20 features em 448 clusters no modo positivo (Figura 27).
Em seguida, procedemos com a anotagcdo dos compostos nas redes moleculares,

podendo ser visualizado na tabela 3.
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Figura 26. Esquema do processo de Clean-up dos extratos etandlicos utilizando um cartucho C18.

Fonte: prépria autora (2024).
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Figura 27. Molecular networking gerado a partir de dados de MS/MS seguindo o fluxo de trabalho

de Feature Based Molecular Networking na plataforma GNPS em modo positivo e organizados

utilizando o software Cytoscape.
Fonte: prépria autora (2024).
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No modo positivo, a rede molecular possibilitou a anotacdo de 9 compostos
(Tabela 3). Entre eles, quatro compostos sdo da classe quimica de
furanocumarinas, dois de alcaloides de acridona, dois de alcaloides de quinolina e
um derivado de clorofila.
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Tabela 3. Resultado das andlises de dados MS/MS (modo positivo e negativo) dos extratos brutos
das plantas Syzygium aromaticum, Petiveria alliaceae L., Ruta graveolens L., Eucalyptus globulus,

Allium sativum L., Dorstenia brasiliensis na plataforma GNPS modo Feature Based Molecular

Network.
Anotacdes TR/min Massa experimental ESI - MS/MS Presente
(m/z) em
Modo positivo
Skimmianina 5,25 260,0918 245,07; 227,06; 199,06; 184,04 Rg, Pa
y -fagarine 5,37 230,0814 215,06; 200,03; 186,06; 172,04 Rg
Xantotoxina 5,71 217,0498 202,03; 174,03; 146,03; 118,04 Rg
Isopscilina 5,74 247,0600 189,02; 161,02; 133,03; 105,03 Rg
Arborinina 6,24 286,1075 197,08; 182,06; 168,08 Rg e As
Alcool rutamarin 7,17 315,1591 273,1120; 259,0966; 255,1013; 241,0860 Rg
Quinolactacina A 3,89 271,1442 130,07; 159,07; 185,07; 199,05; 214,07 Eg
Chalepensina 7,98 255,1017 171,04, 128,06; 115,05 Rg
As, Rg,
Feoforbide A 10,5 593,2770 533,26; 505,23; 460,23 Pa, Eg,
Sa
Modo negativo
Acido neoclorogénico 2,09 353, 0863 191,05; 163,04; 119,05 Rg, Eg
Isorhainetina-3-O- 3,69 477,1034 314,04; 271,02; 243,02 285,04 As, Pa
glicosideo
3,7-Di-O-metilquercetina 4,55 329,0654 314,03; 299,01, 285,03; 271,02 Sa
Luteolina 2,81 285,0393 287,02; 285,04;241,05; 175,04; 151,01 Sa
3 6-Disinapoilsacarose 0,40 753,2247 547,1682; 367,1046; 325,0886; 295,0826; 205,0483; Rg
190,0345
Acido 3-p-cumaroilquinico 2,42 337,0913 119,0527; 163,0387; 191,0534; 337,0904 Eg

Rg — R. graveolens, As — A. sativum, Pa — P. alliaceae, Sa — S. aromaticum, Eg — E. globulus e TR-
Tempo de Retencao

Fonte: propria autora (2024).
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O ion de m/z 260,0918 teve correspondéncia espectral com o0 composto
skimianina na plataforma GNPS e um cosseno de 0,97. A fragmentacdo dos ions
principais m/z 245,0676; m/z 227,0582; m/z 199,0621, m/z 184,0384 e m/z 156,0438
(Figura 28) também indicam que este composto pode ser skimianina (Huang et al.,
2017). Sua fragmentacao é discutida na Figura 29 e reforcada.

Skimianina € um alcaloide furoquinolina encontrado em plantas da familia
Rutaceae e ja foi isolado de R. graveolens (Ratheesh; Sindhu e Helen, 2013). Diversas
investigacdes bioldégicas demonstraram que este composto possui variadas atividades
farmacoldgicas in vitro e in vivo, como atividades antimicrobianas, antiparasitarias,
inseticidas, antiplaquetarias, antidiabéticas, analgésicas, inibidoras de colinesterase e
cardiovasculares, principalmente em termos de atividades citotoxicas e anti-

inflamatérias (Son, 2023).

m/z 260, 0918

184 04

| ‘

—ee 109,06

Figura 28. Espectro de correspondéncia obtido na plataforma GNPS, indicando que o ion de m/z
260,0918 pode ser o composto Skimianina e sua estrutura.
Fonte: prépria autora (2024).
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Figura 29. Proposta de fragmentag&o do ion m/z 260,0918.

Fonte: Prépria autora (2024).

Ja o ion de m/z 230,0814 apresentou quatro picos que foram correlacionados
com o composto gama-fagarina, bem como um cosseno 0,83 e seu espectro pode ser
visualizado na Figura 30. Os ions fragmentos caracteristicos de maior intensidade
derivados de gama-fagarina apresentam m/z 215,0588, 200,0345, 186,0547 e
172,0395 (Jeong, An e Lim, 2021). E possivel que ions de m/z 215,0588 e 200,0345
resultam de perdas sucessivas de —CHs, e m/z 186,0547 surge da perda de um grupo
metileno (—CH3), provavelmente da furoestrutura da furoquinolina, bem como o ion de
m/z 172,0395 (Figura 31).

Gama-fagarina, € um alcaloide furoquinolina, um metabdlito secundario
derivado do triptofano e geralmente encontrados em espécies de plantas da familia
Rutaceae (Adamska-Szewczyk et al., 2016). Este composto exibe atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-postivas (Tavares et al., 2014).
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Figura 30. Espectro de correspondéncia obtido na plataforma GNPS, indicando que o ion de m/z
230,0814 pode ser o composto gama-fagarina, e sua estrutura.
Fonte: prépria autora (2024).
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m/z 172,0395

m/z 230,081 4 m/z 215,0588 m/z 200,0345

Figura 31. Proposta de fragmentac&o do ion m/z 230,0814.
Fonte: prépria autora (2024).

O ion de m/z 217,0498 foi anotado como xantotoxina (Figura 32), também
conhecida como 8-metoxpsoraleno uma furanocumarina natural, um psoraleno
bioativo encontrado em plantas da familia Rutaceae e este apresenta atividade
significativa no tratamento de diversas doencas, incluindo neuroprotecao, reparo da
pele, osteoprotecdo, protecdo de O6rgdos, anticancer, antiinflamatério, estresse

antioxidante e antibacteriano (Wu et al., 2022).
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Figura 32. Espectro de correspondéncia obtido na plataforma GNPS, indicando que o ion de m/z
217,0498 pode ser 0 composto xantotoxina e sua estrutura.
Fonte: propria autora (2024).

Este composto apresentou cosseno de 0,93. A fragmentacdo da xantotoxina
mostra uma sequéncia clara de perdas de grupos metila e mondxido de carbono, o
que é consistente com a estrutura quimica da furanocumarina e com o banco de dados
MoNa. Os ions fragmento significativos m/z 202,0258; 174,0303; 146,0394; 131,0485
e 118,0470 e podem ser explicados através das perdas sucessivas de -CHs e
mondxido de carbono (CO).

O composto Isopscilina, uma furocumarina, foi identificado com ions de m/z
247,0600, (Figura 33) e apresentou cosseno de 0,93. Os fragmentos da
caracteristicos da isopscilina de m/z 247,0600 até os ions de m/z 189,0185, 161,0236,
133,0286 e 105,0324 pode ser explicada através das perdas sucessivas de grupos
—CHs, CO e —H (Pubchem CID 68079 - MoNA ID: Bruker_HCD_library001829).
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Figura 33. Espectro de correspondéncia obtido na plataforma GNPS, indicando que o ion de m/z
247,0600 pode ser 0 composto isopiscilina e sua estrutura.

Fonte: propria autora (2024).

O ion de m/z 286,1075 (imagem 34) foi anotado como arborinina. Apresentou
cosseno de 0,87. Seus ions fragmento caracteristicos estdo de acordo com o
Pubchem (PubChem CID 5281832 - MoNA ID CCMSLIB00005720188). Inicialmente,
a perda de -Cz2H4 do fragmento m/z 253,0724 pode explicar o ion m/z 225,0779.
Continuando, a perda de um grupo —CzHa4 leva a formacgdo do ion m/z 197,0830. A
partir desse ion, a perda do grupo —CHs forma um ion com m/z 182,0597. E a perda
de um grupo —CH: resulta no ion com m/z 168,0789, e novamente a perda de um
segundo grupo —CH2 gera o ion m/z 154,0635.

A arborinina é um alcaloide da acridona encontrado em plantas da familia
Rutaceae e este alcaloide € extensivamente estudado devido ao seu grande potencial
farmacolégico, que inclui atividades anticancerigenas, antimicrobianas,

antiparasitarias, antioxidantes, entre outras (Epse Zondegoumb, 2018).
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Figura 34. Espectro de correspondéncia obtido na plataforma GNPS, indicando que o ion de m/z
286,1075 pode ser o composto arborinina e sua estrutura.
Fonte: propria autora (2024).

O ion de m/z 315,1591 (Figura 35) teve correspondéncia espectral com
rutamarin alcool, apresentando cosseno de 0,97. Este composto € uma cumarina ja
isolada de espécies de Rutacaea (Okorie, 1975). A proposta de fragmentacao inicia-
se com a perda de -16 Da do ion m/z 315,1591 resultando no fragmento m/z
299,1265, e deste a a perda de —-44 Da resulta no fragmento m/z 255,1013. (Figura
36). Este metabdlito apresenta potencial como antiviral para o tratamento de herpes
virus (Xu et al., 2014).
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Figura 35. Espectro de correspondéncia obtido na plataforma GNPS, indicando que o ion de m/z
315,1591 pode ser o composto Rutamarin alcool e sua estrutura.
Fonte: prépria autora (2024).
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m/z 315,1591 m/z 299,1265 m/z 255,1013

Figura 36. Proposta de fragmentacéo do ion m/z 315,1591.
Fonte: prépria autora (2024).

Outra molécula anotada foi a chalepensina, com m/z 255,1017 (Figura 37), e
cosseno de 0,93. E uma furanocumarina, com uma prenilagcdo em C-3 da estrutura
central da cumarina. A fragmentacdo deste composto pode ser explicada através da
perda de 42 Da resultando no fragmento de m/z 199,0396. Em seguida, a perda de
um 42 Da gera o fragmento de m/z 171,0444. A perda subsequente de um 13 Da
resulta no fragmento de m/z 157,0642. Posteriormente, a perda de um 29 Da gera o
fragmento de m/z 128,0619. Finalmente, a perda de 13 Da resulta no fragmento de
m/z 115,0544. Esta furocumarina pode ser considerada rara, no sentido de que nao
existem muitas furanocumarinas 3-prenilada de ocorréncia natural, mas existem
muitos estudos sobre bioatividade sobre este composto, com diversos estudos
relatando atividades antimicrobiana, anti-inflamatéria, anticancerigena, antiviral e

muito mais (Nahar et al., 2021).
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Figura 37. Espectro de correspondéncia obtido na plataforma GNPS, indicando que o ion de m/z
255,1017 pode ser o composto chalepensina e sua estrutura.
Fonte: propria autora (2024).

O ion m/z 271,1442 teve correspondéncia espectral com 0 composto
quinolactacina A (Figura 38) e apresentou cosseno de 0,81. A fragmentacéo
observada pode ser explicada primeiramente através da perda de 57 Da, resultando
no fragmento de m/z 214,0744. Em seguida, a perda de um 15 Da gera o fragmento
de m/z 199,0505. A perda subsequente de um 14 Da resulta no fragmento de m/z
185,0730. Posteriormente, a perda de 26 Da gera o fragmento de m/z 159,0681.
Finalmente, a perda de um 29 Da resulta no fragmento de m/z 130,0660.
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Figura 38. Espectro de correspondéncia obtido na plataforma GNPS, indicando que o ion de m/z
271,1442 pode ser 0 composto quinolactain A e sua estrutura.
Fonte: prépria autora (2024).

Feoforbide A €& um derivado da clorofila, o ion m/z de 593,2770 teve
correspondéncia espectral com este composto (figura 39), do qual também
apresentou cosseno de 0,87. A correspondéncia espectral deste composto foi a que
mais apresentou ions fragmento. Alguns ions fragmento caracteristicos de feoforbide
a estavam de acordo com Breemen et al. (1991), que também fala da grande
quantidade de ions fragmento gerados a partir deste derivado de clorofila. Os
fragmentos caracteristicos aqui obtidos sdo o ion m/z 535,2606, m/z 533,2565, m/z
519,2379, m/z 505,2598 e m/z 447,2179.

Conhecido por suas propriedades fotodinamicas, o que o torna util em terapias
como a terapia fotodinamica para o tratamento de cancer. Este composto apresenta
uma estrutura complexa que inclui um sistema de anéis fusionados com nitrogénio,

oxigénio e grupos metil (E Xodo et al., 2012).
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Figura 39. Espectro de correspondéncia obtido na plataforma GNPS, indicando que o ion de m/z
593,2770 pode ser o composto feoforbide A e sua estrutura.
Fonte: propria autora (2024).

No molecular networking de modo negativo, foram anotados seis compostos

(Tabela 3), trés pertencentes a classe dos acidos cindmicos e derivados e 3 flavonas.

O ion m/z 353,0863 (Figura 40) apresentou correspondéncia espectral com o
acido neoclorogénico e teve cosseno de 0,92. Sua fragmentacdo reforca esta
anotacdao, visto ser correspondente com dados obtidos por Liu et al. (2021). A forma
como se fragmenta o distingue de seu isdbmero, o &cido clorogénico. Acreditamos que
a perda de um grupo —C¢HsO3s derivou o0 m/z 191,0551. Em outra via de fragmentacao,
a perda de —C7H1206 do ion precursor gerou o0 m/z 179,0330 e a perda de —CO2 gerou
0 m/z -135,0439 (Figura 41). Jaiswal et al. (2014) também discutem este mesmo tipo
de fragmentacéo para o composto acido neoclorogénico. Esta molécula é da classe
dos acidos cinamicos e derivados e ha relatos na literatura de que esta molécula

poderia ser utilizada na terapia anticancer em projetos futuros (Liu et al., 2021).
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Figura 40. Espectro de correspondéncia obtido na plataforma GNPS, indicando que o ion de m/z
353,0863 pode ser composto &cido neoclorogénico e sua estrutura.
Fonte: prépria autora (2024).

HO oH HO
OH
Ho _CQHSO3 HO O
0 HO .
HO ™ — + OH
o OH HO OH
OH HO
HO OH
m/z 353,0863 m/z 191,0551 m/z 179,0330
_C02

HO
m/z 135,0439

Figura 41. Proposta de fragmentacéo do ion m/z 353,0863.
Fonte: prépria autora (2024).

O ion de m/z 477,1034 apresentou cosseno de 0,88 e a correspondéncia
espectral indica que pode ser o composto Isorhainetina-3-O- glicosideo (Figura 42).
Além do mais, apresentou diversos picos que semelhantes ao espectro da biblioteca,
reforcando a proposta. Sua fragmentagéo sugere, a partir do ion m/z 477,1023, que a
presenca do ion m/z 314,0405 pode ser decorrente da perda de uma unidade de

glicose — H, m/z 299,0196 pode resultar da perda de uma glicose neutra (~180 Da).
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m/z 271,0232 pode ser derivado da perda adicional de uma carbonila —-CO, bem como
0 m/z 271,0232. Ja para os ions m/z 257,0428 e m/z 243,0279 sugere-se que houve
a perda sequencial de —CH: e finalmente, m/z 227,0322 derivado da perda de —CHas e
m/z 215,0329 resultando da perda de ~12 Da.
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Figura 42. Espectro de correspondéncia obtido na plataforma GNPS, indicando que o ion de m/z
477,1034 pode ser composto Isorhainetina-3-O- glicosideo e sua estrutura
Fonte: prépria autora (2024).

O composto 3,7-Di-O-metilquercetina correspondeu ao ion m/z 329,0654, na
plataforma GNPS, com cosseno de 0,85. Foram observados diversos ions fragmentos
gue elucidam o padrédo de fragmentacdo do composto (Figura 43). O ion precursor,
com m/z 329,0655, representa o ion desprotonado da 3,7-Di-O-metilquercetina.

Os principais ions fragmentos observados incluem m/z 314,03, que pode
resultar da perda de um grupo —CHs. Em seguida, o ion com m/z 299,0205 é formado
pela perda de dois grupos metila (2 x —CHs). A perda de ~29 Da do ion de m/z
314,0421 gera o ion com m/z 285,0377. Além disso, a perda de uma unidade de —CO
do ion de m/z 299,0205 pode justificar o ion de m/z 271,0201, enquanto o ion com
m/z 243,0287 é explicado pela perda de uma unidade de —CsHe do ion de m/z
285,0377. E para finalizar, a perda de uma unidade de —CO2 do ion de m/z 243,0287

pode explicar o ion com m/z 199,0455.
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Figura 43. Espectro de correspondéncia obtido na plataforma GNPS, indicando que o ion de m/z
329,0654 pode ser composto 3,7-Di-O-metilquercetina e sua estrutura.
Fonte: propria autora (2024).

No caso do ion de m/z 285,0392, presume-se que seja 0 composto luteolina
(Figura 44), este composto apresenta cosseno de 0,84. Presumimos que o ion
precursor perde uma molécula de —CO2 formando um fragmento com m/z 241,0479.
Neste fragmento, por sua vez, € sugerivel a perda de um grupo —C4H20, gerando um
ion com m/z 175,0394. Posteriormente, a perda de ~24 Da do ion de m/z 175,0394

resulta em um fragmento final com m/z 151,0057.

28510,
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— 1510
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intensity: 0.02

130 200

Figura 44. Espectro de correspondéncia obtido na plataforma GNPS, indicando que o ion de m/z
285,0392 pode ser composto luteolina e sua estrutura.
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Fonte: prépria autora (2024).

A correspondéncia espectral de cosseno 0,91, do ion de m/z 753,2247 indicou
gue este € o composto 3’,6-Disinapoilsacarose (Figura 45). Sobre a fragmentacao, a
clivagem inicial resulta na formacdo de um ion com m/z 547,1694, que € obtido pela
perda de uma unidade de &cido sindpico —H—-H20". Observamos um fragmento com
m/z 223,0588, que corresponde a perda de um préton do &cido sindpico. Outro
fragmento significativo é encontrado em m/z 205,0483, que resulta da perda de uma
molécula H20 do ion de m/z 223,0588, indicando a formagé&o de acido sinapico —M—
H-H20" (lkeya et al., 1991). Além disso, os ions fragmentos menores observados
incluem m/z 367,1046 que a partir da perda de 42 Da gera o fragmento m/z 325,0886,
deste entdo, uma perda subsegauentes de 30 Da podem explicar os fragmento m/z
295,0826 e m/z 265,0733, e o fragmento de m/z 190,0259 pode ser explicado por uma
perda de 74 Da..

3,6'-Disinapdilsacarose, um oligossacarideo acilados ativo demonstrou efeito
antidepressivo em modelos de depressao em camundongos, possivelmente devido a
potencializacdo dos sistemas de 5-hidroxitriptamina e noradrenérgico (Liu et al.,
2008).
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Figura 45. Espectro de correspondéncia obtido na plataforma GNPS, indicando que o ion de m/z
753,2247 pode ser composto 3,6'-Disinapdilsacarose e sua estrutura.
Fonte: prépria autora (2024).

A correspondéncia espectral do ion de m/z 337,0913 na plataforma GNPS

(figura 46) sugeriu que este composto pode ser 0 4cido 3-p-cumaroilquinico. Durante
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a andlise da correlacdo espectral do composto, observamos que 0 ion com m/z
191,0534 ¢é formado pela perda de uma unidade de acido ferdlico do ion precursor,
sugerindo a clivagem deste grupo funcional. O ion com m/z 163,0387 resulta da perda
de uma unidade de —CO do ion de m/z 191,0534, indicando a remocdo de uma
carbonila. E o ion com m/z 119,0527 é gerado pela perda de uma unidade de —CO:

do ion de m/z 163,0387, refletindo a remocao de um grupo dioxido de carbono.

16304

- 44
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Intensity

Figura 46. Espectro de correspondéncia obtido na plataforma GNPS, indicando que o ion de m/z
337,0913 pode ser composto acido 3-p-cumaroilquinico e sua estrutura.
Fonte: prépria autora (2024).

6. CONCLUSAO

Neste estudo, foram identificados diversos compostos bioativos nas plantas
que compdem o cigarro “tira-capeta”, incluindo compostos como skimmianina, y-
fagarine e xantotoxina, entre outros, que devem ser investigadas em relagédo a
atividade de modulagcdo do sistema endocanabinoide in vitro e in vivo. Visto a
variedade de classes de compostos canabimiméticos ja relatados na literatura, como
por exemplo, os polifenadis, terpenos e terpenoides, alcaloides, alquilamidas (Kumar et
al., 2019), é necessario que haja uma triagem aprofundada desses compostos. E
apesar da analise através das redes moleculares ndo terem identificado nenhum

composto canabimimético de forma direta, a revisdo bibliografica demonstrou que
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nessas plantas ha compostos ja relatados com essas propriedades, como por
exemplo, o p-cariofileno presente em E. globulus, kaempferol presente em
S.aromaticum, e a quercetina, que esta presente na R. graveolens e S. aromaticum.

A aplicagcéo da metabolomica foi crucial para a identificacdo destes compostos,
permitindo uma analise abrangente dos perfis metabdlicos das plantas. Além disso, a
integracdo do conhecimento etnofarmacolégico com técnicas modernas de analise
validou o uso tradicional das plantas estudadas e revelou novas perspectivas
terapéuticas. As praticas medicinais das comunidades quilombolas forneceram uma
base rica para a descoberta de compostos com atividades biolégicas significativas.

Este estudo ndo so6 contribui para o avanco cientifico no campo da quimica de
produtos naturais e farmacologia, mas também oferece novas oportunidades para o
desenvolvimento de medicamentos mais seguros e eficazes. A continuagdo desta
pesquisa, incluindo estudos de caracterizacdo e bioatividade, serd essencial para
validar a eficacia dos compostos identificados, ampliando assim o potencial
terapéutico dos canabimiméticos.

Desta forma, este trabalho representa um passo importante na interface entre
a ciéncia moderna e o conhecimento tradicional, promovendo a reflexdo da
importancia de encontrar de novos compostos que podem beneficiar a satude global

no que tange a modulacéo do sistema endicanabinoide.
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GLOSSARIO

CLAE-EM (Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas)
- Técnica analitica que combina cromatografia liquida com espectrometria de

massas para separar e identificar compostos em uma amostra.

EMn (Espectrometria de Massas em Tandem)
- Técnica de espectrometria de massas que utiliza multiplas etapas de analise
de massa, geralmente envolvendo fragmentacao de ions para obter

informacdes estruturais detalhadas.

Feature-Based Molecular Networking (FBMN)
- Médulo de andlise no GNPS que requer experimentos quantitativos e uma
etapa de pré-processamento de dados espectrais para converter espectros de

massa em uma "feature".

GNPS (Global Natural Products Social Molecular Networking)
- Plataforma online e gratuita para armazenamento, processamento e analise
de dados de espectrometria de massas, focada na anotacéo e descoberta de

novos produtos bioativos.
lonizacao por Electrospray (ESI)
- Técnica de ionizacdo utilizada na espectrometria de massas em que uma

solucéo é pulverizada em um campo elétrico para produzir ions.

Dissociacao Induzida por Coliséo (CID)
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- Técnica de fragmentacéo de ions na espectrometria de massas, onde ions

colidem com moléculas de gas neutro para produzir fragmentos.

Espectro Consenso
- Conjunto de caracteristicas combinadas de diferentes fontes de dados,

representado por um Unico nodo em uma rede molecular.

MZmine
- Ferramenta de software amplamente utilizada para o pré-processamento de

dados espectrais em espectrometria de massas.

Espectrometria de Massas (EM)
- Técnica analitica utilizada para medir a massa de particulas e determinar a

composicao quimica de uma amostra.

Redes Moleculares
- Ferramenta computacional usada para organizar e visualizar grandes
conjuntos de dados espectrais, facilitando a identificacdo de padrdes e a

anotacédo de compostos.

Aquisicao Dependente de Dados (DDA)
- Método em espectrometria de massas onde ions séo isolados previamente

para experimentos de EMn.

Aquisicao Independente de Dados (DIA)
- Método em espectrometria de massas onde 0s espectros de EMn séo

adquiridos sem o isolamento prévio dos ions precursores.
lonizacéo por Impacto Eletrénico (El)
- Técnica de ionizacdo na espectrometria de massas onde elétrons séo

usados para ionizar as moléculas da amostra.

HPLC (High-Performance Liquid Chromatography)
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- Técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia usada para separar,

identificar e quantificar componentes em uma mistura.

Isétopos
- Variantes de um elemento quimico que possuem o mesmo namero de
prétons, mas diferentes nimeros de néutrons, resultando em diferentes

massas atbmicas.

Cosseno de Similaridade
- Medida utilizada para determinar a similaridade entre espectros, onde
valores préximos de 1 indicam alta similaridade e valores préximos de 0

indicam baixa similaridade.

Precursores e Produtos de fons

fons que s&o fragmentados (precursores) e os fragmentos resultantes
(produtos) na espectrometria de massas em tandem.

MassIVE (Mass Spectrometry Interactive Virtual Environment)

- Repositério de dados comunitario parte do consorcio global

ProteomeXchange, utilizado como suporte para a criacdo do GNPS.



