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“Some believe it is only great power

that can hold evil in check.

But that is not what | have found.

| have found that it is the small everyday deeds
of ordinary folks that keep the darkness at bay.
Small acts of kindness and love.”

Gandalf “Mithrandir” (The Hobbit)



RESUMO

CHIBLI, L. A. Triagem de inibidores da enzima DHODH de Leishmania major em
Asteraceae: estudos metabolomicos e da relagdao estrutura-atividade
quantitativa (QSAR). 2018. 188f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

A flavoenzima diidroorotato desidrogenase (DHODH) catalisa a quarta reagao da via
de novo de biossintese de pirimidinas, se destacando como alvo molecular chave
para parasitos causadores de Doengas Negligenciadas (DNs). Tendo em vista a
demanda por novas alternativas terapéuticas para estas doencgas, o objetivo deste
trabalho foi a triagem in vitro de inibidores da enzima DHODH de Leishmania major
(LmDHODH) em Asteraceae. Esta triagem foi acompanhada por abordagem
metaboldmica em UHPLC-ESI-HRFTMS para os extratos vegetais e estudos de
QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationships) para as substancias isoladas.
As etapas experimentais realizadas e os resultados obtidos foram: 1) Ensaios
enzimaticos: os valores de ICso foram determinados para 59 extratos (AICso: 148,0
ug.mL'a 9,4 mg.mL") e 57 substancias isoladas (AlCso: 27,0 uM a 2,6 mM). As
substancias mais ativas frente a LmDHODH apresentaram seletividade, ao exercer
inibigdo irrelevante sobre DHODH humana. Adicionalmente, estudos de
termoestabilidade confirmaram que as lactonas sesquiterpénicas (STLs) s&o, de
fato, capazes de se ligar a esta enzima; 2) Estudos metabolémicos: as impressdes
digitais metabdlicas por LC-MS foram obtidas com sucesso para os 59 extratos e o
processamento dos dados forneceu 3.694 substancias. A desreplicagao por meio de
uma biblioteca de padrdes identificou com seguranga 49 metabdlitos secundarios.
Por meio da correlagdo in silico com os dados de inibicdo enzimatica, foram
determinados com éxito os principais biomarcadores dos extratos e obteve-se um
modelo de regressao confiavel para predicdo do potencial de inibigdo de novos
extratos provindos de espécies ainda nao testadas frente a LmDHODH,
classificando-os como ativos ou inativos com base exclusivamente na sua impressao
digital por UHPLC-ESI-HRFTMS; 3) Estudos de QSAR com 21 STLs: o modelo de
QSAR baseado em descritores moleculares apresentou robustez e confiabilidade (R?
/ Q2/ P? > 0,6 e RMSE < 0,3), revelando que uma maior inibicdo desta enzima
requer a distribuicdo balanceada das regides hidrofobicas através da superficie
molecular, maior largura das moléculas e menor hidrofobicidade. O modelo 3D
baseado em descritores farmacoféricos também foi util (R% 0,79; Q2% 0,55) e
confirmou a importdncia da orientagdo adequada dos ligantes, propriedades
superficiais e formato das moléculas, refletindo propriedades de um possivel sitio de
ligacdo para as STLs na enzima. Portanto, alguns dos produtos naturais testados
nesta triagem in vitro sdo, de fato, capazes de inibir seletivamente a enzima
LmDHODH, tratando-se de uma descoberta relevante, visto que uma infinidade de
metabdlitos secundarios leishmanicidas ja foram descritos, porém, para a maioria
deles, o mecanismo de agédo segue desconhecido. Os resultados evidenciaram (1)
as espécies de Asteraceae como importante fonte na busca por novos inibidores
desta enzima e (2) as substancias mais ativas como ponto de partida para novas
estruturas guias (lead compounds) visando novos farmacos antiparasitarios para o
tratamento de DNs, especialmente a leishmaniose.

Palavras-chave: Diidroorotato desidrogenase. Leishmania major. Asteraceae.
Metaboldmica. Quantitative Structure-Activity Relationships.



ABSTRACT

CHIBLI, L. A. Screening of inhibitors of Leishmania major DHODH in
Asteraceae: metabolomic studies and Quantitative Structure-Activity
Relationships (QSAR). 2018. 188f. Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

The flavoenzyme dihydroorotate dehydrogenase (DHODH) catalyzes the fourth
reaction of the de novo pyrimidine biosynthetic pathway, standing out as a key
molecular target for trypanosomatid parasites causing Neglected Diseases (NDs). In
view of the global demand for new therapies for such diseases, this study aimed for
the in vitro screening of inhibitors of Leishmania major DHODH (LmDHODH) in
Asteraceae, accompanied by metabolomic approach with UHPLC-ESI-HRFTMS for
plant extracts and QSAR studies (Quantitative Structure-Activity Relationships) for
isolated compounds. The experimental steps performed and the results obtained
were: 1) Enzymatic assays: the 1Cso values were determined for 59 plant extracts
(AlCs0: 148.0 ug.mL' a 9.4 mg.mL") and 57 natural compounds (AlCso: 27.0 uM a
2.6 mM). The most active compounds showed selectivity against LmDHODH by
exercising irrelevant inhibition of human DHODH. In addition, thermostability studies
have confirmed that sesquiterpene lactones (STLs) are indeed capable of binding to
this enzyme; 2) Metabolomic studies: the metabolic fingerprints by LC-MS were
successfully obtained for the 59 extracts and 3,694 peaks/compounds were provided
after data processing. The dereplication using a library of natural compounds has
safely identified 49 secondary metabolites. By means of in silico correlation with the
enzymatic inhibition data, the main biomarkers of the extracts were successfully
determined and a reliable regression model was obtained to predict the inhibition
potential of new extracts from species not yet tested against LmDHODH, classifying it
as active or inactive based solely on their fingerprint by UHPLC-ESI-HRFTMS;
3) QSAR studies with 21 STLs: a reliable QSAR model based on molecular
descriptors was obtained (R?/ Q?/ P? > 0.6 and RMSE < 0.3), which indicated that
stronger inhibition requires a balanced distribution of the hydrophobic regions across
the molecular surface, as well as higher width and lower hydrophobicity of the
molecules. A pharmacophore-based 3D-QSAR approach also afforded a useful
model (R?: 0.79; Q% 0.55), which confirmed the importance of proper orientation of
the ligands, molecular surface features and shape for stronger inhibition, reflecting
properties of a putative common binding site. Thus, some of the natural products
tested in this in vitro screening are actually capable of selectively inhibiting
LmDHODH. This constitutes a relevant finding, since an infinity of leishmanicidal
compounds have been described, however, for most of them, the mechanism of
action remains unknown. The results highlighted (1) Asteraceae species as important
sources of new LmDHODH inhibitors and (2) the most active metabolites as
promising starting points for new led compounds aiming new antiparasitc drugs for
treatment of NDs caused by trypanosomatids, especially leishmaniasis.

Keywords: Dihydroorotate dehydrogenase. Leishmania major. Asteraceae.
Metabolomics. Quantitative Structure-Activity Relationships.
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1 INTRODUCAO

As Doencgas Negligenciadas (DNs), de acordo com a Organizagdo Mundial de
Saude (OMS) compreendem um grupo de 20 doengas infecciosas extremamente
severas, especialmente as causadas por protozoarios, como a tripanossomiase
africana (Trypanosoma brucei), doenca de Chagas (7. cruzi) e leishmaniose
(Leishmania spp.), as quais afetam mais de um bilhdo de pessoas em todo o mundo,
principalmente em regides de clima tropical como Africa e América Latina, sendo
prevalentes em cerca de 149 paises[1-3]. Sdo endémicas em populacdes pobres
vivendo em condigdes precarias de higiene e saude e recebem essa classificagdo
pela falta de investimentos e atengcdo dos programas de saude publica. Os critérios
para classificar uma doenga como DN propostos pela OMS sao: afeta populagdo em
estado de pobreza; elevada morbidade e mortalidade; gera cicatrizes e
descriminagéo; afeta regides tropicais e subtropicais; sdo passiveis de controle,
eliminacédo e erradicacgdo; relativamente negligenciadas na pesquisa[1,4—6].

A leishmaniose €& um conjunto de doengas causadas por parasitos
protozoarios pertencentes ao género Leishmania, distribuidos em mais de 20
espécies destes tripanosomatideos (ordem Kinetoplastida; familia
Trypanosomatidae), os quais sdo transmitidos ao hospedeiro humano pela picada de
flebotomineos fémeas infectadas (ordem Diptera; familia Psychodidae; subfamilia
Phlebotominae)[7,8]. Esta doenca é uma das seis mais importantes no mundo, visto
que mais de um bilhdo de pessoas vivem em areas endémicas com risco de
infeccdo[1,4]. Existem diversas manifestagbes clinicas desta doenca, sendo as
principais a visceral, cutanea e mucocutanea. Estas provocam, respectivamente,
infeccao visceral disseminada, lesdes ulceradas na pele, e inflamagao e destruicéo
da mucosa. Leishmania major ¢ uma das 15 espécies, aproximadamente,
causadoras de leishmaniose cutanea, a mais comum entre as trés formas desta
doencga, com mais de um milh&do de casos relatados nos ultimos cinco anos[1,8].

O controle efetivo das DNs somente é possivel por meio da combinacao de
diversas abordagens de saude publica, custando bilhdes de dolares por ano aos
paises afetados[9,10]. A demanda por novas alternativas terapéuticas para estas
doencas é uma necessidade global, pois as poucas terapias disponiveis s&o
associadas a severos efeitos adversos e alta toxicidade[3,9-11]. Novos alvos



moleculares de parasitos causadores destas doencas tém sido descobertos,
constituindo interessantes alternativas para a triagem e planejamento de novos
farmacos antiparasitarios[12,13]. Entre eles destaca-se a flavoenzima diidroorotato
desidrogenase (DHODH), a qual catalisa a quarta reagdo da via de novo de
biossintese de pirimidinas (Figura 1)[14,15].

A sobrevivéncia e proliferagdo de tripanosomatideos nos hospedeiros
mamiferos dependem em grande parte da sintese de novo, uma vez que a via de
salvagdo possui apenas uma limitada atividade nestes parasitos[16]. Os
nucleotideos de pirimidina exercem funcao vital nas células, especialmente na
sintese de DNA e RNA[17]. Consequentemente, experimentos com knock out do
gene de DHODH em T. cruzi levaram a inviabilidade celular[18] e knockdown da

expressdo de DHODH em T. brucei inibiu o crescimento do parasito[19].

Figura 1 — Esquema geral da reagao catalisada pela flavoenzima LmDHODH. DHO: diidroorotato;
FMN: flavina mononucleotideo; ORO: orotato; FUM: fumarato; SUC: succinato.
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Fonte: Adaptado de Reis et al. (2016)[20].

Encontrada em todos os organismos, esta enzima pode ser dividida em
Classe 1, a qual é subdividida em 1A e 1B, e Classe 2. Enzimas de Classe 1 estao

presentes em bactérias Gram-positivo e organismos eucariontes unicelulares.



Tripanosomatideos expressam DHODH Classe 1A, uma proteina homodimérica
localizada no citosol. As DHODHs Classe 2 sdo enzimas monoméricas encontradas
na membrana mitocondrial interna de eucariontes, tais como humanos (HsDHODH)
e Plasmodium falciparum (PMDHODH)[14,21,22].

A reacado catalisada pela DHODH consiste na oxidagdo estéreo-seletiva do
(S)-dihidroorotato (DHO) em orotato (ORO), como representado na Figura 1. O ciclo
catalitico desta enzima € dependente de FMN (flavina mononucleotideo) e consiste
em duas meia reagdes (mecanismo “pingue-pongue” ou de dupla troca). A primeira
meia-reagdo é redutiva, com o DHO reduzindo o FMN. Enquanto a segunda meia-
reacao € oxidativa, reoxidando o FMN reduzido por meio de um substrato oxidante,
cuja natureza varia de acordo com a classe de DHODH. Para as enzimas da classe
1A este segundo substrato € o fumarato[14,20,23].

Inibidores seletivos de DHODH Classe 2 constituem farmacos consolidados
para o tratamento de diversas doengas, como artrite reumatoide
(Leflunomide/Arava®); cancer e imunossupressdo (Brequinar); e malaria
(Atavacone/Malarone®)[24-28]. Em contrapartida, poucos inibidores Class 1A-
seletivos foram descobertos, estando limitados atualmente a analogos do benzoato
de pirimidina e orotato, nenhum deles de origem vegetal[29-31]. Ndo ha ainda
nenhum resultado relevante na literatura para a inibicdo de LmDHODH, enfatizando
a relevancia e carater inovativo desta triagem sem precedentes de produtos naturais
(PN), extratos e substancias, as quais foram em grande parte isoladas de espécies
de Asteraceae.

Os PN de origem vegetal, microbiolégica e marinha sempre desempenharam
papel central na descoberta de novos farmacos. Em um universo de 1.562 novas
substancias aprovadas pelo FDA (Food and Drugs Administration, EUA) até o ano
de 2014, 50% sao PN ou derivados (com presenca de farmacdéforos ou mimetizando
substancias naturais). Paclitaxel (taxol®, Taxus brevifolia, anticancerigeno),
vincristina (Catharanthus roseus, anticancerigeno), podofilotoxina (etoposide,
Podophyllum  hexandrum, anticancerigeno), morfina (Papaver somniferum,
anestésico), quinina (Chichona sp., antimalarico) e artemisinina (Artemisia annua,
antimalarico) sdo alguns exemplos de metabdlitos secundarios vegetais, também
denominados por PN, que constituem farmacos conhecidos [32-37].

Produtos naturais derivados de plantas constituem um ponto de partida

extremamente importante na busca por novas terapias para DNs, devido a vasta



diversidade quimica e potencial antiparasitario amplamente conhecidos[5,6]. A
familia Asteraceae (Compositae) € composta por cerca de 1.300 géneros e 23.000
espécies, tratando-se de uma das familias dominantes no planeta, ausente somente
na Antartica[38]. E extensamente utilizada na medicina tradicional, com espécies
que possuem importantes atividades farmacologicas e biologicas ja confirmadas,
dentre elas a antiparasitaria, anti-inflamatoria, analgésica e antimicrobiana[39-42]. A
atividade antiprotozoaria foi confirmada em diversas destas plantas (Apéndice Q) e
seus metabolitos secundarios (Apéndice S)[43-47], exemplificado pela famosa
atividade antimalarica da Artemisia annua L. e seu principio ativo artemisinina
(Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina de 2015)[48].

As lactonas sesquiterpénicas (STLs) s&o terpenoides com uma estrutura
isoprenoide contendo uma funcdo lactona, e consistem nos principais marcadores
taxondmicos de Asteraceae, visto que mais de 5.000 estruturas distribuidas em mais
de 30 diferentes subtipos de esqueletos ja foram identificadas em taxa desta familia
vegetal[49-51]. Atividades in vitro leishmanicida e tripanosomicida tém sido descritas
para varias STLs[52-56], porém, para a maioria delas, o mecanismo de acio ainda
nao foi elucidado. Estudos in silico apontaram germacranolidos e guaianolidos como
potenciais inibidores de DHODH de Leishmania major (LmDHODH)[57].

Com o advento da era “big data”, o desenvolvimento de grandes bibliotecas
de substancias sintéticas e das triagens de alto rendimento (HTS — High-Throughput
Screening) empregando inumeros alvos moleculares fez com que empresas
reduzissem os investimentos em P&D na area de PN, aproximadamente no inicio
dos anos 2000[58—61]. Porém, a descoberta de farmacos de origem natural ganhou
novo félego a partir da compatibilizagdo de bibliotecas de PN com tecnologias de
HTS[58,62,63]. As bibliotecas de PN constituem cole¢des de extratos, fracbes ou
substancias puras, contidas em sistemas que permitam facil acesso e analise, como
microplacas com 96-384 poc¢os[62,64,65].

Devido a elevada complexidade quimica das bibliotecas de extratos, sua
utilizacdo em triagens por novos farmacos, seja em escala maior (industria) ou
menor (academia), tem sido otimizada por meio de estudos metabolémicos aliados a
meétodos in silico (ferramentas de quimioinformatica/quimiometria)[66—68]. Trata-se
de uma abordagem que possibilita uma analise em alta performance da constituicdo
quimica, com rapida identificacdo dos metabdlitos (desreplicagdo); e correlagdo com
dados de atividade biolégica por meio de meétodos estatisticos multivariados



supervisionados (e.g. PLS — Partial Least Squares e OPLS — Orthogonal Partial
Least Squares) para identificar substancias ativas (biomarcadores), falsos positivos,
pré-farmacos, sinergismos e mecanismos de agéo [69—73].

O metaboloma consiste no conjunto de todos os metabdlitos presentes em um
organismo ou matriz biolégica complexa. O sufixo “oma” vem do grego “todos” ou
‘completo”, razdo pela qual foi inicialmente utilizado nos termos genoma,
transcriptoma e proteoma, nos quais se baseiam as respectivas plataformas
biotecnoldgicas “émicas” (“omics”)[74—77]. Os estudos metabolémicos envolvem
diferentes abordagens, sendo estas as principais[74,76,78,79]:

a) impressao digital metabdlica (fingerprint, método n&o direcionado): analise
rapida de alta performance de todos os metabdlitos detectaveis na
amostra sob determinadas condigdes, com ou sem identificacdo dos
mesmos (sem quantificagéo);

b) perfil metabdlico (método direcionado): identificagcdo e, geralmente,
quantificacdo de um grupo pré-definido de metabdlitos de interesse;

c) metabolémica (propriamente dita, método ndo direcionado): analise
abrangente qualitativa e quantitativa de todos (ou maximo possivel) os
metabdlitos presentes na amostra, por meio de técnicas analiticas de alta
performance.

A metodologia de impressé&o digital metabdlica, de acordo com a técnica de
analise a ser utilizada, gera um registro instantaneo da constituicdo quimica das
amostras sob determinadas condicbes e este tipo de abordagem tem se
demonstrado extremamente util na analise de agrupamento ou classificagdo, como,
por exemplo, diferenciar amostras ativas e inativas frente a determinado organismo
patogénico ou alvo molecular[79-82]. Atualmente, devido a rapidez, abrangéncia,
altissima sensibilidade e performance (resolugdo e exatidao), a técnica de escolha
para este tipo de estudo tem sido a cromatografia liquida de ultraeficiéncia (UHPLC -
Ultra High Performance Liquid Chromatography) acoplada a espectrometria de
massas com ionizagao por electrospray (ESI ou outra fonte de ionizagdo a presséo
atmosférica) e analisador de massa de alta resolugcdo (HRMS — High Resolution
Mass Spectrometry), como Orbitrap ou Q-TOF (quadrupole + time-of-flight)[83—88].

Porém, nenhuma técnica € capaz, por si s, de cacterizar todos os
metabdlitos de uma matriz biolégica complexa, de forma que, quando o objetivo &

percorrer ao maximo o metaboloma, se faz necessario combinar diferentes



tecnologias, dentre elas a ressonancia magnética nuclear (NMR — Nuclear Magnetic
Ressonance); HPLC-UV-MS e GC(Gas Chomatography)-MS[86,89-92].

A literatura cientifica sobre metabolébmica, e sua ampla gama de
aplicagdes[82,93-97], abarca por completo cada etapa do fluxo de trabalho
(workflow): preparo de amostras[98-100] e aquisicdo[83,85,101], processamento
[102-105] e analise[106-108] dos grandes conjuntos de dados gerados.
Adicionalmente, diversos esforgos ja foram realizados no intuito de padronizar e
estabelecer critérios minimos para execugcdo dos experimentos e descricdo das
condigbes empregadas e dos resultados obtidos, especialmente na desreplicagéo
para identificacdo de substancias[109-114].

Desreplicagdo nada mais € do que uma analise qualitativa, ou seja, processo
de identificagdo de determinadas substancias presentes nas amostras, sem que
necessitem ser isoladas. A viabilidade deste procedimento esta atrelada a
disponibilidade de bancos de dados e outras ferramentas de quimioinformatica
[65,68,91,113,115-118]. Bancos de dados podem ser definidos como conjuntos de
informacgdes relacionados a um ou mais assuntos (e.g. propriedades fisico-quimicas
de substancias, como dados cromatograficos, espectrométricos e espectroscopicos),
organizados para permitir que interessados possam consulta-los local ou
remotamente[60,119-122]. A quimioinformatica, por sua vez, pode ser definida como
a area na fronteira entre a quimica e a informatica, abrangendo o delineamento,
geragdo, organizagdo, manipulagdo, recuperagdo, analise, disseminagéo,
visualizacdo e uso de dados quimicos[120,123].

As substancias que tomaram parte nesta primeira triagem de produtos
naturais para inibicdo de LmDHODH vieram da biblioteca de substancias do grupo
de pesquisa AsterBioChem (AsterLib I) e foram isoladas de espécies de Asteraceae
que compdem a biblioteca de extratos (AsterLib Il). Informag¢des destas duas
bibliotecas somadas a dados da literatura integram o banco de dados in-house
AsterDB (Asteraceae Database)[121,122]. Para explorar a atividade biologica e
extrair informacdes de fontes tdo complexas como estas bibliotecas de PN[62,63],
ferramentas de quimioinformatica, amplamente utilizadas na area de Quimica
Farmacéutica para substéncias sintéticas, tém sido recorridas com éxito,
especialmente a Modelagem Molecular (Molecular Modelling), Triagem Virtual
(Virtual Screening) e QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationships)[68,124].



Os descritores moleculares, coracdo da modelagem de QSAR, estdo em
constante evolugdo, com novas formas de representar as informacdes estruturais
sendo constantemente desenvolvidas, aumentando e diversificando as
aplicagdes[125-127]. Diferentes abordagens tém sido utilizadas para revelar os
mecanismos subjacentes a atividade antiparasitaria de produtos naturais, permitindo
melhor compreensdo desta seletividade biologica[128—130].

A disponibilidade de métodos modernos de minerag&o de dados (data mining)
para reducdo e selecdo de variaveis, construcdo e validacdo de modelos
aumentaram os padroes de exigéncia nos estudos de QSAR[131,132]. A
interpretacdo e aplicabilidade destes modelos dependem de sua confiabilidade e
poder de predicdo, os quais requerem parametros estatisticos bem estabelecidos e
boas praticas em QSAR[126,133-135].

O meétodo dos Minimos Quadrados Parciais (PLS — Partial Least Squares)
tem se destacado como a principal técnica de regressdo para analise de dados
multivariados. E obtido de maneira semelhante & Analise de Componente Principais
(PCA — Principal Component Analysis), porém, este meétodo supervisionado
decompbe as matrizes de ambas as variaveis, x (independente) e y (dependente),
alcangando maxima correlagdo entre os dois conjuntos de scores. De fato, a
regressado por PLS é a técnica de aprendizado de maquina (machine learning), i.e.
meétodo estatistico dirigido por dados, mais aplicada para modelagem de QSAR,
proporcionando modelos robustos que levam em consideracdo os erros tanto dos
descritores como dos dados de atividade[136,137]. Outros métodos para construgao
de modelos (calibragdo) sejam eles mais simples, como a Regressao Linear Multipla
(Multiple Linear Regression, MLR), ou mais complexos, tais como as Redes Neurais
Artificiais (Artificial Neural Networks, ANN), também podem ser aplicados
efetivamente[138].



2 OBJETIVOS

O objetivo geral do trabalho foi realizar a triagem de extratos e substancias

puras isoladas de Asteraceae com potencial de inibicdo in vitro da enzima DHODH

classe 1A de L. major (LmDHODH), acompanhada por abordagem metabolémica em

UHPLC-UV-HRFTMS aliada a métodos in silico para os extratos vegetais e estudos

de QSAR (Quantitative-Structure Activity Relationship) para as substancias isoladas.

Objetivos especificos:

a)

Avaliar o potencial dos extratos vegetais e substéncias puras isoladas das
espéecies de Asteraceae para inibicao in vitro da enzima LmDHODH,;

Obter as impressées digitais metabodlicas das espécies de Asteraceae por
UHPLC-ESI-HRFTMS e, quando possivel, realizar desreplicacao;
Correlacionar os dados obtidos, por meio de analises quimiométricas, para
determinar nos extratos quais as substancias que mais contribuem para a
atividade (biomarcadores) e, quando possivel, desreplica-las;

Desenvolver e validar um modelo de regressdo capaz de predizer
(classificar) com seguranca se determinado extrato de uma espécie de
Asteraceae, ainda nao testada frente a LmDHODH, é ativo ou inativo com
base exclusivamente na sua impressao digital por UHPLC-ESI-HRFTMS;
Estabelecer modelos confiaveis de QSAR visando interpretagao
mecanistica de quais e como as caracteristicas estruturais de STLs
influenciam a inibicdo desta enzima, além de predizer a atividade de novas
STLs e/ou outras substancias que atendam ao dominio de aplicabilidade
do modelo (APD — Applicability Domain).



3 MATERIAL E METODOS

As etapas experimentais da triagem in vitro por inibidores de LmDHODH com

extratos vegetais e substancias isoladas estao descritas nas Figuras 2 e 3.

3.1  Amostras empregadas na triagem in vitro de inibidores de LmDHODH

3.1.1 Material vegetal

Os extratos vegetais empregados na triagem in vitro de inibidores da enzima
LmDHODH aliada a estudos metabolémicos empregando UHPLC-UV-HRFTMS
foram obtidos de espécies da familia Asteraceae, a grande maioria nativa do Brasil.
A lista final contém 150 espécies (Apéndice A), pertencentes a 14 tribos e 47
géneros da familia Asteraceae. As espécies que foram coletadas tiveram suas
exsicatas depositadas no herbario SPF do Departamento de Botanica do Instituto de
Biociéncias da Universidade de S&o Paulo (IB-USP, Sdo Paulo-SP). No entanto, a
maior parte das amostras de material vegetal utilizadas nas analises foi cedida por
colaboradores, principalmente do IB-USP (trabalho de doutorado de Carolina Moriani
Siniscalchi, sob a supervisdo do Prof. Dr. José Rubens Pirani), as quais foram
armazenadas em condi¢cdes ideais de temperatura, iluminagdo e umidade no
laboratério de Farmacognosia da FCFRP-USP.

Foi requerida e obtida a autorizag&o para coleta e acesso envolvendo o grupo
taxondmico Asteraceae: 1) registro para coleta de material boténico, fungico e
microbiologico n° 43355-1, emitido em 09/05/2014 pelo SISBIO (Sistema de
Autorizagdo e Informagdo em Biodiversidade) do Ministério do Meio Ambiente
(MMA); 2) autorizagdo de acesso e de remessa de amostra de componente do
patrimonio genético n° 010047/2015-8, concedida pelo Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico - CNPq, credenciado pelo Conselho de
Gestéo do Patriménio Genético (CGEN/MMA).

Com relacado ao processamento do material vegetal, as folhas coletadas em
campo foram estabilizadas e secas em estufa de ar circulante (40 °C), durante 48-72
h. Apds a secagem, o material foi armazenado em sacos plasticos com fechamento
hermético contendo silica azul desidratada e ao abrigo da luz. O material vegetal

fornecido pelos colaboradores ja veio seco e foi armazenado da mesma forma.
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Figura 2 — Resumo grafico com o fluxo de trabalho (workflow) da triagem in vitro de inibidores da enzima LmDHODH envolvendo os extratos de Asteraceae
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Figura 3 — Resumo grafico com o fluxo de trabalho (workflow) da triagem in vitro de inibidores da enzima LmDHODH envolvendo as substancias isoladas
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3.1.2 Preparo dos extratos

As folhas secas foram pulverizadas em moinho analitico, com auxilio de
nitrogénio liquido, obtendo granulometria homogénea da droga vegetal de cada uma
das 150 espécies. Os extratos foram obtidos por meio de maceragao assistida por
ultrassom (frequéncia/poténcia ultrassénica de 40 kHz/135 Whatts RMS). A extracéo
foi realizada em tubos de 5 mL empregando-se os seguintes parametros: solugao
extratora composta por EtOH-H.O na propor¢do de 4:1 (viv), razdo droga
vegetal/solugdo extratora de 20 mg/mL, e 10 min de maceracdo assistida por
ultrassom. Apds cada extragdo, os tubos foram centrifugados por 15 min a 3.500
rpom e o sobrenadante foi transferido a outro tubo. Em seguida, foram particionados
com n-hexano para remover o material graxo (clean up) e submetidos a secagem
em evaporador rotativo a vacuo (Savant SPD 2010-220, Thermo, EUA). Apos
secagem, os extratos foram armazenados a -4 °C. Os rendimentos de todos os
extratos preparados estao descritos no Apéndice A.

Estes extratos compdem a biblioteca de extratos (AsterLib Il). As condi¢des
empregadas neste procedimento analitico de preparo de amostras foram finamente
ajustadas por meio de um estudo prévio de Planejamento Experimental, aplicando
Metodologia de Superficie de Resposta sob Planejamento Composto Central. Esta
etapa de otimizagdo e padronizagcdo do processo extrativo!, a qual ndo constitui
parte dos objetivos deste projeto, foi realizada em parceria com a Dra. Annylorry
Lima Rosa, responsavel pela elaboragao da AsterLib 11[139].

3.1.3 Substancias isoladas

A triagem de substancias com potencial de inibicéo in vitro de LmDHODH foi
realizada com 57 produtos naturais, provenientes, em sua maioria, da biblioteca de
substancias (AsterLib 1)[139]. Estas substéncias foram isoladas de espécies de
Asteraceae que compdem a biblioteca de extratos (AsterLib IlI) ou adquiridas
comercialmente (Sigma-Aldrich®, Alemanha). A lista das 57 substancias testadas
encontra-se na Tabela 2 (item 4.2.2) e suas estruturas quimicas na Figura 6 (item
3.4.1.1) e Apéndice B, sendo que apenas nove ndo s&o encontradas em Asteraceae.

'Os resultados desta etapa geraram o resumo “Response Surface Methodology (RSM) applied to extraction
optimization towards plant metabolomics” que foi apresentado na forma de péster no “5" BCNP - Brazilian
Conference on Natural Products” realizado entre 26-29 de outubro de 2015, em Atibaia, SP. O trabalho foi
premiado, recebendo certificado de premiagdo do comité cientifico internacional do evento.
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3.2 Avaliagao do potencial de inibi¢ao in vitro da enzima LmDHODH

3.2.1 Expressao e purificagado da enzima LmDHODH

Os procedimentos para expressao heterologa utilizando cepas de Escherichia
coli e purificacdo das enzimas por cromatografia de afinidade em matriz de agarose
contendo ions de niquel foram realizados de acordo com os protocolos
anteriormente estabelecidos e rotineiramente utilizados no Laboratorio de
Cristalografia de Proteinas (LCP)[140] da FCFRP-USP para a enzima
LmDHODHI[21,141], sob supervisdo da Profa. Dra. Maria Cristina Nonato, membro
da equipe deste projeto, com vasta experiéncia nesse tema, o que agrega
confiabilidade e segurancga no delineamento desta investigagao.

Apo6s a purificagdo por cromatografia de afinidade desta flavoproteina, sua
concentragdo foi determinada monitorando espectrofotometricamente a flavina
mononucleotideo (FMN). O coeficiente de extingdo molar da LmDHODH baseado no
FMN & gbmPHODH = 11,722 mol' L cm™ em 458 nm[142]. ApOs obter o espectro de
absorcdo da solucdo de proteina com varredura realizada entre 200 e 800 nm
(Figura 4) em leitor de microplacas (Molecular Devices, SpectraMax Plus 384), a
concentragdo da mesma foi determinada empregando a lei de Lambert-Beer, com o

valor da absorvancia em 458 nm.

Figura 4 — Espectro de absorgéo padrao da solugédo de LmDHODH
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Fonte: o préprio autor.

3.2.2 Avaliagéo do potencial inibitorio dos extratos de Asteraceae

O potencial inibitério in vitro dos extratos de Asteraceae frente a enzima
LmDHODH foi avaliado por meio de estudos de cinética enzimatica na presenga dos
mesmos, obtendo dois tipos de resultados: porcentagem de inibicdo da atividade
enzimatica e concentracdo inibitéria de 50% da atividade enzimatica (ICso). A
avaliacdo da atividade enzimatica foi realizada indiretamente por meio do
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monitoramento espectrofotométrico da redug¢ao do reagente colorimétrico DCIP (2,6-
dicloroindofenol), de coloragdo azul, que deixa de absorver em 610 nm quando
reduzido a DCIPH2, tornando-se incolor. A reducdo do reagente DCIP é
estequiometricamente equivalente a oxidagcdo de diidroorotato (DHO), um dos
substratos da enzima[143]. Calcula-se entdo o consumo de substrato e/ou formagao
de produto em fungdo do tempo e, consequentemente, a velocidade de reacao.

Os ensaios para determinagdo da porcentagem de inibicdo enzimatica foram
realizados com extratos das 150 espécies descritas no Apéndice A. Apds triagem do
potencial inibitorio dos 150 extratos em trés concentragdes, 59 foram selecionados
para determinagdo dos valores de ICso. O fluxograma apresentado na Figura 5
resume as etapas experimentais dos ensaios de cinética enzimatica realizados em
leitor de microplacas (Molecular Devices®, SpectraMax Plus 384), por meio de
varreduras realizadas por 60 s em temperatura ambiente, 25 °C. Os ensaios foram
realizados em ftriplicata.

Apos obter os dados de absorvancia em fungdo do tempo, de acordo com o
procedimento descrito na Figura 5, partindo-se do coeficiente de extingdo molar do
DCIP (gs10nm= 21,5 mM-'.cm™") foi possivel calcular a quantidade de DCIP reduzido e,
consequentemente, a quantidade de produto formado em fungdo do tempo,

utilizando a Equacéo 1:

[0RO]; = = )

onde [OROQ]r corresponde a concentracdo de orotato formado, A corresponde a
absorbancia medida, € corresponde ao coeficiénte de extingdo molar do DCIP no
comprimento de onda monitorado e b o caminho 6tico. Com os valores de [OROJsem
funcdo do tempo (0-60s), foi realizada uma regressao linear, obtendo-se assim a
equacgao da reta (y = ax + b) em que o coeficiente angular (slope) corresponde a
velocidade média da reagdo na auséncia (V;) e na presenga (V)) dos extratos. A V;
foi utilizada como controle, correspondendo a velocidade com 100% da atividade
enzimatica. A porcentagem de inibicdo (%univicaso) foi determinada utilizando a

Equacao 2:

100V;
Yorniigzo = 100 = (57)

v

(2)

onde V, é a velocidade de reacdo determinada na auséncia de inibidor, curva
referéncia, e V; é a velocidade da reacédo na presencga do inibidor. Os calculos de
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velocidade da reagdo e porcentagem de inibicdo foram realizados no software

Microsoft Excel e as analises estatisticas no software Prism 6.0 (GraphPad, EUA).

Figura 5 - Etapas experimentais dos ensaios de cinética enzimatica com os extratos de Asteraceae
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Fonte: o préprio autor.

Para a determinacgao da ICso 0s ensaios de inibigcdo foram realizados variando
as concentragdes dos inibidores testados, também em ftriplicata (Figura 5). Para
cada extrato, as porcentagens de atividade enzimatica em fungdo do logaritmo da
concentragdo foram submetidas a analise de regressdo néo-linear utilizando a

Equacéo 3, “log(inhibitor) versus response-variable slope”, no Prism 6.0.

max—-min (3)

Y =min+
1+100gIC50-X) x Hillslope

onde Y é a porcentagem de atividade, X € o logaritmo da concentragdo, max e min
s&o, respectivamente, os valores maximo e minimo de porcentagem de atividade e

Hillslope é o coeficiente de Hill (coeficiente de cooperatividade), cujo valor é variavel.

3.2.3 Avaliacéo do potencial inibitorio das substancias isoladas

A avaliagdo do potencial inibitério das 57 substancias puras foi realizada da
mesma forma descrita para os extratos no item 3.2.2, obtendo os valores de ICso
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para cada um dos inibidores a partir dos valores de porcentagem de atividade
enzimatica em treze concentragcbes, que ndo foram as mesmas para todas as
substancias e foram definidas apds teste inicial a 100 uM. Os valores de ICso foram
transformados para dimensdo molar e utilizados na forma do logaritmo decadico
negativo (plCso), para melhor visualizagdo das poténcias relativas. As substancias
mais ativas contra LmDHODH foram testadas frente a HsDHODH para validagao da
seletividade, de acordo com Pinheiro et al. (2013)[144]. As estruturas quimicas das
57 substancias estao disponiveis na Figura 6 e no Apéndice B.

3.2.3.1 Ensaios de termoestabilidade baseados em fluorimetria de varredura
diferencial

Esta etapa envolveu somente as 21 STLs. Os experimentos de DSF
(Differential Scanning Fluorimetry) foram realizados em um termociclador - sistema
de PCR em tempo real Mx3005P (Agilent Technologies, EUA) - equipado com filtros
especificos para medir o sinal de fluorescéncia do FMN no ensaio ThermoFMN ou a
fluorescéncia na presencga do corante fluorescente SYPRO Orange (/nvitrogen, EUA)
no ensaio Thermofluor. O experimento foi montado em uma placa para PCR de 96
poc¢os. Em cada pocgo, foram adicionados 20 yL de enzima a 10 uyM e diferentes
ligantes em trés diferentes concentragdes (1.000, 500 e 100 pM), em triplicatas. Para
o ensaio Thermofluor, também foi adicionado 0,1% de SYPRO Orange. A variagéo
da intensidade de fluorescéncia foi monitorada utilizando os filtros FAM (492 nm) e
ROX (610 nm), excitagdo e emissdo, respectivamente, para o ensaio
Thermofluor{145-147]. No experimento de ThermoFMN[142], o filtro foi FAM SyBr
verde |, 492 nm (excitagdo) e 516 nm (emissdo). A temperatura variou de 25 a 95 °C
(1 °C/min) e as medi¢cdes de fluorescéncia foram realizadas. A intensidade da
fluorescéncia foi descrita em fungdo da temperatura, que geralmente descreve uma
curva sigmoidal. O ponto de inflexdo da curva permite determinar a temperatura de

fusao da proteina, Tm.
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3.3 Estudos metabolomicos

Esta etapa envolveu apenas os 59 extratos previamente selecionados para
determinacdo dos valores de ICs (item 3.2.2), para obtengdo das suas impressdes
digitais e posterior analises quimiomeétricas de correlagdo com os dados de inibicdo
enzimatica. Esta abordagem foi delineada e executada dentro de critérios ja bem
estabelecidos para estudos de metabolbmica vegetal, desde o preparo de
amostras[98—100], condug¢ao dos experimentos para aquisicdo dos dados[85,148—
150], processamento e analise dos dados[79,104,105], tendo cuidado de fornecer
todas as informagdes minimas padronizadas[79,109-112,151,152].

3.3.1 Aquisi¢ao dos dados

A plataforma analitica empregada para obtencdo da impressao digital
metabdlica das amostras foi um cromatografo liquido de ultraeficiéncia (UHPLC,
Acella, Thermo Scientific, EUA) acoplado a espectrometro de massas equipado com
fonte de ionizagdo a pressdo atmosférica (APl source — Atmospheric Pressure
lonization) por electrospray (H-ES| — Heated-Electrospray) e analisador de massas
de alta resolugdo (HRFTMS - High Resolution Fourier Transformation Mass
Spectrometry) do tipo Orbitrap (Exactive Plus, Thermo Scientific).

Os 59 extratos, obtidos conforme descrito no item 3.1.2, foram solubilizados a
1,0 mg.mL"" em acetonitrila (grau LC-MS, Sigma-Aldrich, Alemanha) e agua (mili-Q)
1:1 (v:v), filtrados em filtro PTFE de 0,2 ym e analisados aleatoriamente, em
triplicata, por um método previamente desenvolvido (planejamento experimental) e
devidamente validado[139]. Diversos brancos foram injetados do inicio ao fim da
sequéncia de analises. Os dados foram gravados usando o software Xcalibur 2.1.0
(Thermo Scientific). Os seguintes parametros foram estabelecidos:

a) cromatografia: coluna Kinetex XB-C18 (coreshell, 150 x 2,1 mm, 1,7 um,
Phenomenex, EUA); fase movel composta por agua (fase A, acido formico
0,05%, mili-Q) e acetonitrila (fase B, acido férmico 0,05%, grau LC-MS,
Sigma-Aldrich, Alemanha); vazao da fase moével de 400 pL.min™'; eluigdo
em modo gradiente: 0-15 min em 5-50% de B, 15-20 min em 50% de B e
20-30 em 50-100% de B; volume de injegéo: 4 pL; temperatura da coluna:
30 °C (temperatura do rack: 25 °C).
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b) espectrometria de massas: o espectrémetro foi operado nos modos
positivo e negativo, devidamente calibrados utilizando padrées de baixa
massa molecular e a solugdo Thermo calmix (Sigma-Aldrich); poder de
resolucdo de 70.000; tempo de varredura de 2,5 scans.s™!, com faixa de
massa entre 150-2.000 u; fragmentagé&o ativa na célula de colisdo (HCD —
Higher Energy Collisional Dissociation, energia de colisdo: 35 unidades)
para todos os ions gerados (AIF — all ion fragmentation); tempo maximo de
injecdo de 250 ms, com controle automatico de ganho (AGC — Automatic
Gain Control) fixado em 3x108; aquisicdo em modo centroide; principais
parametros da fonte de ionizagdo (H-ESI): tensdo (DDP - diferenca de
potencial) no spray de 3,6 kV (modo positivo) e 3,2 kV (modo negativo);
temperatura do capilar de 320 °C; fluxo do gas de bainha (sheath gas) de
30 (modo positivo) e 11 (modo negativo) unidades arbitrarias; fluxo do gas
auxiliar (auxiliary gas) de 10 unidades arbitrarias e nivel de S-lens RF de
55.

3.3.2 Processamento dos dados

No que se pode denominar de pré-processamento[104], os dados brutos
obtidos no formato “fechado” (arquivos .raw) foram inicialmente separados nos
modos positivo e negativo, no software Xcalibur e, entdo, empregando-se a
plataforma em linha de comando ProteoWizard[153,154] (funcdo MSconvert), foi
realizada a conversdo dos dados para o formato “aberto” mzXML; corre¢ao inicial da
linha de base, com exclusdo dos ions com intensidade inferior a 10% redugdo do
tempo de varredura (scan time) para 0-30 min (foram removidos 10 min referentes
ao periodo de limpeza da coluna); e compresséo dos dados.

O processamento dos dados[79,104,105], propriamente dito, foi realizado no
software MZmine 2.23 (MZmine Development Team, Finlandia)[155-157],
empregando os parametros descritos em detalhes no Apéndice C. Resumidamente,
foram efetuadas as etapas de corregcado/suavizacdo da linha de base; deteccdo de
massas (ions) e remoc¢ao de ruido; remocdo de falsos picos obtidos em
equipamentos que utilizam transformada de Fourier; desconvolugdo dos
cromatogramas; agrupamento dos picos referentes a isotopos de uma mesma

substancia; alinhamento dos picos referentes as mesmas substancias em diferentes
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extratos analisados e preenchimento de espacgos vazios. O ajuste de cada etapa foi
realizado com base nos valores predefinidos no software[155,156,158], nos
cromatogramas obtidos, nas caracteristicas do analisador de massas (poder de
resolucdo e exatiddo de massa) e por tentativa e erro. No Apéndice D e E, esta
etapa de processamento dos dados esta representada por duas capturas de tela da

interface grafica (GUI — Graphical User Interface) do software MZmine.

3.3.3 Analises quimiométricas dos dados

Os conjuntos de dados processados foram, entdo, submetidos a métodos de
analise estatistica multivariada, ndo supervisionado (PCA — Principal Component
Analysis) e supervisionado (OPLS-DA - Orthogonal Partial Least Squares—
Discriminant Analysis), utilizando o software SIMCA-P+ 13.0 (Umetrics, Suécia)[159].
No Apéndice F, esta etapa esta representada por uma captura de tela da interface
grafica deste software. A analise dos dados foi precedida por pré-tratamento com
normalizagdo do tipo Pareto (centragem na média, seguida por escalonamento
empregando a raiz quadrada do desvio padrdo), para os valores de area
cromatografica dos picos (variaveis x) ao longo de todos os extratos (amostras). A
PCA foi utilizada para analise exploratoria das impressodes digitais metabdlicas por
LC-MS, visando detectar padrdes de agrupamento e outliers nas amostras. A analise
por OPLS foi recorrida para correlacionar os dados quimicos (variaveis x, picos
cromatograficos com informagdes de area, tempo de reten¢gdo e massa acurada em
alta resolugéo) com os dados de atividade biologica (variavel y, valores de ICso para
inibicdo in vitro de LmDHODH), com duas finalidades: descoberta de biomarcadores
e obtencdo de modelos de regressao para predicdo (classificacdo) de extratos
ativos/inativos frente a enzima. Em ambas as abordagens, os extratos com valor de
ICs0 abaixo de 500 mg.mI! foram considerados ativos, e acima deste mesmo valor

foram considerados inativos.

3.3.3.1 Descoberta de biomarcadores

ApOs excluir amostras detectadas como outliers pela PCA, os dados foram
modelados por OPLS-DA, com validagao cruzada, buscando determinar quais eram
as variaveis (picos/substancias) discriminantes, ou seja, efetivamente importantes e

possivelmente responsaveis pelo potencial biolégico em questdo. Para garantir a
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obtencdo de um modelo estatistico final de alta performance, que extraisse
informacdes biologicas de fato relevantes, foram comparados resultados obtidos
sem e com selecdo de variaveis: a) modelo com todas as variaveis obtidas apos o
processamentos dos dados; b) modelo contendo somente variaveis selecionadas
por meio do parametro VIP (Variable Importance in the Projection, VIP > 0,5), gerado
no software SIMCA-P; c) modelo contendo somente variaveis selecionadas por meio
de Algoritmo Genético (GA) no software Weka 3.8.0 (Universidade de Waikato, Nova
Zelandia)[160,161], utilizando parédmetros predefinidos (tamanho da populagao = 20;
numero de geragdes = 20; probabilidade de cruzamentos = 0,6; probabilidade de
mutagdes = 0,033). Foram gerados modelos para os dados nos modos de ionizagao
negativo e positivo, separadamente e também concatenados.

Os parametros estatisticos para avaliagdo e comparagéo dos modelos foram?:
a) coeficiente de determinagéo da calibragio (R?) e validagédo cruzada (Q?); b) raiz
quadrada do erro quadratico médio da calibragdo (RMSEc) e validagdo cruzada
(RMSEcv). O melhor modelo foi utilizado para pesquisa de biomarcadores,
selecionando como variaveis discriminantes somente aquelas cujo coeficiente de
regressao foi significante (intervalo de confianga néo incluiu o valor zero) e o valor
de VIP foi superior a 1,0. A etapa de desreplicacdo para identificacdo destas
substéancias foi realizada conforme sera descrito no item 3.3.4.

3.3.3.2 Modelo de predigao

O objetivo nesta etapa foi obter um modelo capaz de predizer (classificar)
com seguranga se novos extratos, de espécies de Asteraceae ainda nao testadas
frente a LmDHODH, sdo ativos ou inativos, com base exclusivamente na sua
impresséo digital por UHPLC-ESI-HRFTMS. Os 59 extratos foram divididos em
conjunto treino (n = 44) e teste (n = 15), de forma a permitir que o conjunto teste
reproduzisse a faixa de ICso e representasse adequadamente a diversidade botéanica
(tribos e géneros) do conjunto treino. O método de aprendizagem de maquina
utilizado foi novamente o OPLS, aplicando ao conjunto treino para calibracéo (e
validac&o cruzada) as mesmas condi¢gdes que forneceram o melhor modelo no item
3.3.3.1.

2Os parametros estatisticos para avaliagéo e validagdo de métodos quimiométricos em metabolémica ainda ndo
sdo tdo bem estabelecidos quanto para a area de QSAR. A avaliacdo dos modelos metabolémicos seguiu
algumas das mesmas referéncias utilizadas nos estudos de QSAR, por isso estdo melhor descritos e discutidos
na descrigao destes modelos.
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O modelo obtido foi, entdo, submetido a validagdo externa com o conjunto
teste, para avaliar a sua real capacidade preditiva, por meio da porcentagem de
acerto. O modelo também foi avaliado pelos parametros estatisticos descritos no
item 3.3.3.1. Para reforgar a validagédo, assegurando que os resultados nao foram
obtidos ao acaso, o procedimento descrito foi repetido para uma nova distribuigcao
das amostras entre conjunto treino e teste. Por fim, foi realizado um teste de

aleatorizacao dos valores de y.

3.3.4 Identificacdo de metabdlitos

Primeiramente, buscou-se identificar o maximo de substancias presentes nos
59 extratos, nos modos de ionizagdo negativo e positivo. Em seguida, a
desreplicacdo teve como foco as variaveis consideradas discriminantes pelos
modelos descritos no item 3.3.3.1. A identificagcdo dos metabdlitos seguiu critérios ja
bem estabelecidos para padronizacdo de estudos metabolémicos, descrevendo
quatro niveis de identificagdo[109,112,113,152].

A primeira fase da desreplicacéo foi realizada por meio do software MZmine,
utilizando um banco de dados in house contendo as informacbdes de tempo de
retengdo (tr) e massa monoisotopica em alta resolugdo (massa acurada, exatidao <
5 ppm) das 120 substancias AsterLib I, as quais foram injetadas no mesmo método
de analise dos extratos (Apéndice G). A identidade das substancias desreplicadas
nesta etapa foi confirmada pelo padrao de fragmentagéo dos espectros de MS/MS.
A segunda fase de desreplicacdo baseou-se exclusivamente na massa
monoisotopica, envolvendo o banco de dados in house AsterDB[121,122], o qual
contém informagdes de mais de 2.500 metabdlitos ja isolados e/ou identificados na
familia Asteraceae. A ultima etapa utilizou os bancos de dados online do Dictionary
of Natural Products (DNP)[162], SciFinder{163] e ChemSpyder{164], se baseando

unicamente na formula molecular.
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3.4 Estudo da relagao estrutura-atividade quantitativa (QSAR) de lactonas

sesquiterpénicas para inibigao in vitro da enzima LmDHODH

Esta parte do trabalho foi desenvolvida durante a realizacdo da Bolsa de
Estagio de Pesquisa no Exterior (BEPE/FAPESP, processo n° 2016/18579-3), entre
dezembro de 2016 e setembro de 2017, no Instituto de Biologia Farmacéutica e
Fitoquimica (IPBP — Institut flir Pharmazeutische Biologie und Phytochemie) da
Universidade de Munster (Westfélische Wilhelms-Universitdt Miinster), Munster

(Alemanha), sob a supervisdo do Prof. Dr. Thomas J. Schmidt.

3.4.1 Estudos de QSAR baseado em descritores moleculares

3.4.1.1 Modelagem molecular e otimizagdo da geometria

As estruturas 2D das 21 STLs (Figura 6) foram desenhas utilizando o software
MarvinSketch 15.1.19 (Chemaxon, Hungria)[165], obtendo os arquivos em formato
mol file. Para garantir a acuracia dos dados das substancias (estrutura quimica,
configuragdo estereoquimica, nome IUPAC e numero de registro CAS), foram
consultados os artigos originais contendo as informagdes de isolamento, elucidagéo
estrutural e configuracdo absoluta; bem como as bases de dados online do
SciFinder{163] e ChemSpyder{164].

Os modelos moleculares tridimensionais de todas as substancias foram
gerados no software MOE 2016.08 (Chemical Compounting Group, Canada)[166],
por meio de minimizagdo da energia por mecanica molecular utilizando campo de
forca MMFF94x (Apéndice H). Nesta etapa, foram localizadas geometrias
moleculares correspondentes a minimos locais na superficie de energia potencial
(SEP) das moléculas[167]. Estas geometrias foram entdo otimizadas por analise
conformational (Apéndice [), utilizando LowModeMD (configura¢des padrao do MOE,
com energy window de 3 kcal.mol' acima do minimo global). Este procedimento
visou prover conformagdes atbmicas 3D energeticamente plausiveis e,
eventualmente, encontrar o minimo global de energia da SEP. Finalmente, com o
intuido de possibilitar também o calculo de descritores 3D, o conférmero resultante
com menor energia de campo de forga para cada molécula foi novamente otimizado,
agora empregando minimizagdo por mecanica quantica (método semi-empirico

AM1), a qual disponibiliza os orbitais atdmicos[167] (Apéndice J).
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Figura 6 — Estrutura quimica das 21 STLs (para identidade das substancias vide Tabela 2)

STL20 STL21

Fonte: o préprio autor (estruturas quimicas desenhadas no software MarvinScketch).



24

3.4.1.2 Geragao de descritores

O calculo dos descritores e todos passos seguintes do estudo de QSAR foram
realizados utilizando a suite de aplicativos QuaSAR no software MOE[166]
(Apéndice K). Foram calculados descritores moleculares 2D e 3D para as 21 STLs,
totalizando 324 variaveis independentes (variaveis x)[167]:

a) descritores 2D (n = 198): physical properties; Hueckel theory descriptors;
subdivided surface areas; atom counts e bond counts; Kier & Hall connectivity

e Kappa shape indices; adjacency e distance maltrix descriptors;

pharmacophore feature descriptors e partial charge descriptors.

b) descritores 3D (n = 126): potential energy descriptors; MOPAC descriptors;
surface area, volume e shape descriptors, e conformation dependent charge
descriptors.

3.4.1.3 Selecao de descritores e constru¢do dos modelos

A primeira etapa de selegdo de variaveis foi realizada utilizando o aplicativo
estatistico QSAR-Contingency no MOE[167] para se reduzir o numero de descritores
antes de gerar os modelos (calibragdo). Foram realizadas analises de correlagéo
(entre as variaveis x e y) e de contingéncia (dentre as variaveis x). Foram incluidos
na segunda etapa de selecdo de descritores e calibragcdo somente os descritores
com coeficientes de correlagio (r?) acima de 0,2 e de contingéncia (C) acima de 0,6.

As 21 moléculas foram divididas em conjunto treino (n = 15) e teste (n = 6), de
forma a permitir que o conjunto teste reproduzisse a faixa de plCso e representasse
adequadamente a diversidade estrutural do conjunto treino[134]. A segunda etapa
de selecao de descritores foi associada a construcdo dos modelos, a qual foi
alcangada por meio de regressao linear pelo método PLS implementado no MOE
(Apéndice L), empregando validagédo cruzada (CV) do tipo leave-one-out (LOO). Os
dados foram transformados (coluna a coluna) utilizando o desvio padrdo, de modo a
apresentarem varidncia unitaria. Trés métodos de selegcdo de variaveis foram
separadamente conduzidos, em busca das melhores combinag¢des de descritores
para os modelos de QSAR: forward selection (FS), backward elimination (BE) e
algoritmo genético (GA). Cada um destes métodos foi aplicado ao conjunto treino
utilizando trés diferentes blocos de descritores, levando em consideragdo: a)
somente descritores 2D (n = 165); b) somente descritores 3D (n = 113); ¢)
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descritores 2+3D (n = 278). Para cada bloco de descritor, os métodos de selecéo
foram desenvolvidos permitindo numero maximo de descritores igual a 2 e 3.
Forward selection € um método classico que inicia com nenhuma variavel
independente no modelo e adiciona os descritores um a um por tentativa e erro[138].
O primeiro descritor incluido na regressao foi aquele com a maior correlagéo (r?) com
a atividade biolégica e novas variaveis sdo entdo progressivamente adicionadas ao
modelo. O parametro estatistico recorrido para quantificar o ganho na qualidade do
ajuste dos modelos com a combinagdo de descritores selecionada foi o coeficiente
de determinagido (R?) da CV, atribuido como Q?, junto com a raiz quadrada do erro
quadratico médio da CV (RMSEcv). Backward elimination também é um método
classico, porém, ao contrario do FS, este inicia a regressao com todos os descritores
e segue removendo um a um[131]. As variaveis sdo eliminadas com base nos
valores normalizados de seu coeficiente de regressdo e quando sua remogéo do
modelo gera melhor qualidade de ajuste, traduzida pelos parametros Q? e RMSEcy.
Algoritmo genético € um método de selegcdo baseado em inteligéncia artificial,
tendo como inspiragao a teoria da evolugdo. Os descritores representam os “genes”,
combinados em diferentes formas nos “cromossomos” (modelos). Uma populagéo
inicial de modelos é gerada aleatoriamente, da qual uma nova amostragem de
modelos (“nova geragao”) é criada (“reprodugao”) por meio da troca de descritores
entre os modelos “ancestrais/parentes” (“cruzamento/crossing over’) ou por
modificagées aleatdrias (“mutacdes”). Desta forma, a nova geragdo de modelos
substitui a anterior e o algoritmo segue estes “ciclos evolutivos” mantendo somente
os melhores modelos com base nas fungcdes estatisticas para qualidade do
ajuste[168,169]. Neste estudo, langou-se mao de selegcdo de variaveis dirigida por
GA combinado com regressao linear multipla (GA-MLR), como implementado no
MOE (script GA.svl disponivel para usuarios do MOE via Web site da CGC/MOE,
Apéndice M)[170]. Os modelos foram avaliados por meio da falta de ajuste (LOF),
sendo que o critério de término foi a ocorréncia de um valor de LOF pré-determinado
ou a realizagdo do numero maximo de 1.000 ciclos. O numero maximo de geragdes
foi 50.000 e a probabilidade de mutagdo 0,5. A populacdo final de modelos,
contendo no maximo 100 equacgdes, foi submetida a CV LOO e as combinagdes de
descritores dos modelos com os maiores valores de Q? foram selecionadas para
modelagem adicional, empregando agora regressao por PLS, com numero maximo

de variaveis latentes igual ao numero de descritores do modelo.
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3.4.1.4 Validagao dos modelos

A validagao cruzada leave-one-out foi aplicada para avaliar a previsibilidade
interna dos modelos, estimando os erros de predicdo. Neste procedimento, remove-
se uma molécula do conjunto treino para ser utilizada como teste e as restantes s&o
empregadas na calibragdo do modelo. Isso é realizado para o conjunto treino, até
que todas as moléculas foram utilizadas como conjunto treino[161] e, uma vez
completado o processo, os valores médios de Q> e RMSEcy séo descritos. Os
melhores modelos para cada método de selecdo de variaveis e bloco de descritores
foram selecionados por meio dos pardmetros estatisticos Q?, RMSEcy e valor F
(Fisher).

Validagéo externa foi aplicada somente para modelos com R? > 0,6, Q> > 0,5
e baixos valores de RMSE, utilizando o conjunto teste, i.e. um conjunto externo de
moléculas sem participagdo na calibracdo, para estimar os erros de predicédo
externa[171-173]. O dominio de aplicabilidade do modelo selecionado (teste de APD
— Applicability Domain, software Knime 3.4.1, KNIME AG, Suiga[174]) foi definido por
similaridade (distancia Euclidiana), para garantir que as substancias do conjunto
teste pudessem ser utilizadas com seguranga para as predi¢gdes[175,176].

Uma série de trés testes de aleatorizagdo dos valores de y foram realizados
como estratégia final de validag&o. As variaveis dependentes (atividade biolégica) do
conjunto treino foram aleatoriamente reatribuidas as moléculas e a regressao por
PLS repetida mantendo-se a ordem original das variaveis independentes
(descritores). As equacgdes resultantes da regressdo foram também utilizadas para
predizer a atividade do conjunto teste, cujas variaveis y ndo foram aleatorizadas.

Portanto, qualidade do ajuste, robustez e poder de predigdo dos modelos
foram estimadas por meio das seguintes fungbes estatisiticas[126,133,137,
173,177,178]:

a) coeficiente de determinagdo da calibragdo (R? Equacgdo 4), validagdo
cruzada (Q?, Equacgio 5) e validagdo externa (P%r1, Equacgdo 6; e P?r,
Equacéao 7);

b) raiz quadrada do erro quadratico médio da calibragcdo (RMSEc, Equacgao 8),
validagdo cruzada (RMSEcv, Equagdo 9) e validagdo externa (RMSEp,
Equacéao 10).
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Os termos que compdem as Equacdes 4-10 estdo definidos a seguir:

i - indice de notagao da i-ésima amostra;
n - numero de moléculas no conjunto treino ou tese;
k - numero de parédmetros (descritores) no modelo;
Ye - valor experimental (observado) de y do conjunto treino;
Yet - valor experimental (observado) de y do conjunto teste;
Yee - valor calculado de y para a calibragao;
Yoi Ypt -respectivamente, valor previsto de y da validagao interna e externa;
Ye Yet -respectivamente, as medias de ye€ yet.

Para o modelo final validado, foi aplicado novamente o teste de APD com o
intuito de selecionar seis substancias dentre as 57 inicialmente testadas,
pertencentes a outras classes de metabdlitos secundarios que nédo as STLs. Estas
seis substancias, complemente diferentes das que foram utilizadas para calibragao e
validacao do modelo, foram utilizadas para a avaliacdo externa do modelo escolhido.

3.4.2 Estudos de QSAR 3D baseado em descritores farmacoféricos

Esta abordagem foi realizada de acordo com Schomburg et al. (2013)[179].
As duas substancias mais ativas, STL18 (27 yM) e STL5 (31 uM), foram sobrepostas
por meio do alinhamento de farmacoforos, empregando o aplicativo “Pharmacophore
Elucidator’ nas configuragées padrdo do MOE[166] (Apéndice N). As geometrias
moleculares minimizadas por AM1 previamente obtidas (item 3.4.1.1) foram
empregadas neste alinhamento, o qual gera um modelo farmacoférico e executa
uma colegao “consultas de farmacéforos” (pharmacophore queries), induzindo o
alinhamento das moléculas. As representagdes graficas das superficies moleculares
foram geradas para comparagao utilizando o aplicativo “Surface and Maps”, também
no MOE[167].



28

Para geragcdo dos descritores farmacoféricos, as moléculas foram
individualmente sobrepostas ao duplo alinhamento das STLs 18 e 5. Cada estrutura
sobreposta foi entdo visualmente examinada para determinar a presenca ou
auséncia de cada grupo do modelo farmacoférico, gerando variaveis indicativas pela
atribuicdo de valor 1 para presengca e 0 para auséncia de determinado grupo
farmacoforico. Desta forma, quatro variaveis indicativas (F1-F4) foram obtidas e
utilizadas como descritores para o estudo de QSAR, juntamente com indice de
alinhamento global (S), o qual mede a qualidade da sobreposicédo de cada molécula
com o alinhamento dual das STLs 18 e 5. A distribuicdo das substancias em
conjunto treino (n = 15) e teste (n = 6) foi a mesma empregada no QSAR classico
(item 3.4.1.3). A calibragcdo dos modelos se deu por meio de regressdo por PLS
implementada no MOE, inicialmente incluindo somente os descritores farmacoforicos
(F1-F4 e S) e, em seguida, levando em consideragcdo também o descritor 3D interno
(i3D) mais importante no estudo classico de QSAR. As estratégias de validacdo dos
modelos e os parametros estatisticos para avaliagdo da qualidade de ajuste foram

0s mesmos descritores anteriormente (item 3.4.1.4).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliagao do potencial de inibigao in vitro da enzima LmDHODH

4.1.1 Avaliagao do potencial inibitério dos extratos de Asteraceae

Em uma das purificagbes de proteina realizadas, foi empregada uma analise
de eletroforese em gel de poliacrilamida 14% na presenga do detergente dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE - 14%), visando confirmar a obtengcdo da enzima
LmDHODH. A revelac&o do gel foi efetuada com o corante “Coomassie brilliant blue”
e constatou-se que efetivamente o procedimento de purificagdo padronizado e
amplamente utilizado no LCP permite a purificagdo desta enzima (Figura 7).

Figura 7 — SDS-PAGE-14% do processo de purificagdo da proteina LmDHODH. MM - padrao
de massa molecular; 1 - sobrenadante da solugdo de bactérias contendo proteina
apos sonicagao; 2 pellet ressuspendido da solugdo de bactérias contendo proteina
apos sonicagdo; 3 - primeiro efluente da coluna apés adicdo da solucdo de
proteina; 4 - eluato obtido com tampao de purificagéo (TP) sem imidazol; 5 - eluato
obtido com TP 25 mM imidazol; 6 - eluato obtido com TP 50 mM imidazol; 7 -
eluato obtido com TP 100 mM imidazol. A proteina ¢é eluida no TP com 100 mM
imidazol como pode ser comprovado pela banda demarcada. LmDHODH migra
com massa moIeCLIlesr de aproximadamente 35 KDa.

1 2 3 4 5 6 7

80 KDa L id
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.
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Fonte: o préprio autor.

A avaliagcdo da atividade enzimatica na presenga e auséncia dos extratos foi
realizada indiretamente pelo monitoramento espectrofotométrico durante 60 s da
reducédo do reagente colorimétrico DCIP, de coloragédo azul, que deixa de absorver
em 610 nm quando reduzido a DCIPH, tornando-se incolor (Figura 8A). A reducéo
do DCIP ocorre por mecanismo de dupla-troca com a oxidacdo de DHO
(diidroorotato) em ORO (orotato) catalisada pela enzima DHODH[180]. Utilizando o
coeficiente de extingdo molar do DCIP calculou-se a quantidade deste que foi
reduzido e, consequentemente, a quantidade de orotato formado em funcédo do
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tempo (Figura 8B). A partir destas informacdes, foram realizadas regressodes lineares
para obter a velocidade da reac&o (coeficiente angular da reta) na presenca e
auséncia dos extratos e, a partir destas, foram calculadas as porcentagens de
inibicdo (e atividade) enzimatica, listadas no Apéndice O para os 150 extratos. As
porcentagens de inibicdo dos extratos (%inibicdo = 100 - %atividade) variaram de O
a 81 (1.000 yg.mL™"), 0 a 79 (100 ug.mL") e 0 a 51 (10 uyg.mL"). Nao existem na
literatura relatos de estudos de inibicdo de LmDHODH com extratos vegetais, muito
menos algum que conste a triagem de 150 espécies diferentes. Portanto, fica
evidenciado o carater inovador e promissor destes resultados, que apresentaram
valores de inibicdo enzimatica acima de 50% em extratos vegetais, matriz bioldgica

onde as substancias ativas estdo em relativas baixas concentragdes.

Figura 8 — Graficos dos dados gerados nos ensaios de inibigdo enzimatica in vitro de LmDHODH por
monitoramento espectrofotométrico. (A) Grafico da redugao do reagente colorimétrico
DCIP decorrente da atividade enzimatica de LmDHODH na presenca do extrato de
Baccharis jelskii a 100 pg/mL: em vermelho trata-se do branco (MR contendo o extrato,
sem adicdo da enzima); as letras A, B e C tratam-se das trés réplicas realizadas; (B)
atividade enzimatica da LmDHODH na presenga do extrato de Achyrocline satureioides
(10, 100 e 100 pg/mL): monitoramento indireto da formag&do de ORO em fungéo do tempo,
uma vez que a reducdo do DCIP ocorre por mecanismo de dupla-troca com a oxidagéo de
DHO em ORO catalisada pela DHODH; cada ponto do grafico corresponde a média +
desvio padrao; controle: MR contendo 10% DMSO, na presencga da enzima.

0.50- -
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5 = A —— Controle
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0.35 T T T T T T T T 0.0+ T T T T T
0 6 12 18 24 30 36 42 43 54 60 0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
Tempo (s) Tempo (s)

Fonte: o préprio autor (graficos gerados no software Prism 6.0).

A maior parte dos extratos apresentou inibicdo dependente da concentracgao,
apesar de que, em muitos destes casos, as concentragées 1.000 (a) e 100 (b)
ug.mL' ndo foram estatisticamente diferentes, somente estas em relagdo a
concentragdo 10 pg.mL™ (c). Porém, alguns extratos exibiram maior potencial
inibitério concentracdo c, o que pode ter sido causado pela maior solubilidade das
substancias quimicas destes extratos quando estes estavam em menor
concentracdo[181]. Em relagdes dose-resposta, mais especificamente para este
caso, de relagdes concentracao-resposta, o fenbmeno em que baixas concentragcoes

exercem maior efeito do que altas concentragdes € conhecido como hormese. Este
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fenbmeno foi descartado apds os ensaios de determinagao de ICso, Nnos quais se
utilizou 10 concentragbes para gerar curvas concentragdo-resposta e nao foi
observado padrdo bifasico caracteristico de hormese, ou seja, curvas em formato de
U (U-shaped). Existe a possibilidade desta inibigdo em baixas concentragdes ter sido
somente aparente, ou seja, uma resposta compensatoéria do sistema biolégico (meio
reacional), decorrente da quebra inicial da homeostase alvo-ligante[182].

Partindo dos resultados de inibicdo dos 150 extratos, determinou-se os valores
de ICso de 59 extratos (Tabela 1). Para cada um dos extratos, um grafico de
porcentagem de atividade enzimatica em fung&o do logaritmo da concentragao foi
tragcado, obtendo-se uma curva do tipo sigmdide, descrita por quatro parametros:
atividade enzimatica maxima (100%) e minima (0%), o ponto de inflexdo da curva,
que corresponde ao log da concentragao de inibidor responsavel por 50% da perda
de atividade enzimatica (loglCso) e o coeficiente de Hill, também chamado de
coeficiente de cooperatividade. As curvas utilizadas para o calculo de ICsy de todos

os extratos estdo apresentadas no Apéndice P.

Tabela 1 (continua) — Valores de ICso dos extratos das 59 espécies de Asteraceae frente a enzima LmDHODH

Codigo? Espécie® LoglCso® ICso (ug.mL™")
1 Achillea millefolium Ledeb. 3,75+£0,03 5624
2 Achyrocline satureioides (Lam.) DC. 2,54 +£0,09 344
3 Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen 3,07 £ 0,02 1176
4 Ageratum conyzoides L. 3,03+£0,10 1067
5 Aldama arenaria Baker 3,11 +£0,04 1288
9 Aldama filifolia Sch. Bip. Ex Baker 3,04 £ 0,03 1102
10 Aldama gardneri (Baker) E.E. Schill. & Panero 2,89+ 0,07 774
11 Aldama robusta (Gardner) E.E. Schill. & Panero 2,85+ 0,06 711
12 Anteremanthus hatschbachii H. Rob. 2,70 £ 0,06 499
13 Arctium lappa L. 2,87 £ 0,06 745
14 Arnica montana L. 3,04 + 0,09 1095
15 Artemisia absinthium L. 3,18 +£0,10 1516
16 Artemisia annua L. 3,19+£0,08 1566
17 Baccharis albilanosa A.S. Oliveira & Deble 3,14 £ 0,04 1382
31 Baccharis glaziovii Baker 3,22 £ 0,01 1668
38 Baccharis organensis Baker 2,64 £0,10 433
53 Bidens pilosa L. 2,58 + 0,06 378
54 Blanchetia heterotricha DC. 2,59 + 0,06 390
55 Calea cuneifolia DC. 2,63 0,09 427

58 Chresta exsucca DC. 3,34 £ 0,02 2211
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Tabela 1 (conclusao) — Valores de ICso dos extratos das 59 espécies de Asteraceae frente a enzima LmDHODH

Codigo? Espécie® LoglCso€ ICs0 (Mg/mL)
60 Chresta hatschbachii H. Rob. 2,60 +£0,10 385
61 Chresta martii (DC.) H. Rob. 2,93 +0,09 846
63 Chresta plantaginifolia (Less.) Gardner 2,30+0,10 207
64 Chresta pycnocephala DC. 2,90+0,10 742
70 Chronopappus bifrons (DC. ex Pers.) DC. 2,45 +0,05 282
71 Chuquiraga spinosa Less. 3,24 £ 0,10 1732
72 Cichorium intybus L. 2,72 £ 0,06 524
73 Cynara scolymus L. 3,48 £ 0,07 3002
74 Dasyphyllum brasiliensis var. latifolium (D. Don) Cabrera 3,50 £ 0,09 3194
78 Echinacea purpurea (L.) Moench 3,45+ 0,09 2822
79 Emilia sonchifolia L. DC. 2,59 +0,05 389
80 Eremanthus argenteus MacLeish & H. Schumach 2,53 +0,08 337
83 Eremanthus capitatus (Spreng.) MacLeish 2,94 +£0,04 879
86 Eremanthus goyazensis (Gardner) Sch. Bip 2,83+0,04 670
89 Eremanthus polycephalus (DC.) MacLeish 3,50+ 0,20 3545
104 Heterocoma gracilis Loeuille, J. N. Nakaj. & Semir sp. nov 3,00+£0,10 997
105 Lactuca sativa L. 3,58 £ 0,07 3782
108 Lychnophora mellobarretoi G.M. Barroso 3,26 £ 0,02 1802
110 Lychnophora salicifolia Mart. 2,36 £ 0,20 229
111 Lychnophora santosii H. Rob. 3,00+£0,10 1011
113 Matricaria chamomilla L. 3,53+ 0,08 3410
116 Mikania cordifolia (L.f.) Willd. 2,58 + 0,02 379
121 Mikania sessilifolia DC. 2,70 £ 0,17 501
126 Paralychnophora atkinsiae D.J.N. Hind 3,00+£0,10 1012
128 Piptolepis monticola Loeuille sp. nov 3,77 £ 0,06 5942
130 Pluchea quitoc D.C. 2,17 £ 0,08 148
134 Schlechtendalia luzulaefolia Less. 2,38 £ 0,08 238
135 Smallanthus sonchifolius (Poepp. & Endl.) H. Robinson 2,70 +£0,03 504
136 Soaresia velutina Sch. Bip. 3,70+0,10 5221
138 Solidago microglossa DC. 3,32+ 0,09 2109
139 Sonchus oleraceus L. 3,32+0,04 2079
140 Sphagneticola trilobata (L.) Pruskei 2,93+0,09 849
141 Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni 2,80+0,10 610
142 Tanacetum parthenium L. 3,12+ 0,04 1330
143 Taraxacum officinale Weber ex FH Wigg. 4,00+0,10 9578
145 Tridax procumbens L. 2,36 £ 0,06 232
146 Vernonanthura beyrichii (Less.) H. Rob. 2,57 £ 0,07 371
148 Gymnanthemum amygdalinum (Delile) Sch. Bip ex Walp. 3,30+ 0,07 2020
150 Vernonanthura polyanthes (Spreng.) A.J. Vega & M. Dematt. 2,55+ 0,06 359

aMesmos cddigos dos apéndices A e O. PAs 59 espécies foram amostradas do conjunto inicial de 150 de forma a obter uma
boa distribuicdo da %inibigao, ou seja, obter um novo conjunto com espécies que apresentaram inibigéo alta, moderada e
baixa. Esse critério foi utilizado para também obter uma distribuicdo homogénea dos valores de ICso, 0s quais foram
posteriormente correlacionados com os dados metabolémicos dos extratos para geracdo de um modelo de predi¢cdo do
potencial de inibig&o in vitro frente 8 LmDHODH. “Valores de LoglCs correspondem a média + desvio padrédo do ajuste (fit)
de 3 determinagdes (triplicata) utilizando 10 concentragbes diferentes por extrato. Os célculos foram realizados software

Prism 6.0., empregando regresséo néao-linear do tipo “log(inhibitor) versus response-variable slope”.
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Os valores de ICso dos extratos variaram de 148 ug.mL" a 9,4 mg.mL"". Obteve-
se uma ampla faixa destes valores, com uma boa distribui¢do global como pode ser
observado na Figura 9. Nesta etapa, 30% das amostras testadas apresentaram [ICsg
abaixo de 500 pg.mL', sendo fontes promissoras de possiveis inibidores desta
enzima ou de substancias guia na busca por novos protétipos. Como destacado
anteriormente, estes resultados® sdo inéditos, contendo ndo somente valores de
porcentagem de inibigdo, mas também de ICso para 59 espécies de Asteraceae.

Figura 9 — Distribuicdo dos valores de ICso dos 59 extratos frente a enzima LmDHODH. Os

valores dentro de cada faixa do grafico correspondem ao numero de espécies e
suas respectivas porcentagens.

4
(6%)

Bl <500 pg/mL (muito alta)
500-1000 pg/mL (alta)

BN 1000-1500 pg/mL (moderada)
1500-2000 pg/mL (fraca)

BN 2000-5000 pg/mL (muito fraca)

B > 5000 pg/mL (inativa)

13
(22%)

Total = 60
Fonte: o préprio autor (grafico gerado utilizando o software Prism).

Estes resultados sugerem a inibicdo da enzima DHODH como um dos
possiveis mecanismos de agcao de espécies da familia Asteraceae, visto que
diversas destas plantas ja foram testadas contra diferentes linhagens de células de
tripanosomatideos e algumas foram ativas. Uma revisdo da literatura para atividade
in vitro anti-Leishmania e anti-Trypanosoma das 59 espécies estudadas esta
apresentada no Apéndice Q, juntamente com a respectiva referéncia bibliografica.

Devido a alta complexidade quimica destes extratos, € importante destacar que
estudos ja realizados pelo nosso grupo de pesquisa, com estas mesmas espeécies,
demonstraram a auséncia de substancias precipitadoras de proteinas[40,183]. Do
ponto de vista quimiotaxondmico, sabe-se que os taninos (condensados e
hidrolisaveis), conhecidamente potenciais precipitadores de proteinas[184—186], n&o
ocorrem comumente em Asteraceae[187,188]. Os resultados de identificacdo dos
metabdlitos na desreplicacdo dos extratos, apresentados mais a frente, vao de
encontro a esta informacgdo. Algumas substéncias fendlicas podem se comportar de
forma analoga aos taninos[189], porém, ndo ocorreu nenhum tipo de turvagado no
meio reacional ao adicionar os extratos, o que poderia indicar que o mesmo

estivesse causando a precipitagdo da proteina.

30s resultados desta etapa geraram o resumo “Inhibition of Leishmania major dihydroorotate dehydrogenase by Asteraceae
species” que foi apresentado na forma de pdster no “PSE Young Scientists’ Meeting: Trends in Natural Product Research”
realizado entre 28 de junho e 01 de julho de 2017, em Lille (Franga). O trabalho foi premiado como melhor pdster do evento.
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4.1.2 Avaliagao do potencial inibitério das substéncias isoladas

Os valores de ICsp variaram de 27 yM a 2,6 mM (Tabela 2), para o conjunto
de 57 substancias testadas (Figura 6 e Apéndice B), pertencentes a diferentes
classes de metabdlitos secundarios: 21 STLs, oito diterpenos, uma saponina, trés
alcaloides, 10 derivados fendlicos, 11 flavonoides e duas cumarinas. As curvas
utilizadas para o calculo de ICsp de todas substéncias estdo apresentadas no
Apéndice R. As maiores atividades foram apresentadas pelas STLs 18 (27 uM) e 5
(31 uM), o diterpeno DIT1 (31 uM) e o flavonoide FLAG (30 pM). Estas quatro
substancias, todas com ICsp abaixo de 50 uM, passam a constituir interessantes
substéncias guia na busca por novos protétipos para inibicdo da enzima
LmDHODHI[11,190,191].

Estes resultados indicam que produtos naturais podem de fato inibir esta
enzima, se ftratando de uma relevante descoberta, pois uma infinidade de
metabolitos secundarios de plantas com atividade leishmanicida ja foi descrita,
ativos tanto contra a forma promastigota como amastigota[52,192,193], no entanto,
para a maioria delas o mecanismo de agdo segue desconhecido[194,195]. Uma
revisado da literatura para atividade in vitro anti-Leishmania e anti-Trypanosoma das
57 substancias testadas esta apresentada no Apéndice S, com a respectiva
referéncia bibliografica. Diversas destas substéncias ja foram testadas contra
diferentes linhagens de células de tripanosomatideos e algumas demonstraram ser
importantes descobertas, com valores de |Csp abaixo de 10 uM[191].

Tabela 2 (continua) — Valores de ICso das 57 substancias testadas frente a enzima LmDHODH

Substancia Nome ngigssi/ea LoglICso® (IEI\E;IO) plCso°
STL1 16-a-(1-metilprop-1-Z-enila)-eremantolido STL/ERE 2,50 £ 0,10 346 3,5
STL2 15-desoxi-goiasensolido STL/FHL 2,44 + 0,02 278 3,6
STL3 goiasensolido STL/FHL 2,20+ 0,10 156 3,8
STL4 4,5-desidro-15-desodxigoiasensolido STL/FHL 2,16 + 0,08 145 3,8
STL5 glaucolido B STL/GLA 1,49 £ 0,03 31 4,5
STL6 tagitinina C STL/HEL 2,63 £ 0,08 426 3,4
STL7 artemisina STL/HEL 2,23 £ 0,04 172 3,8
STL8 enidrina STL/MEL 2,77 £ 0,02 585 3,2
STL8 enidrina STL/MEL 2,77 £ 0,02 585 3,2
STL9 15-acetdxi-eremantolido B STL/ERE 3,08 +0,08 1200 2,9

STL10 15-hidroxi-eremantolido B STL/ERE 2,89 £ 0,02 769 3.1
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Tabela 2 (continuagdo) — Valores de ICsodas 57 substancias testadas frente a enzima LmDHODH

Classe/

ICso

Substancia Nome Subclasse? LogICso® (UM) plCso°
STl 4 (‘1”6‘;2‘13 1‘3(2‘;;‘]3?69ne_g’;f’1xz'_%ﬁjf STLGUA 277+002 585 32
STL12 cnicina STL/IGER 2,56 + 0,03 361 3,4
STL13 tiglato de atripliciolido STL/FHL 2,94 + 0,04 872 3,1
STL14 tiglato de budleina A STL/IGUA 2,42 +0,03 263 3,6
STL15 angelato de acantospermolido STL/MEL 2,81 £ 0,03 644 3,2
STL16 2‘1”1“(’1 gf dr?eerf_aes";"'%'z‘l'i oorhidrox-guaR  STIGUA 223003 168 38
STL17 2‘1”1“(’1 gf dr?eerf_aes";"'%'z‘l'i Ophidrox-guala- ST GUA  282£002 662 32
STL18 ﬁ;gﬁ?égﬁ-ggl;l)igzm-guala-1(10),3,11(13)- STLIGUA 143+008 27 4,6
STL19 epoxido de tagitinina C STL/HEL 2,01 £0,05 103 4,0
STL20 tagitinina A STL/FHL 2,90 + 0,03 796 3,1
STL21 budleina A STL/FHL 2,81 +0,04 653 3,2

DIT1 acido ent-caurenoico DIT/CAU 1,50 £ 0,10 31 4,5
DIT2 acido ent-pimara-8(14),15-dien-19-6ico DIT/PIM 3,12 + 0,04 1315 2,9
DIT3 ent-8(14),15-pimaradien-3(-ol DIT/PIM 2,65+ 0,04 449 3,3
DIT4 acido cinamoilgrandiflérico DIT/CAU 3,15+£0,04 1417 2,8
DITS acido ent-agatico reduzido DIT/LAB 2,94 + 0,02 876 3,1
DIT6 acido ent-agatico DIT/LAB 2,85+ 0,04 707 3,1
DIT7 acido polialtico DIT/LAB 3,42+0,07 2624 2,6
DIT8 acido 3-acetodxicopalico DIT/LAB 2,97 £ 0,04 932 3,0
STE1 (-)-B-sitosterol STE 2,62 +0,05 415 3,4
SAP1 aescina SAP 2,68 £ 0,03 478 3,3
ALK1 cernumidina ALK/GND 2,78 + 0,02 610 3,2
ALK2 escopolamina ALK/TRO 2,91 £ 0,06 795 3.1
ALK3 emetina ALK/TIQ 3,03+0,03 1074 3,0
PHE1 acido ferulico PHE/CID 2,62+ 0,06 413 3,4
PHE2 acido cinamico PHE/CID 2,60 £ 0,07 392 3,4
PHE3 acido protocatecuico PHE/SBA 2,96 + 0,03 922 3,0
PHE4 acido cafeico PHE/CID 3,24+0,05 1753 2,8
PHES5 acido 5-O-cafeoilquinico PHE/CAD 3,05+0,06 1125 2,9
PHE6 acido 4,5-di-O-cafeoilquinico PHE/CAD 1,86 £ 0,06 73 4.1
PHE7 acido 3,4-di-O-cafeoilquinico PHE/CAD 2,81 10,02 642 3,2
PHES8 acido 3,5-di-O-cafeoilquinico PHE/CAD 3,11+0,03 1277 2,9
PHE9 acido 4-0O-cafeoil-2-C-metil-D-eritrénico PHE/CAD 2,62 + 0,06 418 3,4
PHE10 acido O-cumarico PHE/CID 2,91 +0,02 806 3,1
FLA1 tamaraxetina FLA/FOL 1,97 £ 0,02 94 4,1
FLA2 canferol FLA/FOL 2,60+ 0,20 389 3,4
FLA3 apigenina 7-O-glicosideo FLA/FNEY 2,02 +0,04 105 4,0
FLA4 santina FLA/FOL 2,42 £ 0,05 262 3,6
FLA5 7,3 ,4’-trimetoxi-5-hidroxiflavona FLA/FNE 2,34 £ 0,03 217 3,7
FLAG miricetina FLA/FOL 1,48 £ 0,04 30 4,5
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Tabela 2 (concluséo) — Valores de ICsodas 57 substancias testadas frente a enzima LmDHODH

Classe/ ICso

Substancia Nome Subclasse? LogICso® (UM) plCso°
FLA7 catequina FLA/FOL 1,99 £ 0,02 98 4,1
FLA8 peltatosideo FLA/FNEY 2,30 £ 0,02 199 3,7
FLA9 spiraeosideo FLA/FNEY 2,21 £0,06 163 3,8
FLA10 galangina FLA/FOL 2,68 £ 0,02 481 3,4
FLA11 rutina FLA/FOLY 3,18+0,04 1531 2,8
COuU1 7-hidréxicumarina PHE/COU 2,67 + 0,05 467 3,3
Cou2 Coumarina PHE/COU 2,81+ 0,04 642 3,2

2Classe/subclasse: PHE: polifenol (SBA: acido benzoico simples, CID: derivado do acido cinamico, CAD:
derivado do acido cafeico, COU: cumarina); FLA: flavonoide (FNE: flavona, FOL: flavonol); STL: lactona
sesquiterpénica (FHL: furanohelianfolido, ERE: eremantolido, GER: germacrolido, GUA: guaianolido,
HEL: heliangolido, GLA: glaucolido, MEL: melampolido, HIR: hirsutinolido); DIT: diterpeno (CAU:
caurano, PIM: pimarano, LAB: labdano); STE: esteroide; SAP: saponina; ALK: alcaloide (GND:
guanidinico, TRO: tropanico, TIQ: tetrahidroisoquinolidinico

byalores de LoglCso correspondem a média + desvio padrao do ajuste (fit) de 3 determinagdes utilizando
13 concentragbes diferentes por substancia. Os célculos foram realizados no software Prism 6.0,
empregando regressao nao-linear do tipo “log(inhibitor) versus response-variable slope”.

¢Os valores de plCso foram convertidos dos valores de ICso na unidade de mol.L™", sendo que plCso = -
log10(ICs0/M), onde M €& a unidade de mol/L e com isso esses valores tratam-se de ndmeros sem
unidade.

dMetabolito na forma glicosilada (glicosideo ou heterosideo).

Os resultados para as substancias mais ativas estdo de acordo com dados de
dois estudos in silico que realizaram docagem (docking) e triagem virtual (virtual
screening) com terpenoides[57] e derivados fendlicos[196] para varios potenciais
alvos moleculares de Leishmania spp. Ambos os estudos incluiram LmDHODH
como um dos alvos de docagem e apontaram germacranolidos (STLs), guaianolidos
(STLs), limonoides (triterpenoides), flavonoides, chalconas e lignanas como as
substancias com maior potencial para inibicdo seletiva desta enzima, indicando-os
como promissoras substancias guia na busca por novos farmacos leishmanicidas.
Atualmente, somente dois artigos cientificos apresentam dados de inibigdo in vitro
para LmDHODH, nenhum deles envolvendo produtos naturais[30,144]. Cheleski et
al. (2010)[30] forneceram novos insights para a descoberta de inibidores de Classe
1A e descreveram a constante cinética de afinidade (K@P) para dois analogos do
orotato. Pinheiro et al. (2013)[144] descreveram a porcentagem de inibicdo da
atividade enzimatica na presencga de trés isotiocianatos e um valor de ICso de 28 uM

para a substancia 4-nitrofenilisotiocianato.
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A seletividade das substancias mais ativas para o alvo molecular focalizado
foi validada, uma vez que os valores de inibicdo frente a HsDHODH foram
irrelevantes (abaixo de 50%, Tabela 3). A 100 uM, exceto para a substancia FLA7,
os valores de inibicdo para a enzima humana foram estatisticamente mais baixos do
que para LmDHODH.

Tabela 3 — Validagéo de seletividade: valores de inibigao frente a HsDHODH
das substancias mais ativas contra LmDHODH

Inibigdo (%) a 100 uM>

Substancia®

LmDHODH HsDHODH
STLS 41+4 057
STL7 44 +5 057
STL18° 64 1 3+37
STL19 42+ 6 12+ 17
DIT1 40+5 28+5
PHEG 38+2 10 £+ 8"
FLA1 46+ 6 29+27
FLA3 47 +5 10+ 37
FLAG 67 £2 41+ 8"
FLA7 52 £ 10 38+2
FLA9 35+3 16+ 3"

Fonte: o préprio autor.

aTodas as substancias com ICsp < 200 M contra LmDHODH foram testados
frente a HsDHODH.

bQOs valores de inibig&o correspondem a média + desvio padréo.

°A substancia STL18 foi testada a 150 pyM, porque a concentracdo 100 uM
ndo foi incluida no delineamento experimental para determinagéo de ICs;
P < 0,0001, P < 0,001, P < 0,01 e ‘P < 0,05 sdo os niveis de
significancia para a diferenga estatistica entre a média do valor de inibigao de
cada substancia contra HsDHODH e LmDHODH, obtidos por teste-t nio
pareado (software Prism 6.0).

Dois aspectos estruturais e mecanisticos agregam grande potencial a
descoberta de novos inibidores desta enzima e destacam a relevancia dos
resultados obtidos nesta primeira triagem de produtos naturais para este alvo
molecular: a) possibilidade de transposigcdo de inibidores de LmDHODH para
enzimas homologas de Classe 1A de tripanossomatideos; b) possibilidade de
encontrar inibidores especificos para DHODH Classe 1A. Estes dois aspectos serao
brevemente discutidos no paragrafo seguinte.

As enzimas DHODH de classe 1A de tripanossomatideos possuem sitios
ativos altamente conservados em termos de conformacgdo e natureza estérica,

compartiihando o mesmo mecanismo de agdo e elevado nivel de identidade
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sequencial. No caso desta ultima, para L. major, chega a 83-96% com outras
especies de Leishmania e até 76% com enzimas homodlogas presentes em
organismos do género Trypanosoma[141,144]. Consistentemente, foi demonstrado
que inibidores de DHODH de T. cruzi (TcDHODH) podem ser transpostos para
outras enzimas Classe 1A, incluindo LmDHODHI[30]. Porém, o nivel de identidade
sequencial cai consideravelmente quando comparadas as enzimas de Classe 1A e
2, chegando a 27% e deixando, portanto, o caminho livre para inibigao seletiva[144].
O ciclo catalitico FMN-dependente da DHODH consiste em duas meia-reagdes que
envolvem dois substratos diferentes[14,20]. Nas enzimas de Classe 1A ambos
substratos, DHO e fumarato, se ligam no mesmo sitio ativo, o sitio
pirimidinico[197,198]. Em quanto isso, em DHODH Classe 2 o segundo substrato,
quinona, interage com o sitio de ligagdo da ubiquinona, um segundo sitio catalitico
hidrofébico, o qual foi também descrito como alvo dos inibidores de Classe 2
existentes[27,28,199]. O primeiro estudo focado na inibicgdo de DHODH Classe 1A
(Lactococcus lactis) indicou a possibilidade de se obter inibidores seletivos, tendo
como alvo o sitio ativo pirimidinico[29]. Os inibidores Classe 1A-especificos se
limitam atualmente a analogos do benzoato de pirimidina e orotato, nenhum de
origem vegetal e todos interagem neste mesmo sitio do DHO, por mecanismo
competitivo, excetuando um inibidor nao-competitivo, o 3,5-dihidroxibenzoato
[19,30,31,200].

A série de 21 STLs testadas (Figura 5) compreendeu os seguintes subtipos
de esqueletos: 13 germacranolidos (incluindo trés heliangolidos, sete
furanoheliangolidos, dois melampolidos, um germacrolido), quatro guaianolidos, um
glaucolido and tré eremantolidos. Os valores de plCso (Tabela 2) variaram de 2,9 a
4,6 (A = 1,7 unidades logaritmicas), possuindo distribuigdo Gaussiana (valor-P >
0,05, D'Agostino & Pearson omnibus normality test realizado utilizando o software
Prism 6.0). Esta constitui uma faixa de valores finais aceitavel (A > 1,0 unidades
logaritmicas)[201] e significativamente maior que o erro experimental, cujo desvio
padrao foi menor que 5%, com um maximo de 0,1 unidades logaritmicas.
Evidenciou-se assim a confiabilidade dos dados experimentais, provendo suficiente
representatividade e qualidade para os modelos e suas predigdes. As STLs 18 ¢ 5
foram as mais ativas e promissoras quanto a inibigdo de LmDHODH. A primeira e
mais ativa, 2-oxo-8B-tigloiléxi-guaia-1(10),3,11(13)-trien-6a,12-olido, €& um

guaianolido com anel a-metileno-y-lacténico (11,13-en, 6a,12), dois sistemas «,p-
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insaturados com uma carbonila ceténica da porgao ciclopentenona e um grupamento
tigloila no Cs. A segunda trata-se do glaucolido B, um glaucolido, também
classificado como germacrolido, com anel y-lactdnico oxigenado (7,11-en, 11,13-
dihidro, 6a,12), um epoxido no C4 e trés grupos acetila em Cg, Cioe Cis.

Analises preliminares comparando visualmente a estrutura molecular das
STLs nao foram conclusivas quanto a determinagdo das caracteristicas estruturais
importantes para explicar as variagdes da inibicdo da enzima LmDHODH entre os
subtipos de esqueletos. Grupamentos reativos classicos para a maioria das
atividades biolégicas desta classe de metabdlitos secundarios ndo demonstraram
exercer influéncia significativa nesta seletividade biologica. Nem mesmo as
carbonilas cetbénicas o,3- ou a,B,y,0-insaturadas das porgdes ciclopentenona e o-
metileno-y-lactona, as quais possibilitam adigdo de Michael com residuos livres de
proteinas contendo sulfidrila (e.g. cisteina) ou outros grupos nucleofilicos, como
também grupos epodxidos e aldeidos livres ndo se mostraram determinantes para a
atividade em questéo [50,51,202]. Os furanoheliangolidos STL3 (156 pyM) e STL20
(103 pM) apresentaram valores similares de 1Cso, apesar de possuirem varias
diferengas estruturais importantes, incluindo a presenca ou auséncia de uma
carbonila cetbnica «,B,y,6-insaturada do grupamento ciclopentenona. Em
contrapartida, um unica modificagdo na configuragdo do C1o nos guaianolidos STL16
(enantibmero R, OH na posigédo a) e STL17 (enantibmero S, OH na posicéo B), foi
suficiente para aumentar o ICspde 168 para 662 uM. Para este fim, visando entender
apropriadamente as relagdes estrutura-atividade, os estudos de QSAR foram
realizados langando m&o de duas abordagens: QSAR classico empregando
descritores 2D e 3D interno (i3D); e QSAR 3D baseado em farmacoforos
(pharmacophore-based 3D-QSAR).

4.1.2.1 Ensaios de termoestabilidade baseados em fluorimetria de varredura
diferencial

Os estudos de termoestabilidade foram realizados pelo DSF, monitorando o
desdobramento da proteina baseado no aumento da temperatura, para determinar a
temperatura de fusdo da proteina, Tm. Estes ensaios sdo de grande utilidade, uma
vez que variagdes consideraveis de Tm (ATm > 1 °C) indicam que a substancia se
ligou efetivamente a enzima. Duas abordagens diferentes de DSF foram utilizadas:
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Thermofluor{145-147] usando o corante fluorescente SYPRO Orange e a

metodologia alternativa ThermoFMN[142]. Os resultados de Tm obtidos para a
enzima sem qualquer ligante, 56,80 + 0,13 °C para ThermoFMN e 52,97 + 0,42 °C

para

Thermofluor,

LmDHODH[142].

Todas as 11 substancias selecionadas aleatoriamente do conjunto de 21

foram

semelhantes

anteriormente descritos

para

STLs apresentaram ATm negativo em ambos os experimentos, nas concentragdes

de 1.000, 500 e 100 pM (Tabela 4). Tais valores negativos nédo significam que as

substancias nao estéo ligadas a proteina; em vez disso, indicam que o ligante esta

desestabilizando a mesma, isto €, influenciando de tal maneira que o processo de

desenovelamento ocorre mais rapidamente. Uma vez que a intengdo em relagcéo as

substancias testadas € inibir a enzima do parasita, a desestabilizagdo observada

neste experimento ndo é preocupante. Todos os ligantes apresentaram dependéncia

de concentracdo, aumentando a variagdo de T com o aumento da concentragao.

Outra informagao que merece destaque é o fato de que, em ambos os ensaios, as

STLs do mesmo subtipo esquelético se agruparam em fungdo do ATm, com excegéo

dos furanoheliangolidos (Apéndices T e U).

Tabela 4 — Valores de ATm (°C) para as substancias nas trés concentragbes testadas com LmDHODH em
ambos os experimentos (ThermoFMN e Thermofluor/SYPRO). Os valores de ATm foram
calculados pela substraindo o Tm obtido para a enzima na presenca da substancia pelo Tm obtido
na auséncia da substancia (56,80 + 0,13 °C para ThermoFMN e 52,97 +
Thermofiuor). Somente valores de ATm > 1,00 °C (células verdes) e < -1.00 °C (células vermelhas)
foram consideradas variagbes efetivas.

1000 uM
500 uM
100 uM

1000 uM
500 uM
100 uM

1000 uM
500 uM
100 uM

0,42 °C para

Orotato STL3 STL4 STL5
FMN  SYPRO FMN SYPRO FMN SYPRO FMN SYPRO
0,27 -0,45 -0,70 -0,64
-0,84 0,22 0,27 -0,41 0,47
0,39 -0,32 -0,73 -0,27 0,18 0,21 0,27
STL7 STL8 STLY STL10
FMN  SYPRO FMN SYPRO FMN SYPRO FMN SYPRO
-0,40 -0,52 -0,76 061 [EIE
-0,35 -0,22 -0,65 -0,32 -0,96
-0,13 -0,14 -0,49 -0,43 -0,41 -0,86 -0,15 -0,13
STL11 STL13 STL15 STL20
FMN  SYPRO FMN SYPRO FMN SYPRO FMN SYPRO
-0,85 -0,07 -0,52 -0,19
-0,64 -0,75 -0,85 _ 0,17 -0,32 -0,06
-0,26 -0,38 -0,35 -0,47 -0,48 -0,09 -0,26 -0,07

Fonte: o préprio autor.
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O conhecido inibidor/produto de reacédo, orotato, também foi testado. Como
esperado, apresentou um AT positivo (Tabela 4); além disso, o ensaio ThermoFMN
apresentou resultados mais elevados, o que pode ser explicado devido ao fato de
que o orotato se liga ao sitio ativo (sitio da pirimidina), onde a FMN é encontrada.
Para algumas substéncias, tais como STL3 e STL13, o Tm observado na
concentragdo de 1.000 pM no Thermofluor foi de até -6,51 e -597 °C,
respectivamente. Essa variagdo foi a mais alta observada e poderia significar uma
forte ligagdo, uma vez que foi ainda maior, em maodulo, do que o orotato (1,62 °C),
adicionalmente, é importante ressaltar que as duas STLs sao furanoheliangolidos.
No ensaio ThermoFMN, os maiores valores de ATm na concentragédo de 1.000 yM
foram impostos pelos melampolidos, STL8 (-1,32 °C) e STL15 (-1,48 °C), mas
ambos n&o superaram a orotato (6,12 °C).

As duas abordagens diferentes de DSF também foram aplicadas para inferir
um possivel sitio de ligacdo. No ensaio Thermofluor, é utilizado o corante SYPRO,
que € fluorescente quando exposto a um ambiente hidrofébico. Portanto, com o
aumento da temperatura, observa-se um aumento no sinal de fluorescéncia devido a
interacdo do corante com os sitios hidrofébicos que sdo expostos quando a proteina
€ desenovelada[145-147]. Enquanto isso, o experimento ThermoFMN é realizado na
auséncia de corante, explorando o grupo protético FMN das flavoproteinas como um
marcador fluorescente. Quando complexada no sitio ativo da enzima enovelada, a
intensidade de fluorescéncia da FMN ¢é diferente daquela observada quando
encontra-se livre. Assim, & possivel monitorar o aumento do sinal de fluorescéncia
da FMN enquanto ela esta sendo liberada do complexo enzimatico, como resultado
do processo de desenovelamento da proteina[142]. Diferente do que foi observado
para o orotato, a maioria das outras substancias testadas apresentou uma maior
variagdo no experimento Thermofluor, isso pode significar que eles estéo
apresentando ligagdo em um sitio diferente do da FMN, o qual se trata do sitio ativo
(sitio da pirimidina).
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4.2 Estudos metabolomicos

As impressodes digitais metabolicas em UHPLC-ESI-HRFTMS foram obtidas
para os extratos de todas as 59 espécies, em ftriplicata, nos modos de ionizacéo
negativo (Figura 10) e positivo (Figura 11). O processamento dos dados de LC-MS
resultou em 1.656 picos (substéncias) no modo de ionizagdo negativo e 2.038 no

positivo.

Figura 10 — Sobreposigdo da impressdo digital metabodlica por UHPLC-ESI-HRFTMS (modo de ionizagao
negativo) dos extratos das 59 espécies de Asteraceae (TIC - cromatograma de ions totais)

1200 13,00 1400 1500 1600 17
Tempo de retencdo (min)

Fonte: o préprio autor (figura gerada no software MZmine).

Figura 11 — Sobreposigdo da impressdo digital metabodlica por UHPLC-ESI-HRFTMS (modo de ionizagao
positivo) dos extratos das 59 espécies de Asteraceae (TIC - cromatograma de ions totais)

Tempo de retengao (min)

Fonte: o préprio autor (figura gerada no software MZmine).
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O meétodo analitico de LC-MS (item 3.3.1) desta abordagem metabol6mica
para estudo de Asteraceae foi previamente validado e, desde entdo, tem sido
rotineiramente utilizado pelo grupo de pesquisa AsterBioChem[139]. Todas figuras
de mérito (adequabilidade do sistema, robustez, seletividade, exatiddo, preciséo,
linearidade e limite de detecgdo) foram avaliadas e aprovadas de acordo com
normas nacionais e internacionais de validagcdo de métodos bioanaliticos[203], visto
a elevada complexidade quimica que os objetos de analise.

No que diz respeito a precisao, considerando que as 59 amostras foram
analisadas em ftriplicata, vale destacar que o método mostrou adequada
repetitividade dos resultados (Figura 12), com coeficiente de variagao (CV) de 20%
para a area dos picos e de 5% para o tr[139]. A precisdo das analises esta ilustrada
novamente mais a frente na Figura 16, que apresenta o grafico dos valores de score
das 59 amostras, em triplicata, na PCA com suas variaveis x no modo de ionizagao
negativo (modo positivo no Apéndice V). E possivel visualizar que as réplicas das
amostras (scores), em sua grande maioria, estdo bem préximas no novo espago

formado pelas duas primeiras dimensdes geradas na PCA.

Figura 12 — Cromatogramas da amostra 130 (extrato de Pluchea quitoc, triplicata), obtidos por
meio de UHPLC-ESI-HRFTMS no modo de ionizagédo negativo
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Fonte: o préprio autor (figura gerada no software Xcalibur).
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A associagdo de técnicas de alta performance cromatografica,
espectrométrica e quimiométrica, forneceu um universo de 3.694 substancias (modo
negativo e positivo somados). Destes milhares de metabdlitos detectados, a
possibilidade de inserir no processo de desreplicacdo informacdes de tr e massa
monoisotopica em alta resolugdo de 120 substancias (AsterLib 1), as quais foram
injetadas no mesmo método de analise dos extratos, permitiu identificar em nivel 1,
com alta confiabilidade, 49 substancias (Tabela 5). A identidade das variaveis
desreplicadas nesta etapa foi confirmada pelo padrdo de fragmentagdo dos
espectros de MS/MS (Figuras 13-15).

Tendo em vista o que era possivel anteriormente por procedimentos de
fitoquimica classica, este € um numero consideravel de identificacbes, posto que
identificar todos os picos detectados n&o € necessario, quanto mais
possivel[113,204,205]. Isto evidencia o potencial de aplicagdo deste tipo de
abordagem[66,67,69,70,97,206], somado ao fato de que a maioria das substancias
identificadas ndo faz parte dos constituintes majoritarios dos extratos (Figuras 10 e
11) e, portanto, sua deteccdo s6 foi possivel em virtude da utilizagdo de técnicas
com alta sensibilidade.

Nos cromatogramas das Figuras 10 e 11 & possivel observar também que os
constituintes detectados estdo bem distribuidos a longo dos 30 min de corrida
cromatografica. Assim, o método empregado mostrou-se abrangente, sendo capaz
de abarcar metabdlitos com diferentes tr e, consequentemente, diferentes classes
quimicas. Esta observacdo, associada ao elevado numero de picos detectados e
aos bons rendimentos obtidos no preparo das amostras (Apéndice A), também
demonstra a eficiéncia do processo extrativo, etapa que desempenha papel central
em qualquer procedimento analitico, inclusive em metabolémica vegetal[98,99].

As condi¢des experimentais empregadas no processo de extragao realizado
(item 3.1.2) haviam sido previamente otimizadas[139] por meio de ferramentas
quimiométricas[136,207,208], visando extrair o maximo de substancias possivel,
qualitativamente e quantitativamente, obtendo assim amostras representativas para
os estudos metabolémicos. A metodologia padronizada envolveu extragao assistida
por ultrassom, uma ferramenta que vem sendo crescentemente requisitada no
preparo de amostras[209-212], visto que, além de considerar as interagcdes soluto-
solvente, considera também a dissociacdo do soluto da matriz biologica[99].
Portanto, esta técnica simples, rapida e barata supera o poder extrativo dos
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sistemas classicos de extracdo solido-liquido, como a maceracgao, otimizando o
rendimento e o consumo de solventes[213,214]. Outro aspecto igualmente
importante € que este ndo gera aumento na temperatura do sistema, extraindo com
seguranga moléculas termolabeis e instaveis[210,215].

Durante o desenvolvimento do método analitico confirmou-se que a faixa de
tempo entre 16-30 min nos cromatogramas € caracterizada principalmente por
diterpenos, com algumas STLs[139]. A biblioteca com as 120 substancias utilizadas
como padrdes para identificacdo foi composta por acidos fendlicos, flavonoides e
STLs, com poucos diterpenos. Isso explica o fato de que as variaveis apresentadas
na Tabela 5 possuem tr maximo de 15,7 min, ou seja, entre 16-30 min nada foi
identificado.

As substancias apresentadas na Tabela 5 representam as principais vias
biossintéticas do metabolismo secundario de Asteraceae[188,216-218]: via dos
terpenos (seis STLs), via mista acetato-chiquimato (26 flavonoides) e via do
chiquimato (17 derivados fendlicos). As STLs sao os principais marcadores
taxondmicos dessa familia, visto que ja foram identificadas mais de 5.000 estruturas
distribuidas em mais de 30 diferentes subtipos de esqueletos[49-51,202,219].
Portanto, € possivel afirmar de forma geral, que a via do mevalonato € a via mais
marcante nestas plantas, que possuem, além das STLs, diversos tipos de diterpenos
(e.g. ent-cauranos e ent-pimaranos), dentre outros terpenoides[47,220-222]. Ainda
assim, 88% da tabela de desreplicagdo consiste em acidos fendlicos e flavonoides,
pois as espécies estudadas sdo ricas também nestas classes de metabdlitos
secundarios[39,96,223-225], os quais possuem maior potencial de ionizagao
(ionizam mais facilmente, em maior proporgéo/intensidade) do que os diterpenos e
outros terpenoides[226—230].

Com relagdo ao potencial biolégico das 49 substancias isoladas que foram

identificadas nos extratos, € importante destacar os seguintes aspectos:

a) 13 delas fazem parte do conjunto de 57 produtos naturais testados
para inibigdo de LmDHODH (item 4.1.2). Destas, somente quatro
foram relativamente mais ativas[11,190,191]: acido 4,5-di-O-E-
cafeoilquinico (ICsq 73 pM), apigenina 7-O-glicosideo (ICso 105 uM),
1B,2a-epoxi tagitinina C (ICso 103 uM) e spiraeosideo (ICsp 163 pM).
Na etapa seguinte dos estudos, em que se correlacionou os dados
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metabolédmicos com os de inibigdo enzimatica para a pesquisa de
biomarcadores, veremos que os modelos obtidos selecionaram
duas substéncias destas 13 ja testadas, sendo uma delas o acido
4,5-di-O-E-cafeoilquinico, que apresentou bom potencial de
inibigdo, constituindo uma interessante guia na busca por novos
inibidores desta enzima. Estes resultados potencializam ainda mais
o impacto deste trabalho e o potencial de aplicacdo desta
abordagem na descoberta de PNs bioativos[67,69];

b) diversas dessas substancias ja foram testadas contra diferentes
linhagens celulares de tripanossomatideos e  algumas
demonstraram ser importantes descobertas, com valores de ICso
abaixo de 10 pM[56,231-260]. Estas informag¢des da literatura
demonstram o potencial da familia Asteraceae na descoberta de
novas alternativas terapéuticas para DNs, validando a escolha
destas plantas para a triagem in vitro de inibidores de LmDHODH.



Tabela 5 (continua) — Substancias identificadas na desreplicagao dos 59 extratos de Asteraceae analisados por UHPLC-ESI-HRFTMS
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¢ m/z° Erro de Desreplicacao
o (mi?)a M-HJ M+H]* e P Identidad | Nivel® Classe/
[M-H] [M+H] (Ppm)° entidade (nome usual) ive Subclacse'
54 1,08  191,0555007 0,325 C7H1206 acido quinico 1 —
948 4,12  353,0881866 2,625 CieH1s0O9  acido 5-O-E-cafeoilquinico? 1 PHE/CAD
427 5,08  353,0880969 2,371 CieH1sO9  acido 4-O-E-cafeoilquinico 1 PHE/CAD
182 5,11 593,1518603 2,045 C27H30015  vicenina 2 1 FLA/FNE
252 5,45  367,1037183 2,203 C17H2009  &cido metil 4-O-E-cafeoilquinico 1 PHE/CAD
239 577  311,0777995 3,547 C14H160s  acido 4-O-cafeoil-2-C-metil-D-eritrénico? 1 PHE/CAD
63 6,40 367,1038136 2,462 C17H2009  &cido 5-O-E-feruloilquinico 1 PHE/FED
1008 6,69 367,1038654 2,603 C17H2009  &cido metil 5-O-E-cafeoilquinico 1 PHE/CAD
315 6,73  163,0392155 165,0548655 1,851 CoHsOs acido cumarico? 1 PHE/CID
56 7,33  609,1467390 1,932 C27H30016  rutinas® 1 FLA/FOL"
946 7,35  193,0500024 0,420 C10H1004  &cido ferulico? 1 PHE/CID
55A 7,59  463,0888315 465,1044815 2,543 C21H20012  luteolina-7-O-glicosideo 1 FLA/FNEP
938 7,70 463,0874404 0,456 C21H1g012  flavonol 3-B-glicosilado! 3 FLA/FOLR
1454 7,70 579,1365511 1,938 C20H26NO12  quercetina-3-O-arabino-ramnosideo 1 FLA/FOL"
61 7,73  477,0681169 2,513 C21H18013  quercetina-3-O-glicuronosideo 1 FLA/FOLR
232 7,81 447,0937650 449,1094150 2,295 C21H20011  canferol-3-O-glicosideo 1 FLA/FOL"
440 8,12  593,1522870 2,763 C27H30015  canferol-3-O-rutinosideo 1 FLA/FOL"
1444 8,12  623,1624959 2,060 C2sH32016  isoramnetina-3-O-rutinosideo 1 FLA/FOL"
290 8,45  447,0936061 1,941 C21H20011  quercetina 3-O-a-D-ramnosideo 1 FLA/FOL"
20 8,47  515,1196291 1,313 C2sH24012  &cido 1,5-di-O-E-cafeoilquinico 1 PHE/CAD
213 8,52  353,0878401 1,646 C1i6H1s09  acido 3-O-cafeoil-2-(2-propil)-2-hidréxibutanodidico 1 PHE/CAD
672 8,55 515,1195474 1,155 C2sH24012  acido 3,5-di-O-E-cafeoilquinico? 1 PHE/CAD
521 8,56  463,0884762 465,1041262 1,778 C21H20012  spiraeosideo? 1 FLA/FOL®
619 8,56  431,0985513 1,688 C21H20010  apigenina-7-O-glicosideo? 1 FLA/FNE®
942 8,58  515,1194680 1,001 C2sH24012  &cido 3,4-di-O-E-cafeoilquinico? 1 PHE/CAD
952 8,68 207,0652404 2,395 C11H1004  &cido 3,4-dimetdxicinamico 1 PHE/CID
17 8,80 515,1196270 1,309 C2sH24012  &cido 4,5-di-O-E-cafeoilquinico? 1 PHE/CAD
983 9,22  263,1290028 2,532 C1sH2004  budleina B 1 STL/GER
455 9,67 367,1037916 2,403 C17H2009  &cido 3-O-cafeoil-2-(2-butil)-2-hidréxibutanodidico 1 PHE/CAD
879 10,56 593,1311356 2,726 C3oH26013 tilirosideo 1 FLA/FOLI
464 10,78  395,1349792 1,949 C19H2409  hirsutinolido 1 STL/HIR
883 10,86 677,1518745 1,813 C34H30015  acido 3,4,5-tri-O-E-cafeoilquinico 1 PHE/CAD
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Tabela 5 (conclusédo) — Substancias identificadas na desreplicagéo dos 59 extratos de Asteraceae analisados por UHPLC-ESI-HRFTMS

tR m/z° Erro de ) Desreplicacdo

ID (min)2 [M-H] [M+H]* Engns)i FM Identidade (nome usual) Nivel® SLCJ:tiISaS:s/ef
117 10,95 285,0407623 2,969 CisH100s  luteolina 1 FLA/FNE

57 11,09  301,0358031 3,229 CisH1007  quercetina 1 FLA/FOL
398 11,32 363,1440776 0,830 Ci9H2207  1B,2a-epdxi tagitinina C9 1 STL/HEL
293 11,47 315,0515368 3,351 CieH1207  3-O-metilquercetina 1 FLA/FOL
834 11,48 315,0514671 3,130 Ci6H1207  isoramnetina 1 FLA/FOL
551 11,78  271,0615045 273,0771545 3,146 CisH1205  naringenina 1 FLA/FVN
463 11,81  301,0717654 303,0874154 1,828 C16H140s  hesperetina 1 FLA/FVN
943 11,92  269,0458086 3,000 CisH100s  apigenina 1 FLA/FNE
196 12,31 381,1900146 3,455 C20H2807  viguilenina 1 STL/HEL
687 12,40 285,0408322 3,213 CisH100s  canferols 1 FLA/FOL
169 12,49 299,0565070 3,146 C1eH120s  hispidulina 1 FLA/FNE
896 13,28 377,1597595 379,1754095 0,710 C20H2607  15-hidréxi-eremantholido B¢ 1 STL/ERE
428 13,41  299,0564547 301,0721047 2,971 CieH120s  3,4°,5-trihidroxi-7-metéxiflavona 1 FLA/FNE
300 15,25 283,0615893 3,312 CieH1205  genkwanina 1 FLA/FNE
449 15,28  343,0821304 1,025 C1sH16O7  galangina® 1 FLA/FOL
1152 15,45 327,1240234 2,361 C19H2005  2-oxo0-8B-metacriloiloxi-guaia-3,10(14),11(13)-trien-6a,12-olido 1 STL/GUA
546 15,70 255,0661786 257,0818286 1,737 C1sH1204  pinocembrina 1 FLA/FVN

Fonte: o préprio autor.

aCadigo de identificagao das variaveis x, gerado no software MZmine durante o processamento dos dados de LC-MS. As variaveis estéo distribuidas por ordem crescente do seu tr.
bValor de massa acurada correspondente & média do valor da variavel ao longo de todas amostras nas quais foi identificada. [M-H]: massa experimental no modo negativo, ou seja,
subtraida do valor de um H* monoisotépico (1,007825 Da); [M+H]": massa experimental no modo positivo, ou seja, acrescida ao valor de um H* monoisotépico (1,007825 Da).
°Exatiddo de massa relativa (erro em ppm) calculada por meio da diferenga entre os valores de massa acurada (experimental) e massa exata monoisotopica (calculada a partir da
férmula molecular no ChemCalc[261]. As variaveis cujo erro de massa foi superior a 5 ppm foram desconsideradas.

dFérmula molecular obtida por meio da massa acurada, utilizando o ChemCalc.

®Niveis de identificagcdo[109]: 1 — substancia identificada por meio de um banco de dados in house contendo as informagdes de tr € massa monoisotopica em alta resolugéo de 120
substancias pertencentes a biblioteca de substancias isoladas da familia Asteraceae (AsterLib 1), as quais foram injetadas no mesmo método de andlise dos extratos. Confirmacao da
identidade por padréo de fragmentagédo dos espectros de MS/MS; 2 — substancia putativamente anotada a partir do nosso banco de dados in house AsterDB[121] e dos bancos de
dados online do DNP[162], SciFinder{163] e ChemSpyder{164], com base na massa monoisotopica em alta resolugéo e dados espectrais/fisico-quimicos, sem padrdes quimicos de
referéncia; 3 — classe da substancia anotada putativamente a partir dos bancos de dados citados anteriormente, sendo esta baseada unicamente na féormula molecular (massa
monoisotdpica em alta resolugéo); 4 — substancia ndo identificada (n.i.).

fClasse/subclasse: PHE: polifenol (SBA: acido benzoico simples, CID: derivado do acido cindmico, CAD: derivado do acido cafeico, FED: derivado do acido ferulico); FLA: flavonoide
(FNE: flavona, FOL: flavonol, FVN: flavanona); STL: lactona sesquiterpénica (ERE: eremantolido, GER: germacrolido, GUA: guaianolido, HEL: heliangolido, HIR: hirsutinolido);

9Estas substancias fazem parte do conjunto de 57 substancias testadas para inibig&o in vitro da enzima LmDHODH.

hMetabdlito na forma glicosilada (glicosideo ou heterosideo).

iVariavel 938 (modo positivo) € um flavonol glicosilado, mas obteve trés hits na biblioteca de substancias AsterLibl: isoquercetrina, hiperosideo ou isoquercitrin.

iFlavonoide/flavonol na forma de glicosideo acilado (canferol-3-glicosideo-6'-p-cumaroila).
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A Figura 13 ilustra o processo de desreplicagdo do extrato de Pluchea quitoc
DC., espécie de Asteraceae cujo extrato apresentou a maior atividade frente a
enzima LmDHODH, com ICso de 148 pg.ml'. Na Figura 13 estd demonstrada
identificagcdo dos acidos quinico e 4,5-di-O-E-cafeoilquinico, cuja presenga no
extrato em questao foi confirmada pela comparacdo dos espectros de MS/MS dos
padrdes e do seus respectivos picos na amostra (Figuras 14 e 15). Na faixa de tr
entre 8,0 e 9,0 min (Figura 13), foram identificados alguns flavonoides e derivados
do acido cafeico (Tabela 5), dentre eles os isbmeros acidos 1,5-, 3,4-, 3,5- e 4,5-di-
O-E-cafeoilquinico, cuja identidade s6 possivel determinar associando a ordem de tr
dos padrées com o padrdo de fragmentagdo nos seus espectros MS/MS[262—-264],
como pode ser visualizado na Figura 14.

Figura 13 — Cromatogramas obtidos por UHPLC-ESI-HRFTMS no modo de ionizagédo negativo para a
amostra 130 (A, extrato de Pluchea quitoc) e os padrées dos acidos quinico (B) e 4,5-di-
O-E-cafeoilquinico (C)
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Fonte: o préprio autor (figura gerada no software Xcalibur).
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Espectros de MS/MS (full-scan) em [M-H] do pico com tr 1,08 min (A) da amostra 130
(extrato de Pluchea quitoc DC.) e do padrdao de acido quinico (B). As setas estdo
indicando o pico do ion molecular [M-H]- m/z 191,06 e os fragmentos em comum
(fragmentos: m/z 99,02, 93,03 e 85,03).
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Fonte: o préprio autor (figura gerada no software Xcalibur).



51

Figura 15 — Espectros de MS/MS (full-scan) em [M-H] do pico com tr 8,80 min (A) da amostra 130
(extrato de Pluchea quitoc DC.) e do padrédo de acido 4,5-di-O-E-cafeoilquinico (B). Em
ambos, observa-se o ion molecular [M-H]T m/z 515,12 e o mesmo padrdo de
fragmentacao (fragmentos: m/z 467,10, 353,09, 191,06, 179,03 e 173,04).
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Fonte: o préprio autor (figura gerada no software Xcalibur).
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4.2.1 Descoberta de biomarcadores e desreplicacao

O processamento dos dados metabolédmicos forneceu matrizes de dados
multivariados (planilhas em formato CSV — comma-separated values), cujas colunas
correspondem as amostras (59 extratos, em triplicata) e as linhas as variaveis x
(picos com area, tr € m/z), sendo que no modo de ionizagdo negativo foram obtidas
1.656 e no positivo 2.038. Inicialmente, os dados nos dois modos de ionizagédo foram
analisados separadamente e depois concatenados. Porém, neste dultimo, os
resultados foram piores e por isso ndo foram apresentados.

O pré-tratamento dos dados, com centragem na meédia e escalonamento, &
fundamental em estudos in silico correlacionando dados metabolémicos e atividade
biolégica, pois coloca todas as variaveis x em uma mesma faixa de resposta, com
base em um fator de escalonamento, tornando-as igualmente importantes e
impedindo que variaveis com valores maiores tenham maior peso no modelo a ser
gerado. A normalizagdo por Pareto (fator de escalonamento = raiz quadrada do
desvio padrao) foi utilizada, pois reduz a importancia relativa de variaveis com
valores maiores e, diferentemente do autoescalonamento (ou variagdo unitaria, fator
de escalonamento = desvio padréo), nédo altera totalmente a estrutura dos dados e
nao acentua os erros de medida (ruidos)[265,266].

As analises exploratérias por PCA, em ambos os modos de ionizagdo, nao
permitiram identificar grupos bem definidos dentro das amostras (R? < 0,3 e Q2 <
0,2), os quais houvessem sido gerados exclusivamente por diferengas qualitativas e
quantitativas de seus constituintes quimicos (Figura 16 e Apéndice V). Isto se
explica pelo fato de que o conjunto amostral € filogeneticamente diverso, contendo
59 espécies pertencentes a 14 tribos e 47 géneros diferentes da familia Asteraceae,
possuindo, por consequéncia, grande complexidade quimica. No entanto, as
analises exploratorias ndo tem como fungéo identificar grupos.

Porém, esta analise ndo supervisionada foi extremamente util no sentido de
detectar outliers. A Figura 16 corresponde ao grafico de scores das 59 amostras na
PCA realizada com as variaveis x no modo de ionizagdo negativo (modo positivo no
Apéndice V), apds a exclusdo das amostras discrepantes. Observa-se que todas as
amostras remanescentes estdo dentro dos Ilimites da elipse de tolerancia
estabelecida com 99% de significancia (o« = 0,01). Este intervalo de confianga é
definido por Hotelling’s T? (teste-t multivariado do software SIMCA-P)[108,267], que
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consiste em uma faixa de T? para cada componente selecionada no grafico, sendo
T2

T2 =3 ((t - tmedia)? | S2) (11)
onde:
t - valor de score da amostra i;
tmedia - média dos valores de score de todas as amostras;
s? - variancia dos valores de score de todas as amostras.

Figura 16 — PCA com as variaveis x das 59 amostras (em ftriplicata, modo negativo): grafico dos
valores de score (t) da PC-1 (12%) vs PC-2 (5%). Amostras ativas (azul): 1Cso < 500
mg.ml', amostras inativas (alaranjado): 1Cso > 500 mg.ml"'. Elipse de tolerancia
(Hotellings T?) estabelecida com o = 0,01. Demarcagbes em vermelho destacam
algumas amostras com suas réplicas, demonstrando a repetitividade das analises.
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Fonte: o préprio autor (figura gerada no software SIMCA).

O desempenho de cada modelo de OPLS na calibracido e validagao cruzada
esta traduzido pelos parametros estatisticos apresentados na Tabela 6. A escolha
do numero de variaveis latentes (LVs ou componentes) utilizado foi baseada na
progressdo dos valores acumulados de varidncia explicada (R?2 e Q%) e do erro
(RMSEcv) ao longo das LVs adicionadas aos modelos (Apéndices X e Y). A adicao
de componentes foi finalizada quando a diferengca desses valores entre uma
componente e a seguinte se tornou insignificante, evitando, assim, utilizar LVs que
possivelmente explicassem ruido[132,136,137,267].

Para ambos os modos de ionizacdo, o modelo obtido sem sele¢cdo de
variaveis foi selecionado para a descoberta de biomarcadores, pois desempenhou
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melhor em termos de calibragdo e validagdo cruzada (Tabela 6), além de requerer
um numero igual ou inferior de componentes do que os outros modelos para exercer
uma performance igual ou superior na busca por agrupar separadamente as
amostras ativas e inativas, indicando quais as substancias que possivelmente
fossem as responsaveis por essa diferenciacao.

O fato dos modelos sem selecdo de variaveis terem superado ambas as
tentativas de selecionar atributos que porventura fossem mais correlacionados com
a atividade bioldgica em questao, revela o éxito no processamento dos dados de LC-
MS. Os parametros estabelecidos em cada etapa realizada no software MZmine
(Apéndice C) permitiram o cumprimento do objetivo do (pré-)processamento dos
dados, que visa reduzir a sua dimensionalidade original, removendo o maximo de
ruido e dados de baixa qualidade, extraindo, portanto, 0 maximo de informagdes

quimico-biologicas relevantes[79,102,104,1085].

Tabela 6 — Parametros estatisticos dos modelos de OPLS-DA para descoberta de
biomarcadores dos extratos para inibigédo in vitro de LmDHODH

Modelos N° de componentes? R2® Q?2° RMSEcv?

Modo negativo

Sem selegao 8 0,970 0,782 0,205
Selegao por VIP > 0,5 8 0,961 0,786 0,203
Selecgéo por AG 8 0,931 0,687 0,250
Modo positivo

Sem selecao 8 0,985 0,943 0,106
Selegao por VIP > 0,5 9 0,980 0,936 0,113
Selegéo por AG 13 0,929 0,802 0,201

Fonte: o proprio autor. °Numero de componentes (uma preditiva e as demais
ortogonais) foi determinado com base na progressao dos valores acumulados de
R?, Q2 e RMSEcv dos modelos; *Coeficiente de determinagéo da calibragéo (R?) e
validagéo cruzada (Q?), e raiz quadrada do erro quadratico médio da calibragéo
(RMSEcv).

Considerando a alta complexidade dos extratos vegetais, os valores de R? e
Q? maiores que 0,5 ja sdo considerados aceitaveis em estudos metaboldmicos
[132,171,203,268,269]. Foram obtidos valores de R2 > 0,9 e Q2 > 0,7, indicando boa
qualidade de ajuste e previsibilidade interna, respectivamente. Os baixos valores de
dispersdo na validagdo cruzada (RMSEcy) endossam a robustez e capacidade
preditiva deste modelo[171,178]. O sucesso na modelagem dos dados significa que
existe de fato uma diferenga na constituicdo quimica dos extratos dos dois grupos,
enquanto ha similaridades nos extratos dentro do mesmo grupo. Ao fazer uso do
OPLS-DA, método de analise linear supervisionado que decompde os dados x com
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y, obteve-se maxima correlagdo entre os scores de x (picos/substéncias) e y
(inibicdo in vitro de LmDHODH, atribuindo as amostras as classes “ativa” ou
“‘inativa”)[267,268,270]. Realmente, foi possivel separar as amostras ativas das
inativas em virtude das informagdes quimicas correlacionadas com seu potencial de
inibigdo enzimatica, como pode ser visualizado na Figura 17, que apresenta o

grafico de scores das amostras no modo negativo (modo positivo no Apéndice Z).

Figura 17 — OPLS com as variaveis x e y das amostras (em triplicata, modo negativo): grafico dos
valores de score (t) da LV-1 (52%, unica componente preditiva) vs LV-2 (16%,
componente ortogonal-1). Amostras ativas (azul): ICso < 500 mg.ml!, amostras inativas
(alaranjado): I1Cso > 500 mg.ml'. Elipse de tolerancia (Hotellings T?) estabelecida com o
=0,05.

A Inactive

Il Active

4e+005
3e+005

2e+005 -|

16+005 - ) 105D

1 b
o]

1.09023 * to[1]

-1e+005

-26+005

-3e+005 a iégb

-46+005

-5e+005 & —
-1.5e+005 -16+005 -50,000 0 50,000 16+005

1.00513 * t[1]

Y

Fonte: o préprio autor (figura gerada no software SIMCA).

As variaveis discriminantes para o agrupamento das amostras ativas
constituem os possiveis biomarcadores do potencial de inibi¢cao in vitro da enzima
LmDHODH exercido por estes extratos. A determinagdo destas substancias, neste
tipo de abordagem in silico[70,71,97], acontece por meio da associagdo dos loadings
das variaveis x (Apéndices AA e AB) com os scores das amostras (Figura 17 e
Apéndice Z). Porém, muitas variaveis foram apontadas como supostos marcadores
biologicos e, portanto, foi aplicado um “filiro estatistico” para selecionar somente
aquelas altamente correlacionadas com a inibicdo enzimatica, ou seja, com maior

significancia e confiabilidade.
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Por fim, obteve-se 51 variaveis discriminantes no modo de ionizag&o negativo
(destacadas em vermelho na Figura 18) e 30 no positivo (Apéndice AC), nas quais o
intervalo de confianga (estimativo de Jack-knife)[271-273] do seu coeficiente de
regressao nao incluiu o valor zero, o que garante que ele seja significativo (acima do
ruido); ja o VIP, valor que expressa a sua importancia no modelo para explicar a
variavel resposta, foi superior a 1,0. O parédmetro VIP, gerado pelo algoritimo
presente no software SIMCA-P, é calculado para cada variavel x basicamente por
meio da somatodria do produto da multiplicagdo de w? (squared OPLS weight) pela
variancia explicada (R?) em cada componente[267,274].

O grafico do tipo S-plot permite facil visualizagdo da analise OPLS
discriminante de duas classes, de modo que tem sido bastante utilizado em estudos
metaboldmicos[270,275-279]. Este grafico de dispersdo com formato de “S”
relaciona a magnitude das variaveis x (valores de loading, p) com sua respectiva
significancia (correlagdo com a variavel y, p(corr)1) na componente preditiva (LV-1)
do modelo. As variaveis situadas nas extremidades do grafico em “S” sé&o
consideradas supostos biomarcadores, pois possuem maior influéncia no modelo e
confiabilidade[270]. A Figura 18 traz o S-plot da analise por OPLS-DA das amostras

no modo negativo (modo positivo no Apéndice AC).

Figura 18 — S-plot da analise por OPLS-DA das amostras, em ftriplicata, no modo de ionizagao
negativo. Em vermelho estdo destacadas as 51 varidveis x discriminantes para a classe
de extratos ativos, e que foram estatisticamente significantes, constituindo possiveis
biomarcadores. Algumas delas est&o identificadas com seus respectivos cédigos.
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Fonte: o préprio autor (figura gerada no software SIMCA).
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A lista completa das variaveis discriminantes que foram consideradas

possiveis biomarcadores para a inibicado in vitro de LmDHODH encontra-se nos

Apéndices AD (modo negativo) e AE (modo positivo), juntamente com o respectivo

nivel de identificacdo alcangado na desreplicacado. Independentemente da identidade

quimica das substancias correlacionadas com a inibicdo enzimatica apresentada

pelos extratos de Asteraceae, é possivel fazer algumas observagdes importantes a

partir das informacgdes contidas nos Apéndices AD e AE:

a)

os biomarcadores sdo comuns a maioria dos extratos ativos, com poucas
excegdes, mesmo em espécies de tribos diferentes. No modo negativo
somente oito das 51 substancias ocorreram em menos da metade das 18
amostras ativas e, no modo positivo, somente uma entre as 30 variaveis
discriminantes;

os biomarcadores ndo ocorreram exclusivamente nas amostras ativas. As
diferengas quantitativas entre as duas classes de amostras, considerando
a area sob os picos, foi 0 que tornou estas variaveis selecionadas de fato
discriminantes. Esta observagao pode ser confirmada na Figura 19, que
consiste no mapa de calor (heatmap) gerado com os valores de area dos
picos das 51 substancias nas 59 amostras (modo positivo no Apéndice
AF). As médias das amostras foram estatisticamente diferentes com P <
0,05 no modo negativo e P < 0,01 no modo positivo (ANOVA com teste-t);
alguns biomarcadores sdo constituintes majoritarios, como € o caso do
acido 4,5-di-O-E-cafeoilquinico no extrato de Pluquea quitoc DC. (Figura
13). A maioria, porém, faz parte dos constituintes minoritarios dos
extratos, possuindo valores de area sob os picos bem préxima ou abaixo
da média da area de todos os picos ao longo dos 59 extratos, que para o
modo negativo foi 4,87x107 (faixa de area dos picos: 0 a 1,79x10"'°) e para
o modo positivo foi 5,33x107 (faixa de area dos picos: 0 a 5,26x10'0). O
fato do modelo de OPLS-DA ter selecionado alguns constituintes
minoritarios como biomarcadores da atividade biologica em estudo
ressalta a eficiéncia e alta performance desta abordagem metabolémica
aliada a métodos in silico de processamento e analise dos dados. Sugere
ainda que estas substancias sejam potentes inibidores de LmDHODH ou

que, ao menos, atuem sinergicamente com outros metabdlitos bioativos.
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Figura 19 — Mapa de calor (heatmap) das 51 substancias selecionadas como possiveis
biomarcadores dos 59 extratos no modo de ionizag&do negativo. Utilizou-se os valores
de area dos picos (para identidade das amostras vide Tabela 1 e das variaveis
discriminantes Apéndice AD), demonstrando que os biomarcadores apresentam
maior area de picos nas amostras ativas (a esquerda) do que nas inativas (a direita).
A escala de cores utilizada foi vermelho-verde, indicando menor-maior area sob os
picos das substancias nas amostras.
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Extratos ativos Extratos inativos
Value \ |
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Fonte: o préprio autor (figura gerada no software R, R Core Team[280]).

Na desreplicagdo dos biomarcadores, considerando a classificagdo em 4
niveis de identificacdo, para as 51 variaveis selecionadas no modo negativo
(Apéndice AD), obteve-se oito substancias em nivel 1 (pelas informacdes de tr e
massa monoisotopica em alta resolugcéo de 120 substancias da AsterLib |, que foram
injetadas no mesmo método de analise dos extratos); O (zero) em nivel 2 (anotag&o
putativa a partir do AsterDB[121,122] e dos bancos de dados online DNP[162],
SciFinder{163] e ChemSpyder{164], com base na massa monoisotdpica em alta
resolucédo e dados espectrais/fisico-quimicos, sem padrdes quimicos de referéncia);
35 no nivel 3 (classe da substéncia anotada putativamente a partir dos bancos de
dados citados anteriormente, baseando-se unicamente na formula molecular); e oito
no nivel 4 (substéncia ndo identificada). No modo de ionizagao positivo, dentre as 30
variaveis selecionadas (Apéndice AE), foram identificadas uma em nivel 1; O (zero)
em nivel 2; 11 em nivel 3; e 18 em nivel 4. As substancias que ndo puderam ser
identificadas, nem quanto a sua classe quimica, mesmo utilizando abrangentes

bases de dados online, podem se tratar de substancias inéditas.

Biomarcadores (ID das variaveis)
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A Tabela 7 contém os biomarcadores identificados com nivel 1, nos modos
negativo e positivo. Como apresentado anteriormente, na desreplicagéo inicial dos
extratos (Tabela 5), foram identificadas 49 substéncias em nivel 1 a partir dos
padrdes (AsterLib 1) e destas, 13 ja haviam sido testadas frente a LmDHODH (item
4.1.2). Ao desreplicar exclusivamente as variaveis discriminantes, o modelo gerado
e validado para os dados no modo de ionizagdo negativo selecionou duas
substancias destas 13 ja testadas: acido 4-O-cafeoil-2-C-metil-D-eritronico (ICso 418
MM) e acido 4,5-di-O-E-cafeoilquinico (ICso 73 pM). Somente este ultimo apresentou
bom potencial de inibigdo, constituindo uma interessante guia na busca por novos
inibidores desta enzima. Portanto, o modelo para descoberta de biomarcadores
conseguiu selecionar substancias as quais sdo realmente capazes de exercer algum
nivel de inibicdo sobre LmDHODH. Tal resultado eleva ainda mais o impacto destes
resultados inéditos e o potencial de aplicagdo desta abordagem metabolémica aliada
a métodos in silico para a descoberta de marcadores bioldgicos dos extratos de
espéecies de Asteraceae com potencial de inibicdo desta enzima, podendo ainda esta
mesma abordagem ser extrapolada para outros alvos biologicos.
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Tabela 7 — Biomarcadores correlacionados com a inibicéo in vitro da enzima LmDHODH e identificados em nivel 1

N tr m/z° Erro de Desreplicagéo
ID? Coeficiente® VIPP . massa FMme
(min) [M-HJ [M+H]* (ppm)¢ Identidade’ Niveld  Amostra"
acido 3-O-cafeoil-2-(2-butil)-

455 4,33E-06 1,16 9,67 367,1037916 — 2,403  Ci7H2000 > ohidro butanod(iéico ) 1 18/18;32/41
300 3,75E-06 8,39 1525 283,0615893 — 3,312 CieH120s genkwanina 1 14/18;22/41
117 311E-06 7,45 10,95 285,0407623 — 2,969  CisH100s luteolina 1 18/18;34/41
54 2,75E-06 2,60 1,08  191,0555007 — 0,325 C7H1206 acido quinico 1 18/18;36/41
17  1,82E-06 1,88 8,80 5151196270 — 1,309  CasH24012 acido 4,5-di-O-E-cafeoilquinico 1 18/18;37/41
293  1,80E-06 3,61 1147 3150515368 — 3,351 Ci6H1207 3-O-metilquercetina 1 18/18;33/41
239 1,80E-06 1,17 577  311,0777995 — 3,547 CuHiOs acido 4-0-cafeoll 2 C-meti- 1 01/18;00/41
178  1,78E-06 2,24 12,48 — 301,0707805 1,442  CisH1206 hesperetina 1 14/18;22/41
169  1,32E-06 3,22 12,50 299,0565070 _ 3,146 CieH1206 hispidulina 1 17/18;31/41

Fonte: o préprio autor.

aCaodigo de identificagéo das variaveis x, gerado no software MZmine durante o processamento dos dados de LC-MS.

PAs varidveis estdo distribuidas na tabela por ordem decrescente do seu coeficiente de regressdo, que expressa diretamente sua correlagdo com a variavel y.
Constam aqui somente aquelas variaveis cujo intervalo de confianga do seu coeficiente n&o incluiu o valor zero e o VIP foi superior a 1,0.

“Valor de massa acurada (experimental) correspondente a média do valor da variavel ao longo de todas amostras nas quais foi identificada. [M-H]: massa
experimental no modo negativo, ou seja, subtraida do valor de um H* monoisotépico (1,007825 Da); [M+H]*: massa experimental no modo positivo, ou seja,
acrescida ao valor de um H" monoisotépico (1,007825 Da).

dExatiddo de massa relativa (erro em ppm) calculada por meio da diferenga entre os valores de massa acurada (experimental) e massa exata monoisotopica
(calculada a partir da formula molecular no ChemCalc[261]. As variaveis cujo erro de massa foi superior a 5 ppm foram desconsideradas.

®Formula molecular obtida por meio da massa acurada, utilizando o ChemCalc.

‘Nome usual ou classe/subclasse das substancias atribuidas as respectivas variaveis de acordo com o nivel de identificagdo alcangado.

SNiveis de identificagdo[109]: 1 — substancia identificada por meio de um banco de dados in house contendo as informagdes de tr € massa monoisotdopica em alta
resolugdo de 120 substancias pertencentes a biblioteca de substancias isoladas da familia Asteraceae (AsterLib 1), as quais foram injetadas no mesmo método de
analise dos extratos, Confirmagao da identidade por padrao de fragmentagdo dos espectros de MS/MS; 2 — substancia putativamente anotada a partir do nosso
banco de dados in house AsterDB[121,122] e dos bancos de dados online do DNP[162], SciFinder{163] e ChemSpyder{164], com base na massa monoisotopica
em alta resolugéo e dados espectrais/fisico-quimicos, sem padroes quimicos de referéncia; 3 — classe da substancia anotada putativamente a partir dos bancos
de dados citados anteriormente, sendo esta baseada unicamente na férmula molecular (massa monoisotépica em alta resolugao); 4 — substancia nao identificada
(n.i.).

"No conjunto de 59 extratos, 18 foram considerados ativos (ICso < 500 ug.ml') e 41 inativos (ICso > 500 ug.ml").

IEstas variaveis foram testadas para inibigdo de LmDHODH: acido 4,5-di-O-E-cafeoilquinico (var 17) com ICso de 73 uM e acido 4-O-cafeoil-2-C-metil-D-eritrénico
(var 239) com ICso de 418 pM.
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4.2.2 Modelo de predicao

Um novo modelo de OPLS foi gerado por meio do conjunto treino (n = 44
extratos, em triplicata), tendo como base o melhor modelo obtido no item 4.2.1 para
descoberta de biomarcadores, o qual foi com os dados no modo de ionizagao
negativo sem selegcdo de variaveis. Inicialmente, a analise exploratéria por PCA
permitiu a deteccdo e exclusdo de outliers, de modo que as amostras
remanescentes estdo todas dentro dos limites do intervalo de confianca definido por
Hotelling’s T? (99% de significancia, Apéndice AG)[108,267]. O desempenho do
modelo na calibragao, validagdo cruzada e externa esta traduzido pelos parametros
estatisticos apresentados na Tabela 8. A escolha do numero de componentes
utilizadas foi baseada na progressdo dos valores acumulados de R?, Q2 e RMSEcy
ao longo das LVs adicionadas aos modelos (Apéndice AH)[136].

Tabela 8 — Parametros estatisticos dos modelos de OPLS para classificagdo de novos extratos quanto ao
potencial de inibigao in vitro de LmDHODH

Modelos Descri¢do N° de R2® Q2° RMSEcv? Validagdo externa
componentes? (% de acerto)°
1 Conjunto treino/teste 1 7 0,962 0,722 0,238 60
2 Conjunto treino/teste 2 5 0,920 0,544 0,292 60
3 Aleatorizacdo de y 2 0,444 -0,240 0,502 —d

Fonte: o préprio autor.

@Numero de componentes (uma preditiva e as demais ortogonais) foi determinado com base na progressao
dos valores acumulados de R?, Q2 e RMSEcv dos modelos.

bCoeficiente de determinagdo da calibragdo (R?) e validagdo cruzada (Q?), e raiz quadrada do erro
quadratico médio da calibragdo (RMSEcv).

“Valor da porcentagem de classificagao correta dos extratos do conjunto teste na validagédo externa.
9Modelos com Q? < 0,5 ndo se adequaram ao critério de validagdo interna, portanto, n&o foi necessario
avaliar a predicdo externa nestes casos.

Os dados foram modelados com sucesso (modelo 1, Tabela 8), obtendo um
modelo robusto (RMSEcv < 0,3), bem ajustado (R? > 0,6) e com boa capacidade
preditiva interna (Q? > 0,5). Consequentemente, foi possivel separar as amostras
ativas das inativas em virtude das informag¢des quimicas correlacionadas com seu
potencial de inibicdo enzimatica (grafico de scores das amostras, Apéndice Al). A
previsibilidade externa e real do modelo também foi validada, pelo conjunto teste (n
= 15 extratos, em ftriplicata). A taxa de acerto do modelo ao classificar as amostras
gue nao participaram da etapa de calibragao foi de 60%, o que corresponderia a um
P2 (coeficiente de determinagdo da validagdo externa) de 0,6, assegurando,
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portanto, sua aplicabilidade e excluindo a possibilidade de super-ajuste e
instabilidade[171,173].

Para reforcar ainda mais a validagdo do modelo, outras duas abordagens
foram executadas para assegurar que os resultados n&o foram obtidos ao acaso.
Primeiro, o procedimento descrito anteriormente para o modelo 1 foi repetido para
uma nova distribuicdo das amostras entre conjunto treino (n = 44, em triplicata) e
teste (n = 15, em ftriplicata), obtendo o modelo 2 (Tabela 8). O desempenho do
modelo 2 foi comparavel ao do modelo 1, apresentando todos os parametros acima
do minimo aceitavel[171,173], incluindo a mesma taxa de acerto na classificacéo
das amostras do conjunto teste. O sucesso nessa abordagem demonstra a
qualidade dos dados, permitindo boa reprodutibilidade dos resultados
independentemente da configuragdo dos conjuntos treino e teste. Por fim, o teste de
aleatorizagcdo das variaveis y comprovou a estabilidade do modelo e excluiu a
possibilidade de correlagéo aleatéria (ao acaso). O modelo 3 (Tabela 8), obtido apos
redistribuicdo aleatoria das classes das amostras (ativa ou inativa) para o conjunto
treino, mantendo a ordem original das variaveis x (area dos picos, com tr € m/z), foi
estatisticamente irrelevante (R? < 0,5; Q?> < 0 e RMSEcv > 0,5).

Portanto, o modelo obtido foi devidamente validado pelos parametros
estatisticos apresentados, atestando a utilizacgdo do mesmo para predicdo com
seguranga de extratos de novas espécies de Asteraceae, ainda nao testadas frente
a LmDHODH, classificando-os como ativos ou inativos com base exclusivamente na
sua impressao digital por UHPLC-ESI-HRFTMS.
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4.3 Estudo da relagao estrutura-atividade quantitativa (QSAR) de lactonas

sesquiterpénicas para inibigao in vitro da enzima LmDHODH

4.3.1 Estudo de QSAR baseado em descritores moleculares

Uma vez que a suposi¢cao fundamental dos estudos de QSAR é que todas as
substancias estudadas partilham do mesmo mecanismo de ac&o, se ligando ao
mesmo sitio da enzima, somente as 21 STLs foram empregadas neste estudo de
modelagem molecular. A selegcdo de variaveis foi realizada em duas etapas para
evitar correlagdo ao acaso e super-ajuste (overfitting), dois problemas majoritarios
em modelagem, afetando diretamente a qualidade dos modelos[281].

O primeiro passo de selec¢ao foi realizado antes da calibracéo e eliminou 23 e
13 descritores 2D e 3D, respectivamente, tendo estes sido detectados como sendo
ndo informativos (baixa correlagdo com a atividade, r?> < 0,2) ou redundantes (alta
correlagdo com outros descritores, C < 0,6)[282]. Os melhores modelos, em termos
de Q?, RMSEcy e valor-F, com 2 e 3 descritores, obtidos na segunda etapa da
selecao de variaveis em cada bloco de descritores estdo apresentados na Tabela 9
(FS), 10 (BE) e 11 (GA). O GA superou os outros dois métodos, fornecendo modelos
indiscutivelmente melhores. De fato, como pode ser observado nas Tabelas 9 e 10,
nenhum modelo confiavel e util foi obtido empregando-se FS e BE. Por isto, se faz
produtivo somente a analise dos rendimentos do GA. Os descritores selecionados,
suas respectivas classes e frequéncias na geracgao final e mais evoluida de modelos
do GA estao reportadas na Tabela 12.

De modo geral, podem ser apontados dois aspectos principais da Tabela 11:
a) os melhores resultados foram obtidos a partir do bloco de descritores 2D+3D,
seguido pelos 3D e finalmente os 2D; b) os modelos com 3 descritores
apresentaram melhor performance do que aqueles com 2. Este segundo aspecto
pode parecer Obvio e até mesmo problematico, uma vez que a porcentagem de
variiancia explicada (R?) tende a aumentar artificialmente com o maior nimero de
parametros no modelo, indicando a possibilidade de overfitting[132]. Entretanto, esta
possibilidade foi monitorada por validagdo cruzada, visto que o Q? diminui nestas
condigdes de super-ajuste do modelo, sendo esta a razao pela qual esta fungao foi

utilizada ao invés do R? para selecionar os melhores modelos[138,283].



Tabela 9 — Parametros estatisticos dos melhores modelos de QSAR obtidos por FS-PLS

Parametros estatisticos?

Tipo de Numero de Descritores R Q2 P%  P%  RMSEc RMSEcy RMSEp
descritores descritores
3 a_acc, GCUT_SLOGP_0, PEOE_RPC+ 0,504 -0,052 —b — 0,337 0,420 —
2D 2 a_acc, GCUT_SLOGP_0 0,487 0,073 —b — 0,328 0,394 —
3 vsurf_ID8, vsurf_IW6, vsurf D8 0,798 0,509 -0,097 0,135 0,215 0,287 0,836
3D 2 vsurf_ID8, vsurf_IW6 0,770 0,531 0,120 0,306 0,220 0,280 0,447
2D+3D 3 vsurf_ID8, GCUT_SLOGP_0, vsurf_D8 0,643 0,365 —b — 0,286 0,326 —
2 vsurf ID8, GCUT SLOGP_0 0,624 0,285 —b — 0,281 0,346 —

Fonte: o préprio autor.

aCoeficiente de determinagdo da calibragdo (R?), validagdo cruzada (Q?), validagdo externa utilizando a media dos valores experimentais do
conjunto teste (P?%:), validagdo externa utilizando a media dos valores experimentais do conjunto treino (P?r1), raiz quadrada do erro quadratico
médio da calibragdo (RMSEc), validagéo cruzada (RMSEcv) e validagéo externa (RMSEp). Os melhores modelos foram selecionados com base no
Q?, RMSEcv e valor-F.

bModelos com Q? < 0,5 ndo se adequaram ao critério de validagdo, portanto, ndo foi apresentada a predicdo externa nestes casos.

Tabela 10 — Parametros estatisticos dos melhores modelos de QSAR obtidos por BE-PLS

Parametros estatisticos?

Tipo de Numero de Descritores R Q2 P%,  P%; RMSEc RMSEcy RMSEp
descritores descritores
oD 3 Q_VSA PPOS, TPSA, Q_ VSA NEG 0,405 -0,012 —b — 0,369 0,412 —
2 Q_VSA PPOS, TPSA 0,390 0,004 —b — 0,358 0,409 —
3D 3 vsurf_ W2, vsurf HB2, DCASA 0,366 0,126 —b — 0,381 0,383 —
2 vsurf_W2, vsurf HB2 0,260 -0,023 —b — 0,394 0,414 —
3 — — — — — — — —
2D+3D 5 . . . . . . . .

Fonte: o préprio autor.

aCoeficiente de determinagdo da calibragdo (R?), validagdo cruzada (Q?), validagédo externa utilizando a media dos valores experimentais do
conjunto teste (P?%2), validagdo externa utilizando a media dos valores experimentais do conjunto treino (P?r1), raiz quadrada do erro quadratico
médio da calibragdo (RMSEc), validagéo cruzada (RMSEcv) e validagéo externa (RMSEp). Os melhores modelos foram selecionados com base no
Q?, RMSEcyv e valor-F.

bModelos com Q? < 0,5 ndo se adequaram ao critério de validagdo, portanto, n&o foi apresentada a predigéo externa nestes casos. ¢ O método BE
selecionou somente descritores 3D no bloco de descritores 2D+3D.
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Tabela 11 — Parametros estatisticos dos melhores modelos de QSAR obtidos pelo método de selegdo GA-MLR seguido de regressao por PLS

Parametros estatisticos?

dt;rslgﬁtgr"aes g‘;‘gﬁgr‘;‘: Descritores R? Q@  P%  P% RMSEc RMSEcy RMSEp
GCUT SLOG_0, PEOE_VSA FPNEG, -
0 3 G VSA FPOC 0628 0313 0202 0339 _
2 GCUT SLOG_0, PEOE_VSA FPNEG 0468 0030 b 0334 0403 _
0 3 vsurf_ID8, vsurf_IW6, MNDO_LUMO 0900 0719 0365 0500 0151 0.217 0,379
2 vsurf_ID8, vsurf_IW6 0770 0531 0120 0306 0220  0.280 0,447
D430 3 vsurf_ID8, GCUT SLOGP_2, std_dim2 0833 0687 0660 0732 019 0229 0.278
2 vsurf_ID8. GCUT _SLOGP 2 0769 0543 0488 0596 0220 0277 0.341

Fonte: o préprio autor.

aCoeficiente de determinagdo da calibragdo (R?), validagdo cruzada (Q?), validagédo externa utilizando a media dos valores experimentais do
conjunto teste (P?%2), validagdo externa utilizando a media dos valores experimentais do conjunto treino (P?r1), raiz quadrada do erro quadratico
médio da calibragdo (RMSEc), validagéo cruzada (RMSEcv) e validagéo externa (RMSEp). Os melhores modelos foram selecionados com base no
Q?, RMSEcv e valor-F.

bModelos com Q? < 0,5 ndo se adequaram ao critério de validagdo, portanto, ndo foi apresentada a predicdo externa nestes casos.

Tabela 12 — Descritores dos melhores modelos obtidos nos trés blocos de descritores, selecionados por GA

Frequéncia na geragéo final®

Descritores Classes Bloco2D  Bloco 3D  Bloco 2D+3D
GCUT_SLOGP_0O 2D: adjacency and distance matrix descriptors 47 — 2
GCUT_SLOGP_2 2D: adjacency and distance matrix descriptors 0 — 52
PEOE_RPC+ 2D: adjacency and distance matrix descriptors 15 — 0
PEOE_VSA FPNEG 2D: adjacency and distance matrix descriptors 6 — 1
MNDO LUMO 3D: MOPAC descriptors — 1 1
std dirr:z 3D: surface area, volume and shape descriptors — 1 2
vsu_rf ID8 3D: surface area, volume and shape descriptors — 97 147
vsurf:IW6 3D: surface area, volume and shape descriptors — 98 94

Fonte: o préprio autor. @Classificagao de acordo com MOE[167].

bEstes valores de frequéncia correspondem ao nimero de modelos no qual cada descritor apareceu na geragao final e mais
evoluida de modelos. O valor maximo € exatamente o numero maximo de modelos em uma geragéo, sendo este igual a 100
para os blocos 2D e 3D e 150 para o bloco 2D+3D. Os resultados sdo para o GA com 3 descritores. Foram obtidas 20.700,
9.500 e 19.700 geracgbes para os blocos de descritores 2D, 3D e 2D+3D, respectivamente. Foram permitidas no maximo
50.000 geracgdes.
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Primeiramente, alguns esclarecimentos a respeito das definicbes e conceitos
dos parametros estatisticos empregados na avaliagdo, analise comparativa e
validacao dos modelos de QSAR obtidos por GA. Os coeficientes de determinacao
ou coeficientes quadratico de correlagao (squared correlation coefficients) entre os
valores experimentais e previstos (R?, Q2 P?%i e P?) sdo os coeficientes de
correlacdo de determinagdo multipla, cuja melhor definicdo € a variéncia explicada,
i.e. a proporcao de variagao na atividade que pode ser explicada pelo modelo[138].
Estes indices s&o calculados utilizando as Equacdes 4-7, com formulagao diferente
da empregada para o coeficiente quadratico de correlagdo de Pearson (squared
Pearson correlation coefficient) entre os valores experimentais e previstos (r?), o qual
também é denominado coeficiente quadratico de correlagdo. Diferentemente do r?, o
R? pode assumir valor negativo quando o ajuste do modelo é ruim ao ponto de tornar
o valor da razdo entre a soma quadratica do residuo e a soma quadratica total
(SQRes/SQT) maior do que 1[171,173,178]. Isto sera melhor explicado e
exemplificado mais a frente na discuss&o dos resultados, quando estiver justificando
o uso de ambos P?%7 and P?%2. O RMSE, da forma que foi calculado para a
calibragdo (Equacédo 8), também €& denominado desvio padrdo residual (residual
standard deviation, RSD), e permite estimar a qualidade preditiva com maior
confiabilidade, uma vez que este contabiliza os graus de liberdade dos
residuos[136,178].

O melhor modelo somente com descritores 2D obtido por GA nao atendeu
aos critérios de validagdo interna (Q? > 0,5), portanto, a validagdo externa nao foi
realizada (Tabela 11). O melhor modelo com trés descritores 3D apresentou valores
de R? e Q%2 um pouco maiores do que o melhor modelo com descritores 2D+3D.
Porém, este ultimo superou o anterior em termos de validacdo externa, com valores
de P?%: e P?r; significativamente superiores. Na realidade, o melhor modelo com trés
descritores 3D ndo desempenhou bem na validagdo externa (P%1 e P%r2 < 0.6)[173].
Consequentemente, o melhor modelo com descritores 2D+3D foi escolhido,
acrescido ao fato de que a interessante associacdo de um descritor 2D e dois i3D
fornece informacgdes estruturais simples, porém, diversificadas, abrangendo ambas
as caracteristicas topologicas e geométricas das moléculas. O modelo proposto esta
expresso na Equacéao 12:
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plCso = 5,567(4+0,545) — 1,026(40,023) vsurf_ID8
—0,477(£0,010) GCUT_SLOGP_2 + 0,263(40,020) std_dim?2 (12)
(n =15; R? = 0,833; Q? = 0,687; RMSEc = 0,196; RMSEcv = 0,229; valor-F = 24,921
and F3:11,005= 3,587; os dados foram normalizados para variancia unitaria)

Informagdes importantes para avaliar a performance do modelo final escolhido
estdo apresentadas na Tabela 13, constando os valores dos trés descritores
selecionados, valores experimentais e previstos de plCso e o0s residuos
correspondes para cada uma das 21 STLs. Na Figura 20 encontram-se os graficos
dos valores experimentais versus previstos e de distribuicdo dos residuos para
calibragdo, CV e validagdo externa. Os residuos foram pequenos (Tabela 13),
variando de -0,4 a 0,3 unidades logaritmicas (plCso 2,9-4,6 unidades logaritmicas), e
homoscedasticos, ou seja, distribuidos aleatoriamente, sem nenhuma tendéncia
(Figura 20). Consequentemente, as medidas de dispersdo, RMSE, foram todas
abaixo de 0,3 (Tabela 11), endossando a previsibilidade e robustez do modelo
escolhido. A possibilidade de overfitting foi inicialmente refutada, uma vez que o
RMSEp (0,3 unidades logaritmicas) foi superior ao erro de medida experimental
(desvio padrao < 0.1 unidades logaritmicas). Adicionalmente, a similaridade entre o
RMSE para treino, validagdo interna e externa demonstra que o modelo possui
suficiente generalizabilidade[171,173].

O RMSE é uma fungéo bastante significativa, pois diz respeito a exatidao e
precisdo do modelo, sendo até mesmo mais Util do que o R? para indicar a
aplicabilidade do modelo. N3o obstante, o R? constitui uma medida direta do
sucesso da modelagem dos dados, algo que o RMSE indica somente
indiretamente[173,284]. Com R? de 0,833 e Q? de 0,687, a qualidade do ajuste e
previsibilidade interna do modelo (Equacao 12) foram atestadas. O modelo foi capaz
de explicar boa e aceitavel porcentagem de variagdo na inibicdo de LmDHODH ao
longo do conjunto de STLs testadas, sendo 83 e 69% de variancia explicada na
calibragao e CV, respectivamente.

A previsibilidade externa e real do modelo também foi validada, com P?r, de
0,660 e P?r; de 0,732, assegurando sua aplicabilidade e excluindo a possibilidade de
super-ajuste e instabilidade[171,173]. De acordo com o teste de APD realizado para
as substancias do conjunto teste, por meio das distancias Euclidianas, 100% das
predicdes foram consideradas confiaveis.



Tabela 13 — Valores dos descritores para as 21 STLs, valores de plCso observados (experimentais) e previstos obtidos com o modelo de QSAR
selecionado (Equagdo 12) e seus respectivos residuos

Descritores pICso Calibracao Validagao cruzada Validagao externa
STLs vsurf_ID8 S(Eg g;—z std_dim2  observado p!Cso Residuos? pICso Residuos? pICso Residuos?
. calculado previsto previsto
1 -0,03700 1,98919 2,30379 3,5 3,3 0,2 3,3 0,2 — —
2 0,00695 1,93629 1,01976 3,6 3,8 -0,2 3,8 -0,2 — —
32 -0,00005 1,93574 1,24835 3,8 — — — — 3,7 0,1
4 0,02542 1,90478 0,95860 3,8 3,7 0,1 3,7 0,1 — —
52 -0,03700 2,20850 1,22684 4,5 — — — — 4,3 0,2
6 0,06853 2,02062 1,18584 3,4 3,3 0,1 3,3 0,1 — —
7 -0,00251 2,06694 1,39626 3,8 3,7 0,1 3,7 0,1 — —
8 -0,03700 2,11098 2,55070 3,2 3,2 0,0 3,2 0,0 — —
9 -0,03700 1,86383 2,51880 2,9 3,0 -0,1 3,0 -0,1 — —
10 -0,01236 1,89524 2,43954 3.1 2,9 0,2 2,9 0,2 — —
11 -0,03700 2,16815 2,62646 3,2 3,3 -0,1 3,3 -0,1 — —
12 -0,00260 1,89577 1,90020 3,4 3,2 0,2 3,2 0,2 — —
13 0,00692 1,97904 1,53373 3.1 3,5 -0,4 3,5 -0,4 — —
142 -0,00005 2,13136 2,06284 3,6 — — — — 3,3 0,3
15 -0,01635 1,80644 1,78908 3,2 3,3 -0,1 3,3 -0,1 — —
16 -0,01954 1,93849 1,07533 3,8 3,9 -0,1 3,9 -0,1 — —
17 -0,01954 1,96546 2,02626 3,2 3,3 -0,1 3,3 -0,1 — —
18 -0,03700 2,03610 0,72293 4,6 4.4 0,2 4.4 0,2 — —
192 0,03332 1,98348 0,70216 4,0 — — — — 3,9 0,1
20° -0,01313 1,99187 1,80004 3.1 — — — — 3,5 -0,4
214 -0,00005 2,06351 1,54362 3,2 — — — — 3,6 -0,4

Fonte: o préprio autor.
aSubstancias do conjunto teste, os quais ndo foram empregados na construgdo do modelo.
bResiduo ¢ a diferenga (A) entre os valores observados e previsto de plCso.
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Figura 20 — Graficos de dispersao dos valores de plCso experimental versus previsto (esquerda) e
seus respectivos graficos de residuo (direita) para o modelo selecionado (Equagao 12).
A e B: calibragdo; C e D: validagdo cruzada; E e F: validagcdo externa. O r2 é o
coeficiente quadratico de correlagdo de Pearson para a regressao, o qual é calculado
utilizando expressao diferente das Equagdes 4-7 do coeficiente de determinacgao.
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Fonte: o préprio autor (graficos gerados no software Prism 6.0).

As duas expressdes de P? aplicadas diferem somente quanto ao calculo da

soma quadratica total (SQT), a primeira emprega a media do valor experimental de y

do conjunto treino (F1, Equacgéo 6) e a segunda do conjunto teste (F2, Equagao 7).

Ambos o0s parametros possuem desvantagens, mas foram recorridos por
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incorporarem diferentes aspectos para a validacdo dos modelos. Valores aceitaveis
de P?%:1, como o que foi obtido (Tabela 11), validam a capacidade preditiva externa e
também indicam que o conjunto teste abrangeu adequadamente a faixa de atividade
do modelo, ao ponto que as meédias do conjunto treino e teste sdo bem
semelhantes[178]. Por este raz&o, a expressao F1 é sugerida pela Organizag&o para
a Cooperragdo e Desenvolvimento Econdomico (OECD)[134]. Entretanto, foi
comprovado que esta funcdo pode produzir valores super estimados[177], tornando
o P?%r2 um parametro mais confiavel para avaliar o poder preditivo do modelo[178].
Conformemente, o valor de P?r (0,660) foi menor que o de P?%+ (0,732), mas ainda
assim suficientemente bom para validar a aplicabilidade do modelol[173].

Na Figura 20, o r? ndo é o coeficiente de determinagdo, mas o coeficiente
quadratico de correlacdo de Pearson (squared Pearson correlation coefficient), o
qual é obtido pela regressédo linear entre os valores experimental e previsto.
Portanto, o r? ndo € computado diretamente do modelo original e a regresséo linear
do valor experimental sobre o valor previsto maximiza o r?> para o modelo
secundario, superestimando a performance de predi¢do. Isso se torna um problema,
especialmente para a validagdo externa, pois o conjunto teste ndo €& idéntico ao
conjunto treino. A Figura 20E exemplifica bem este fato: para a calibragdo e CV os
valores do r? sdo quase os mesmos do R? e Q? mas para o conjunto teste
(validagao externa) o r? (0,707) é maior que o P? (0,660). O r> mede especificamente
o grau de correlagédo entre os valores previstos e experimentais, ndo diz respeito ao
nivel de exatiddo do modelo e, portanto, ndo se trata de um indicador apropriado
para a previsibilidade de um modelo de QSAR[171,173,178]. Nenhuma das
substancias do conjunto treino foi detectada como outlier, como pode ser observado
graficamente na Figura 21, onde esta demonstrado que os valores de plCso
calculados na calibragao e previstos na CV pelo modelo para o conjunto treino foram
altamente correlacionados (r?> = 0,96).

A significancia estatistica do modelo final foi comprovada utilizando a razéo F
para teste de hipdtese[285]. O valor-F calculado (24,921) foi superior ao valor-F
tabelado, para 3 (regresséo) e 11 (residuos) graus de liberdade, de modo que a
hipétese H1 foi aceita com 95% de significancia (o = 0,05). Isto significa que o
modelo é capaz de predizer a atividade melhor do que o valor médio[136]. A série de
trés testes de aleatorizagéo de y, realizados como ultima etapa de validagao, provou
a estabilidade do modelo e excluiu a possibilidade de correlagdo aleatoria (ao
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acaso), visto que os modelos de PLS obtidos foram estatisticamente irrelevantes (R?
<0,15, Q%< 0,01 e P2<0,01).

Vale ressaltar que os resultados em termos de descritores selecionados,
parametros estatisticos e melhores modelos obtidos nos trés blocos de descritores
foram reprodutiveis ao realizar as analises de QSAR com outras duas distribuicoes
das substancias em conjunto treino e teste. Na avaliacdo externa do modelo
escolhido (Apéndice AJ), para evidenciar ainda mais sua aplicabilidade pratica, este
foi capaz de predizer com consideravel precisdo e exatiddo a atividade de seis
substancias completamente diferentes, apresentando baixo erro (RMSE = 0,35).

Figura 21 — Grafico de correlagéo entre os valores de plCso calculado na calibragéo e
previsto na validagao cruzada

4.6+
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2 =0,9559
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3.2
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28 T T T T T T T T 1
28 3.0 32 34 36 38 40 42 44 46

pICs previsto_validacéo cruzada

pICs, calculado_calibragéao

Fonte: o préprio autor (grafico gerado no software Prism 6.0).

O modelo (Equacédo 12) foi validado com éxito pelos parametros estatisticos,
atestando o mesmo para interpretacdo mecanistica, visando revelar as relacoes
entre as caracteristicas estruturais das STLs e a inibicdo da enzima LmDHODH.
Pode-se notar por meio da matriz de correlagédo (Figura 22) que as intercorrelagbes
entre os trés descritores € inexpressiva, assumindo valor maximo de |0,53|. A maior
correlagdo com a atividade foi atribuida ao descritor 3D vsurf_ID8, o qual também
apresentou o maior coeficiente de regressdo na Equacéo 12 e foi, de longe, o mais
importante entre todas as 278 representacbes matematicas das estruturas
moleculares 2D e 3D aplicadas nesta abordagem classica de QSAR. O vsurf_|D8 foi
o descritor mais frequentemente utilizado na ultima e mais evoluida geragdo de
modelos do GA, para os blocos de descritores 3D e 2D+3D (Tabela 12), compondo
todos os melhores modelos apds quase 50.000 geragdes. De fato, vsurf_ID8 por si
s6 foi capaz de explicar 58% da variagdo de atividade, com R? de 0,578 (modelo 1,
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Tabela 11). Os outros dois descritores, GCUT_SLOGP_2 e std_dim2, possuem
baixa correlagdo com a atividade (Figura 22) e, individualmente, constituiram
modelos sem sucesso (modelos 2 e 3, Tabela 14). Ainda assim, quando
separadamente associados com vsurf _ID8, cada um deles foi capaz de acrescentar
porcentagem consideravel de variagado explicada ao modelo 1 (modelos 4 e 5) e a
combinagao final deste trio de descritores resultou no melhor modelo de todos
(modelo 7), expresso na Equagéao 12.

Figura 22 — Matriz de correlagéo (r) entre a atividade e os descritores do modelo
selecionado (Equagéo 12)

1 2 3 4
1. pICso 1,00 0,03 0,19 -0,76
2. GCUT_SLOGP_2 0,03 1,00 -0,14 -0,53
3. std_dim2 0,19 -0,14 1,00 0,12
4. vsurf_ID8 -0,76 -0,53 0,12 1,00

Fonte: o préprio autor.

Tabela 14 — Parametros estatisticos dos modelos obtidos por diferentes combinagdes dos descritores do modelo
selecionado (Equagédo 14)

Parametros estatisticos?

Modelos Descritores R2 Q? P2k P2+ RMSEc RMSEcy RMSEp
1 vsurf_1D8 0,578 0,391 0,289 0,440 0,286 0,320 0,401
2 GCUT_SLOGP_2 0,001 -0,295 -0,269 -0,001 0,440 0,466 0,536
3 std_dim2 0,038 -0,302 -0,024 0,193 0,432 0,467 0,482
4 vsurf_ID8, GCUT_SLOGP_2 0,769 0,543 0,488 0,596 0,220 0,277 0,341
5 vsurf_ID8, std_dim2 0,663 0,485 0,555 0,650 0,266 0,294 0,317
6 GCUT_SLOGP_2, std_dim2 0,041 -0,500 -0,015 0,200 0,449 0,502 0,480
7b vsurf_ID8, GCUT_SLOGP_2, std_dim2 0,833 0,687 0,660 0,732 0,196 0,229 0,278
8 vsurf_ID8, SLogP, std_dim2 0,664 0,393 0,526 0,626 0,277 0,373 0,319
9 Vsur‘f=ID8, LogP, Std=dim2 0,664 0,393 0,583 0,671 0,277 0,373 0,301

Fonte: o préprio autor.

aCoeficiente de determinagédo da calibragéo (R?), validagdo cruzada (Q?), validagédo externa utilizando a media dos
valores experimentais do conjunto teste (P?r2), validagdo externa utilizando a media dos valores experimentais do
conjunto treino (P?r+), raiz quadrada do erro quadratico médio da calibragdo (RMSEc), validagdo cruzada (RMSEcv) e
validagdo externa (RMSEp).

bModelo 7 ¢ o modelo final selecionado, com um descritor 2D e dois i3D, apresentado aqui para compragéo com 0s
demais da tabela.

Qual a gama de informagdo quimica que pode ser extraida dos descritores
selecionados para explicar a seletividade biolégica dentre as STLs envolvendo a
inibicio de LmDHODH? Descritores bidimensionais sdo calculados a partir da
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férmula estrutural 2D (grafo molecular ou molecular graph), portando informagdes
simples e uteis acerca da topologia molecular. Descritores tridimensionais internos
sdo oriundos das coordenadas 3D, invariantes a roto-translagcdo da molécula,
codificando estritamente informagdo geométrica (conformacional)[282,286,287].
Ambos os tipos de indices se baseiam na distdncia entre os atomos, porém, o
primeiro considera o numero de ligagbes e o segundo as distédncias geométricas
interatdmicas[126].

Os indices GCUT sé&o classificados como descritores 2D do tipo “matriz de
adjacéncia e distancia (adjacency and distance matrix)[167], descrevem a molécula
inteira, assim como as métricas BCUT[288], porém, o GCUT utiliza para o calculos
uma matriz de distdncia modificada ao invés de informagdes de ordem de
ligac&o[289,290]. O GCUT_SLOGP emprega o valor de SlogP de cada atomo como
os elementos da diagonal, modificando a matriz de grafo molecular, da qual os
descritores sao calculados por interpolacao linear. O GCUT_SLOGP_2 corresponde
ao maior valor dentro do segundo tergo (2/3) da lista de autovalores (eigenvalues) da
matriz[167]. Este tipo de descritores topoldgicos representando propriedades de
tedria dos grafos moleculares possibilitam interpretacéo logica e tém sido aplicados
com sucesso na caracterizacdo de similaridade/dissimilaridade estrutural, como
também em estudos de QSAR/QSPR[289-292], devido ao fato de serem simples,
possuirem boa correlacdo com pelo menos uma propriedade e fazer uso de
conceitos estruturais familiares[293]. Os resultados da Tabela 14 corroboram com
esta informagéo, visto que o modelo 7, contendo esta métrica, foi o melhor modelo
entre todos os 150 selecionados pelo GA com trés descritores, além de superar
visivelmente o modelo 6 (com dois descritores, sem o GCUT_SLOGP_2), com
maiores valores de R?, Q2 e P2.

Apesar de se tratar de um indice topoestrutural, GCUT_SLOGP é também um
descritor molecular hibrido combinando uma propriedade fisica dos atomos, o SlogP,
sendo este o modelo de contribuicdo atdbmica para LogP (o/a) (log do coeficiente de
particdo octanol/agua)[294]. O fato de que nenhum outro tipo de descritor GCUT,
envolvendo outra propriedade, e.g. GCUT_PEOE (partial equalization of orbital
electronegativities)[295], foi capaz de prover bons modelos levou a hipétese de que
SlogP e LogP (o/a), parametros de hidrofobicidade, fossem também importantes
para a atividade. Para investigar isso, os modelos 8 e 9 (Tabela 14) foram ajustados
trocando GCUT_SLOGP_2 (modelo 7) por SlogP e LogP (o/a). Os resultados foram
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virtualmente os mesmos para os modelos 8 e 9, os quais foram capazes de
sustentar valores aceitaveis de R? e P?, mas com Q? menor. Ainda assim, os
modelos demonstraram que de fato SlogP e LogP (o/a) possuem alguma influéncia
na seletividade bioldgica em questao.

As meétricas vsurf sdo classificadas como descritores i3D do tipo “area
superficial, volume e formato”[167]. Estes descritores do tipo VolSurf[296] fornecem
interpretacdes diretas acerca da interagdo das moléculas com regides hidrofébicas e
hidrofilicas da enzima, que sdo mediadas por propriedades de area superficial de
van de Waals, tais como formato, hidrofobicidade e ligagbes de hidrogénio. A fonte
fundamental de informacdo de tais descritores sdo os mapas de campo molecular
3D (3D molecular field maps), gerados pelo calculo de campos de interagéo
utilizando sondas com propriedade polar (agua), hidrofébica (DRY) ou aceptora de
ligacdo de hidrogénio[296,297]. O vsurf_ID (momento de energia de interacéo
hidrofébica ou hydrophobic interaction energy moment) é calculado a partir do mapa
de interacdo 3D gerado pela sonda DRY. O momento de energia de interagéo
hidrofobica mensura o nivel de desequilibrio entre o centro de massa da molécula e
as regides hidrofobicas da superficie molecular. Elevados valores de vsurf ID
implicam em distribuigdo heterogénea das porgdes hidrofobicas, enquanto baixos
valores indicam tanto distribuigdo homogénea como concentragcédo destas regides ao
redor do baricentro da molécula. Este descritor € subdividido em 8 indices, o
vsurf_ID8 corresponde a um limiar de energia de interagdo em torno de -1,6
kcal/mol[298,299].

Os descritores i3D std_dim (standard dimension) também sao do tipo “area
superficial, volume e formato’[167], sendo equivalente ao desvio padréo ao longo de
um eixo da componente principal. Estes indices sao obtidos por meio da matriz de
covariancia das coordenadas atémicas e o std_dim1 (“comprimento”) corresponde a
raiz quadrada do maior autovalor, o std_dim2 (“largura”) do segundo e o std_dim3
(“altura”) do terceiro maior autovalor, sendo que esta ultima também mede a
planaridade da molécula[300,301].

Enfim, as caracteristicas estruturais suficientemente importantes para

desencadear maior potencial de inibicdo da enzima LmDHODH em STLs sao:

a) menores valores de GCUT_SLOGP_2 (coeficiente de regressao negativo
no modelo, Equacgao 12): sugere indiretamente menor hidrofobicidade;



75

b) menores valores de vsurf_ID8 (coeficiente de regressdo negativo no
modelo, Equacgéo 12): distribuicdo balanceada das regides hidrofobicas,
provendo, consequentemente, uma distribuicdo mais homogénea das
regides hidrofilicas e hidrofobicas por meio da superficie molecular e
reduzindo a area acessivel a agua. Esta propriedade de superficie parece
otimizar a interacdo de STLs com residuos especificos e localizados,
hidrofobicos e hidrofilicos, na superficie de um sitio ativo hipotético da
enzima[297,302];

c) maiores valores de std _dim2 (coeficiente de regressdo positivo no
modelo, Equacg&o 12): maior largura da molécula, os atomos devem estar
mais espagados um do outro, especialmente na segunda maior
coordenada atbmica. A selecdo do std_dim2 revela a importancia do
formato da molécula para a atividade e, juntamente com o momento de
energia de interacdo hidrofobica, consiste em um descritor estérico,
destacando a influéncia da correta orientagdo da molécula, fator que
desempenha um papel importante na interacdo com o sitio ativo da
enzima[300].

O resultado desta abordagem classica se adequa as diretrizes de boas
praticas em QSAR[133,138,173], pois esta associado com dados de atividade
biolégica bem definidos e dominio de aplicabilidade estabelecido; fez uso de
algoritmos ndo ambiguos; possui medidas apropriadas de qualidade de ajuste,
robustez e previsibilidade; por fim, forneceu interpretacdo mecanistica clara e direta.

4.3.2 Estudos de QSAR 3D baseado em descritores farmacoforicos

Partindo do conhecimento gerado na abordagem classica, decidiu-se
sobrepor as substancias mais ativas, STLs 18 (27 pyM) e 5 (31 uM), utilizando o
aplicativo “Pharmacophore Elucidator’ no MOE[166] para realizar um alinhamento
baseado em farmacdforos. Inicialmente, gera-se um modelo farmacoférico e entao
realiza-se arranjos 3D das caracteristicas moleculares mais importantes, alinhando
as estruturas com base nelas (Figura 23, A1)[167]. Portanto, este procedimento
constitui uma hipotese de alinhamento e orientagdo para ligantes em um sitio de

ligac&o putativo na enzima. Tudo isso sobre a suposigao fundamental de que todas
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as substéncias estudadas compartilham o mesmo mecanismo de agéo, se ligando
ao mesmo sitio. As substancias 18 e 5 possuem estruturas bastante diferentes,
ainda assim sdo equivalentemente potentes. Nao obstante, a representagdo grafica
de suas superficies moleculares (Figura 23, B-G) demonstrou que compartilham de
importantes similaridades 3D em termos de formato (tamanho) e distribuicdo de
regides hidrofdbicas, hidrofilicas, aceptora de ligagdo de H, potencial eletrostatico
positivo e negativo por meio da superficie molecular. Adicionalmente, nenhuma
semelhanga considerando tais importantes propriedades para ligagdo em um alvo
hipotético em comum foi detectada com a sobreposi¢cédo das STLs 18 e 9 (1.200 uM),
a substancia menos ativa da série (Figura 23, H-J).

As caracteristicas farmacoféricas em comum as STLs 18 e 5, retratadas na
Figura 24, foram equivalentes, porém ndo sdo exatamente os mesmos grupos: o
elemento hidrofébico F1 corresponde a ciclopentenona (STL18) e grupo acetila no
CH>-13 (STL5Y); o elemento hidrofobico F2 é constituido pelos grupamentos tigloila
(STL18) e acetila (STL5); o grupo aceptor de ligagdo de H F3 consiste em oxigénio
carbonilico da ciclopentenona (STL18) e oxigénio carbonilico do grupo acetila no
CH2>-13 (STL5) e o grupo aceptor de ligacdo de H F4 corresponde ao oxigénio
carbonilico dos grupamentos tigloila (STL18) e acetila (STL5). O mais importante,
porém, € que ambas as estruturas sustentam estes grupamentos na mesma
posicéo/orientagdo, de modo que sdo capazes de interagir com as mesmas regides
hidrofébicas e doadoras de ligagao de H do sitio ativo da enzima.



Figura 23 — Representagbes graficas das superficies moleculares das STLs 18, 5 e 9. Os mapas de
superficie molecular foram gerados na exata mesma orientagdo de ligagéo hipotetizada
por meio do alinhamento utilizando o aplicativo “Pharmacophore Elucidator’ no MOE
para as STLs 18 e 5 (A1, azul: 18 e cinza: 5) e STL 9 (A2, azul: 18 e cinza: 9).
Comparagao das representagbes de superficie molecular (B-D: 18, E-G: 5, H-J: 9)
empregando os seguintes padroes de cor: B, E e H — par de elétrons livre ativo (rosa:
propensdo a ligacdo de H, verde: hidrofébico, azul: levemente polar); C, F e | —
lipofilicidade (rosa: hidrofilico, branco: neutro, verde: lipofilico); D, G e J: potencial
eletrostatico (vermelho: negativo, branco: neutro, azul: positivo).

o
29
AR

A

Fonte: o préprio autor (figuras geradas no software MOE).



78

Figura 24 — Farmacoforos em comum selecionados para o alinhamento das STLs 18 (azul)
e 5 (cinza). Esferas dos farmacoforos: grupos hidrofébicos (verde, F1 e F2) e
aceptores de ligagéo de H (azul, F3 e F4). F1: ciclopentenona (STL18) e grupo
acetila no CH2-13 (STL5); F2: grupamentos tigloila (STL18) e acetila (STL5);
F3: oxigénio carbonilico da ciclopentenona (STL18) e oxigénio carbonilico do
grupo acetila no CH2-13 (STL5); F4: oxigénio carbonilico dos grupamentos
tigloila (STL18) e acetila (STL5).

Fonte: o préprio autor (figura gerada no software MOE).

O QSAR 3D baseado em farmacoéforos utilizou os elementos selecionados
para o alinhamento (F1-F4), como variaveis indicadoras (valor 1 ou 0), e o indice de
alinhamento global (S) de cada substancia com a sobreposicdo das STLs 18 e 5
(Figura 24). Na Tabela 15 estdo apresentados os parametros estatisticos dos
modelos mais significativos, considerando que esta abordagem visou determinar se
tais farmacéforos, que constituem descritores moleculares 3D externos, sao
realemnte importantes para a atividade a ponto de explicar a variacao da inibigao
nos dados obtidos paras as 21 STLs. Os quarto descritores farmacoféricos (F1-F4)
utilizados sozinhos (modelo 1, Tabela 15) ou associados ao S (modelo 2) foram
capazes de explicar somente 16 e 17% de variancia, respectivamente, apresentando
valores bem baixos de R? e Q2. O melhor modelo com somente trés destes
descritores (modelo 3), obtido por backward elimination do modelo 2, também falhou
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nos critérios de validagdo, com parametros estatisticos inapropriados. Entretanto, a
associagao de dois descritores farmacoféricos (F2 e S) com vsurf_ID8, o melhor
descritor i3D do QSAR classico, forneceu um modelo confiavel (modelo 4), expresso
pela Equacao 13.

Tabela 15 — Parametros estatisticos dos melhores modelos de QSAR 3D com os descritores farmacoféricos

Parametros estatisticos?

Modelos Descritores

R? Q? P2, P2g RMSEc RMSEcy RMSEp
1 F1,F2,F3, F4 0,161 -0,664  —P — 0,459 0,528 —
2 F1,F2,F3,F4, S 0,172 -0,841 —°" — 0,481 0,556 —
3 F2,F3,S 0,140 -0,618 —" — 0,444 0,521 —
4 F2, S, vsurf_ID8 0,791 0,548 0,370 0503 0,219 0,275 0,378
5 F2, vsurf_ID8, std_dim2 0,718 0,504 0,617 0698 0,254 0,217 0,295

Fonte: o préprio autor.

aCoeficiente de determinagao da calibragdo (R?), validagdo cruzada (Q?), validagdo externa utilizando a media
dos valores experimentais do conjunto teste (P2r), validagdo externa utilizando a media dos valores
experimentais do conjunto treino (P?r1), raiz quadrada do erro quadratico médio da calibragdo (RMSEc),
validagéo cruzada (RMSEcv) e validagdo externa (RMSEp). Os melhores modelos foram selecionados com
base no Q?, RMSEcv e valor-F.

bModelos com Q? < 0,5 ndo se adequaram ao critério de validag&o, portanto, n&o foi apresentada a predicao
externa nestes casos.

pICsy = 9.583(+0.093) — 0.949(40.020) vsurf_ID8 — 0.776(+0.022) F2 (13)
—0.751(+0.017) S

(n =15; R2=0,791; Q2 = 0,548; RMSEc = 0,219; RMSEcv = 0,275; valor-F = 18,964
and F3:11,005= 3,587; os dados foram normalizadas para variancia unitaria)

Os valores de F1-F4 e S para as 21 STLs, juntamente com os valores de
plCso experimental e previsto e os correspondentes residuos do modelo 4 (Equacéo
13) estdo demonstrados na Tabela 16. Enquanto a Figura 25 traz os graficos dos
valores experimentais versus previstos e seus respectivos graficos de distribuicdo
dos residuos para calibracédo, CV e validagao externa. Os residuos foram pequenos
(-0,3 a 0,8 unidades logaritmicas, Tabela 16) e homoscedasticos (Figure 25). Com
R? igual a 0,791, Q? igual a 0,548 e baixos valores de RMSE, a qualidade do ajuste,
previsibilidade interna e robustez do modelo 4 foram atestadas. A similaridade entre
RMSE do treino, CV e teste demonstra que o modelo possui suficiente
generalizabilidade. Considerando as predigdes para o conjunto teste, o modelo
retornou P%; de 0,370 e P?; de 0,503, possuindo previsibilidade externa
insuficiente, especialmente quando comparado com o melhor modelo do QSAR
classico[171,173]. Apesar disso, os farmacdéforos provaram codificar informagdes
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importantes para a seletividade biologica em foco. Como demonstrado na Tabela 14
(modelo 1), o vsurf_ID8 por si sé possui R? de 0,578, Q? de 0,391 e P?~ de 0,289, de
forma que a adicdo dos descritores F2 e S (modelo 4, Tabela 15) aumentou estes
valores para 0,791, 0,548 e 0,370, respectivamente. Adicionalmente, quando
inserido em um dos melhores modelos com dois descritores i3D do QSAR classico
(modelo 5, Tabela 14), F2 incrementou o R?de 0,663 para 0,718, Q? de 0,485 para
0,504 e P?~ de 0,555 para 0,617, provando que tais elementos podem contribuir
com informagdes novas e significantes até mesmo em modelos ja devidamente
estabelecidos.

As contribuicbes estatisticamente significantes destes descritores para o
modelo de QSAR 3D enfatizou a eficacia do modelo farmacoférico gerado para o
alinhamento das STLs 18 e 5. O modelo mais confiavel (Equagdo 13) destacou
como caracteristicas mais importantes os descritores F2 e S, a parte do vsurf_ID8, o
qual continuou sendo negativamente correlacionado com a atividade, significando
que maior inibigdo da enzima LmDHODH requer distribuicdo balanceada das regides
hidrofébicas ao longo da superficie molecular[298]. O elemento F2 apresentou
coeficiente de regresséo negativo, tal que a presenga de um grupamento hidrofébico
na posicado F2 (Figura 24) tem efeito negativo na inibigdo desta enzima. Isto pode
ser explicado pelo fato de que varias substancias inativas, com ICsp acima de 500
MM, possuem grupo hidrofobico nesta posicao (Tabela 16). O indice S quantifica a
qualidade do alinhamento de cada molécula com o alinhamento dual das STLs 18 e
5, combinando energia de deformacdo interna e medida de similaridade para a
sobreposi¢cao dos farmacoforos[303,304]. Valores menores de S indicam melhores
alinhamentos, de forma que a selec&o deste descritor com coeficiente de regresséo
negativo esta em total concordancia com a hipotese farmacofdrica subjacente,
destacando-a como uma potencial orientagdo das STLs para ligagédo no sitio ativo da
enzima LmDHODH[179,305].



Tabela 16 - Valores dos descritores para as 21 STLs, valores de plCso observados (experimentais) e previstos obtidos com o modelo de QSAR 3D
selecionado (Equagédo 13) e seus respectivos residuos

Descritores baseados em farmacoforos Calibracao Validagao cruzada Validagao externa
STLs pICso plCso plCso plCso
F1 F2 F3 F4 S observado Residuos® . Residuos® . Residuos®
calculado previsto previsto
1 0 0 0 0 -85,56 3,5 3,2 0,3 3,2 0,3 — —
2 0 1 0 1 -115,53 3,6 3,6 0,0 3,6 0,0 — —
32 0 1 0 1 -117,81 3,8 — — — — 3,5 0,3
4 0 1 0 1 -114,61 3,8 3,7 0,1 3,6 0,2 — —
52 1 1 1 1 -242,67 4,5 _ _ _ _ 4,6 -0,1
6 0 1 0 0 -100,42 3,4 3,4 0,0 3,4 0,0 - -
7 1 0 0 0 -63,81 3,8 3,6 0,2 3,6 0,2 — —
8 0 1 0 0 -153,66 3,2 3,0 0,2 2,9 0,3 — —
9 0 0 0 0 -84,84 2,9 3.1 -0,2 3,2 -0,3 — —
10 1 0 0 0 -75,82 3.1 3.1 0,0 3.1 0,0 — —
11 1 1 1 1 -165,06 3,2 3,0 0,2 2,9 0,3 - -
12 1 0 0 1 -102,90 3,4 3,6 -0,2 3,7 -0,3 — —
13 1 1 0 1 -127,10 3,1 3,4 -0,3 3,4 -0,3 — —
142 1 1 1 0 -90,35 3,6 — — — — 2,8 0,8
15 1 1 0 1 -127,90 3,2 3,2 0,0 3,3 -0,1 — —
16 1 1 1 1 -163,38 3,8 4,0 -0,2 4,1 -0,3 - -
17 1 1 1 1 -164,92 3,2 3,4 -0,2 3,5 -0,3 — —
18 1 1 1 1 -179,70 4,6 4.4 0,2 4,0 0,6 — —
192 1 1 1 1 -127,32 4,0 — — — — 3,9 0,1
202 1 1 0 1 -119,50 3,1 - - - - 3,2 -0,1
212 1 1 1 1 -128,02 3,2 — — — — 3,4 -0,2

Fonte: o préprio autor.
aSubstancias do conjunto teste, os quais ndo foram empregados na construgdo do modelo.
bResiduo ¢ a diferenga (A) entre os valores observados e previsto de plCso.
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Figura 25 — Graficos de dispersao dos valores de plCso experimental versus previsto (esquerda) e
seus respectivos graficos de residuo (direita) para o modelo selecionado (Equagao 13). A
e B: calibragéo; C e D: validagéo cruzada; E e F: validagéo externa. O r? é o coeficiente
quadratico de correlagdo de Pearson para a regressao, o qual é calculado utilizando
expresséo diferente das Equacgdes 4-7 do coeficiente de determinagéo.
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Fonte: o préprio autor (graficos gerados no software Prism 6.0).



83

5 CONCLUSOES

Pela primeira vez, produtos naturais (extratos e substancias isoladas) foram
testados para inibigdo de LmDHODH e os resultados indicam que, de fato, estes sédo
capazes de inibi-la seletivamente (em relacdo a HsDHODH). Esta € uma relevante
descoberta, visto que uma infinidade de metabdlitos secundarios leishmanicidas ja
foram descritos, porém, para a maioria deles, o mecanismo de ag&o segue
desconhecido. Os resultados obtidos reafirmam o potencial antiparasitario de
espécies da familia Asteraceae, evidenciando (1) os extratos vegetais como uma
interessante fonte na busca por novos inibidores seletivos desta enzima e (2) as
substancias mais ativas como ponto de partida para novas estruturas guias (lead
compounds) na busca por novos farmacos antiparasitarios para o tratamento de DNs
causadas por tripanossomatideos, especialmente a leishmaniose.

Os modelos empiricos obtidos através de ferramentas metabolémicas e
quimiométricas possibilitaram (1) a descoberta de inibidores de LmDHODH
(biomarcadores) em Asteraceae e (2) a predicdo da atividade de novos extratos de
espéecies de Asteraceae ainda néao testadas in vitro, classificando-as como ativas ou
inativas. Portanto, estes resultados evidenciam o potencial de aplicacdo desta
abordagem metaboldmica aliada a meétodos in silico, cujos modelos fornecidos
poderdo (1) ser extrapolados para outras DHODH Classe 1A e (2) ser utilizados
rotineiramente pelo grupo de pesquisa para triagem de novos extratos ativos e de
seus marcadores bioldgicos, evitando o desperdicio de tempo e dinheiro com
experimentos baseados em “tentativa e erro”, testando em vao extratos inativos e
substancias que, apds longo processo de isolamento, mostrem-se incapazes de
inibir tal enzima. Neste tipo de abordagem € essencial a aplicacdo de técnicas
analiticas de alta performance, visto que a maioria dos biomarcadores foram
metabdlitos minoritarios.

Os ensaios de DSF, devido a variagado observada de T, foram capazes de
confirmar que as STLs sdo capazes de se ligar efetivamente a enzima LmDHODH.
Além disso, sugeriu que tais inibidores pudessem atuar em um sitio diferente do sitio
ativo. Ambas as abordagens de QSAR foram capazes de esclarecer novos e uteis
requisitos estruturais das STLs para inibicdo deste alvo. No entanto, apenas o QSAR
classico com descritores 2D e 3D forneceu um modelo confiavel, capaz de predizer

a atividade de novas STLs e outras substancias estruturalmente relacionadas.
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APENDICE A (continua) — Lista das 150 espécies da familia Asteraceae envolvidas na triagem in vitro por inibidores de LmDHODH

- - . Rendimento
Codigo Espécie Tribo Local de coleta extrativo (%)?
1 Achillea millefolium Ledeb. Anthemideae Cass. Jardinépolis (SP) 22
2 Achyrocline satureioides (Lam.) DC. Gnaphalieae Cass. Comercial® 11
3 Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen Heliantheae Cass. Comercial® 15
4 Ageratum conyzoides L. Eupatorieae Cass. Jardinopolis (SP) 27
5 Aldama arenaria Baker Heliantheae Cass. Itirapina (SP) 25
6 Aldama bakeriana (S. F. Blake) E.E. Schill. & Panero Heliantheae Cass. Oliveira (MG) 12
7 Aldama bracteata Gardner Heliantheae Cass. Curvelo (MG) 20
8 Aldama discolor (Baker) E.E. Schill. & Panero Heliantheae Cass. Sacramento (MG) 14
9 Aldama filifolia Sch. Bip. Ex Baker Heliantheae Cass. Alto Paraiso de Goias (GO) 20
10 Aldama gardneri (Baker) E.E. Schill. & Panero Heliantheae Cass. Alto Paraiso de Goias (GO) 9
11 Aldama robusta (Gardner) E.E. Schill. & Panero Heliantheae Cass. Altinépolis (MG) 17
12 Anteremanthus hatschbachii H. Rob. Vernonieae Cass. Cristalia (MG) 22
13 Arctium lappa L. Cynareae Less. Jardinopolis (SP) 21
14 Arnica montana L. Heliantheae Cass. Comercial® 22
15 Artemisia absinthium L. Anthemideae Cass. Jardinépolis (SP) 20
16 Artemisia annua L. Anthemideae Cass. Jardinépolis (SP) 20
17 Baccharis albilanosa A.S. Oliveira & Deble Astereae Cass. Manoel Viana (RS) 19
18 Baccharis alpina Kunth Astereae Cass. Palmas (PR) 34
19 Baccharis angustifolia Michx. Astereae Cass. Capao Alto (SC) 57
20 Baccharis aphylla (Vell.) DC. Astereae Cass. Franco da Rocha (SP) 81
21 Baccharis bicolor (Joch.Milll.) G. Heiden Astereae Cass. Cangucu (RS) 34
22 Baccharis boliviensis (Wedd.) Cabrera Astereae Cass. Capao Alto (SC) 56
23 Baccharis buchtienii H. Rob. Astereae Cass. Balsa Nova (PR) 32
24 Baccharis caespitosa (Ruiz & Pav.) Pers. Astereae Cass. Balsa Nova (PR) 31
25 Baccharis cenicienta DC. Astereae Cass. Santana do Riacho (MG) 25
26 Baccharis ciliata Gardner Astereae Cass. Santana do Riacho (MG) 45
27 Baccharis crispa Spreng. Astereae Cass. Hulha Negra (RS) 22
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APENDICE A (continuacdo) — Lista das 150 espécies da familia Asteraceae envolvidas na triagem in vitro por inibidores de LmDHODH

Cédigo Espécie Tribo Local de coleta ;(‘i::tli\rroe?;g
28 Baccharis densiflora Wedd. Astereae Cass. Urubici (SC) 34
29 Baccharis dracunculifolia DC. Astereae Cass. Guaratuba (PR) 51
30 Baccharis floripa DC. Astereae Cass. Gouveia (MG) 23
31 Baccharis glaziovii Baker Astereae Cass. Cerrito (RS) 40
32 Baccharis grisebachii Hieron. Astereae Cass. Santana do Livramento (RS) 43
33 Baccharis halimifolia L. Astereae Cass. Urubici (SC) 51
34 Baccharis incarum (Wedd.) Perkins Astereae Cass. Urubici (SC) 42
35 Baccharis jelskii Hieron. Astereae Cass. Urubici (SC) 18
36 Baccharis lychnophora Gardner Astereae Cass. Quarai (RS) 35
37 Baccharis nitida (Ruiz & Pav.) Pers. Astereae Cass. Capao Alto (SC) 33
38 Baccharis organensis Baker Astereae Cass. Santana do Riacho (MG) 50
39 Baccharis papillosa Rusby Astereae Cass. Balsa Nova (PR) 53
40 Baccharis papillosa Rusby subsp. longipedicellata Joch. Miller Astereae Cass. Bom Jardim da Serra (SC) 60
41 Baccharis pilularis DC. Astereae Cass. Rio de Contas (BA) 32
42 Baccharis plummerae A. Gray Astereae Cass. Congonhas do Norte (MG) 52
43 Baccharis quitensis Kunth Astereae Cass. Diamantina (MG) 38
44 Baccharis rodriguezii Ariza Astereae Cass. Campos do Jordao (SP) 39
45 Baccharis sergiloides A. Gray Astereae Cass. Grao Para (SC) 26
46 Baccharis stylosa Gardner Astereae Cass. Grao Para (SC) 26
47 Baccharis tola Phil. Astereae Cass. Grao Para (SC) 36
48 Baccharis trimera (Less.) DC. Astereae Cass. Urubici (SC) 29
49 Baccharis trinervis (Lam.) Pers. Astereae Cass. Alto Caparaé (MG) 15
50 Baccharis umbellata G. Heiden & Ribas Astereae Cass. Palhoga (SC) 51
51 Baccharis urvilleana Brongn. Astereae Cass. Torres (RS) 39
52 Baccharis wrightii A. Gray Astereae Cass. Palhoga (SC) 25
53 Bidens pilosa L. Coreopsideae Lindl. Jardinopolis (SP) 15
54 Blanchetia heterotricha DC. Vernonieae Cass. Ribeirdo Preto (SP) 31
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APENDICE A (continuacdo) — Lista das 150 espécies da familia Asteraceae envolvidas na triagem in vitro por inibidores de LmDHODH

- - . Rendimento
Cddigo Espécie Tribo Local de coleta extrativo (%)
55 Calea cuneifolia DC. Neurolaeneae Rydb. Morro do Chapéu (BA) 17
56 Chresta angustifolia Gardner Vernonieae Cass. Cavalcante (GO) 10
57 Chresta curumbensis (Philipson) H. Rob. Vernonieae Cass. Alto Paraiso de Goias (GO) 24
58 Chresta exsucca DC. Vernonieae Cass. Alto Paraiso de Goias (GO) 15
59 Chresta harleyi H. Rob. Vernonieae Cass. Licinio de Almeida (BA) 22
60 Chresta hatschbachii H. Rob. Vernonieae Cass. Oliveira dos Brejinhos (BA) 30
61 Chresta martii (DC.) H. Rob. Vernonieae Cass. Jaguarari (BA) 33
62 Chresta phylicifolia (nova spp) Vernonieae Cass. Conselheiro Pena (MG) 29
63 Chresta plantaginifolia (Less.) Gardner Vernonieae Cass. Gama (DF) 31
64 Chresta pycnocephala DC. Vernonieae Cass. Bocaiuva (MG) 37
65 Chresta scapigera (Less.) Gardner Vernonieae Cass. Gama (DF) 12
66 Chresta scapigera x C. pycnocephala (hibrido) Vernonieae Cass. Rio Paranaiba (MG) 12
67 Chresta souzae H. Rob. Vernonieae Cass. Alto Paraiso de Goias (GO) 15
68 Chresta speciosa Gardner Vernonieae Cass. Alto Paraiso de Goias (GO) 20
69 Chresta sphaerocephala DC. Vernonieae Cass. Rio Paranaiba (MG) 11
70 Chronopappus bifrons (DC. ex Pers.) DC. Vernonieae Cass. Santo Antbénio do ltambé (MG) 16
71 Chuquiraga spinosa Less. Barnadesieae D.Don Catas Altas (MG) 22
72 Cichorium intybus L. Cichorieae Lam. & DC. Comercial® 34
73 Cynara scolymus L. Cardueae Cass. Comercial® 28
74 Dasyphyllum brasiliensis var. latifolium (D. Don) Cabrera Barnadesieae D.Don Furnas (MG) 22
75 Dasyphyllum spinensis (D. Don) Cabrera Barnadesieae D.Don Monte Verde (MG) 14
76 Dasyphyllum tomentosum (Spreng.) Cabrera Barnadesieae D.Don Bom Retiro (SP) 7
77 Dasyphyllum varians (Gardner) Cabrera Barnadesieae D.Don Serra do Japi (SP) 10
78 Echinacea purpurea (L.) Moench Heliantheae Cass. Jardinépolis (SP) 18
79 Emilia sonchifolia L. DC. Senecioneae Cass. Jardinépolis (SP) 15
80 Eremanthus argenteus MacLeish & H. Schumach Vernonieae Cass. Alto Paraiso de Goias (GO) 17
81 Eremanthus auriculatus MaclLeish & H. Schumach Vernonieae Cass. Alto Paraiso de Goias (GO) 10
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APENDICE A (continuacdo) — Lista das 150 espécies da familia Asteraceae envolvidas na triagem in vitro por inibidores de LmDHODH

- - . Rendimento
Cddigo Espécie Tribo Local de coleta extrativo (%)
82 Eremanthus brevifolius Loeuille sp. nov Vernonieae Cass. Congonhas do Norte (MG) 42
83 Eremanthus capitatus (Spreng.) MacLeish Vernonieae Cass. Abaira (BA) 49
84 Eremanthus elaeagnus (Mart. ex DC.) Sch. Bip Vernonieae Cass. Joaquim Felicio (MG) 17
85 Eremanthus erythropappus (DC.) MacLeish Vernonieae Cass. Capitdlio (MG) 54
86 Eremanthus goyazensis (Gardner) Sch. Bip Vernonieae Cass. Pirendpolis (GO) 35
87 Eremanthus incanus (Less.) Less Vernonieae Cass. Abaira (BA) 19
88 Eremanthus pabstii G.M. Barroso Vernonieae Cass. Cristalina (GO) 30
89 Eremanthus polycephalus (DC.) MacLeish Vernonieae Cass. Gréo Mogol (MG) 25
90 Eremanthus uniflorus MacLeish & H. Schumach Vernonieae Cass. Alto Paraiso de Goias (GO) 28
91 Eremanthus veadeiroensis H. Rob Vernonieae Cass. Alto Paraiso de Goias (GO) 55
92 Espeletia barclayana Cuatrec. Heliantheae Cass. Cundinamarca (Colémbia) 17
93 Espeletia cayetana Cuatrec. Heliantheae Cass. Boyaca (Coldmbia) 17
94 Espeletia curialensis Cuatrec. Heliantheae Cass. Boyaca (Coldmbia) 17
95 Espeletia estanislana Cuatrec. Heliantheae Cass. Norte de Santander (Colémbia) 23
96 Espeletia frontinoensis Cuatrec. Heliantheae Cass. Antioquia (Colémbia) 22
97 Espeletia garciae Cuatrec. Heliantheae Cass. Antioquia (Colémbia) 17
98 Espeletia monguana sp. nov. Diazgranados Heliantheae Cass. Boyaca (Coldmbia) 17
99 Espeletia murilloi var. nov. Cuatrec. var. iguaquei Diagranados Heliantheae Cass. Boyaca (Coldmbia) 20
100 Espeletia schultzii Wedd. Heliantheae Cass. Mérida (Venezuela) 15
101 Espeletia semiglobulata Cuatrec. Heliantheae Cass. Mérida (Venezuela) 18
102 Gorceixia decurrens Baker Vernonieae Cass. Leme do Prado (MG) 13
103 Heterocoma ekmaniana (Philipson) Lueville, J. N. Nakaj. & Semir Vernonieae Cass. Leme do Prado (MG) 11
104 Heterocoma gracilis Loeuille, J. N. Nakaj. & Semir sp. nov Vernonieae Cass. Sao Gongalo do Rio Preto (MG) 12
105 Lactuca sativa L. Cichorieae Lam. & DC. Comercial® 25
106 Lychnophora ericoides Mart. Vernonieae Cass. Diamantina (MG) 9
107 Lychnophora markgravii G.M. Barroso Vernonieae Cass. Gréo Mogol (MG) 21
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APENDICE A (continuacdo) — Lista das 150 espécies da familia Asteraceae envolvidas na triagem in vitro por inibidores de LmDHODH

Cédigo Espécie Tribo Local de coleta ;(‘i::tli\rroe?;g
108 Lychnophora mellobarretoi G.M. Barroso Vernonieae Cass. Santana do Riacho (MG) 22
109 Lychnophora passerina (Mart. ex DC.) Gardner Vernonieae Cass. Abaira (BA) 34
110 Lychnophora salicifolia Mart. Vernonieae Cass. Botumirim (MG) 18
111 Lychnophora santosii H. Rob. Vernonieae Cass. Mucugé (BA) 35
112 Lychnophora tomentosa (Mart. ex DC.) Sch. Bip. Vernonieae Cass. Diamantina (MG) 18
113 Matricaria chamomilla L. Anthemideae Cass. Jardinépolis (SP) 31
114 Mikania aff. burchelli Eupatorieae Cass. Cusco (Peru) 28
115 Mikania angularis Humb. & Bonpl. Eupatorieae Cass. Cusco (Peru) 31
116 Mikania cordifolia (L.f.) Willd. Eupatorieae Cass. Séo Paulo (SP) 24
117 Mikania glomerata Sprengel Eupatorieae Cass. Jardinépolis (SP) 14
118 Mikania hirsutissima DC. Eupatorieae Cass. Jardinépolis (SP) 12
119 Mikania laevigata Schultz Bip. ex Baker Eupatorieae Cass. Jardinépolis (SP) 24
120 Mikania psilostachya DC. Eupatorieae Cass. Ribeirdo Preto (SP) 22
121 Mikania sessilifolia DC. Eupatorieae Cass. Sao Paulo (SP) 34
122 Mikania sp Eupatorieae Cass. Una (BA) 23
123 Mikania thapsoides DC. Eupatorieae Cass. Una (BA) 36
124 Mikania triangularis Baker Eupatorieae Cass. Sao Paulo (SP) 15
125 Minasia scapigera H. Rob. Vernonieae Cass. Diamantina (MG) 14
126 Paralychnophora atkinsiae D.J.N. Hind Vernonieae Cass. Mucugé (BA) 17
127 Paralychnophora bicolor (DC.) MacLeish Vernonieae Cass. Abaira (BA) 26
128 Piptolepis monticola Loeuille sp. nov Vernonieae Cass. Santo Antonio do ltambé (MG) 25
129 Piptolepis schultziana Loeuille & D.J.N. Hind: Brazil Vernonieae Cass. Congonhas do Norte (MG) 23
130 Pluchea quitoc D.C. Inuleae Cass. Jardinopolis (SP) 23
131 Prestelia eriopus Sch. Bip. Vernonieae Cass. Santana do Riacho (MG) 7
132 Proteopsis argentea Mart. & Zucc. ex Sch. Bip. Vernonieae Cass. Grao Mogol (MG) 25
133 Proteopsis hermogenesii sp. Ined. Vernonieae Cass. Botumirim (MG) 23
134 Schlechtendalia luzulaefolia Less. Barnadesieae D.Don Manoel Viana (RS) 19
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APENDICE A (concluséo) — Lista das 150 espécies da familia Asteraceae envolvidas na triagem in vitro por inibidores de LmDHODH

Cédigo Espécie Tribo Local de coleta ;(‘i:aili\rroe?;;
135 Smallanthus sonchifolius (Poepp. & Endl.) H. Robinson Heliantheae Cass. Jardinépolis (SP) 13
136 Soaresia velutina Sch. Bip. Vernonieae Cass. Sobradinho (BA) 30
137 Solidago chilensis Meyen Astereae Cass. Rio das Antas (SC) 19
138 Solidago microglossa DC. Astereae Cass. Jardinopolis (SP) 23
139 Sonchus oleraceus L. Cichorieae Lam. & DC. Jardinopolis (SP) 18
140 Sphagneticola trilobata (L.) Pruskei Heliantheae Cass. Ribeiréo Preto (SP) 11
141 Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni Eupatorieae Cass. Comercial® 39
142 Tanacetum parthenium L. Anthemideae Cass. Jardinépolis (SP) 23
143 Taraxacum officinale Weber ex FH Wigg. Cichorieae Lam. & DC. Jardinépolis (SP) 21
144 Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray Heliantheae Cass. Jardinopolis (SP) 23
145 Tridax procumbens L. Heliantheae Cass. Ribeirdo Preto (SP) 9
146 Vernonanthura beyrichii (Less.) H. Rob. Vernonieae Cass. Itirapina (SP) 22
147 Vernonanthura brasiliana (L.) H. Rob. Vernonieae Cass. Séo Jodo da Boa Vista (SP) 11
148 Gymnanthemum amygdalinum (Delile) Sch. Bip ex Walp. Vernonieae Cass. Ribeirdo Preto (SP) 16
149 Chrysolaena platensis (Spreng.) H. Rob. Vernonieae Cass. Botucatu (SP) 9
150 Vernonanthura polyanthes (Spreng.) A.J. Vega & M. Dematt. Vernonieae Cass. Araxa (MG) 17

Fonte: O proprio autor.

a Extratos preparados em tubos de 5 mL, utilizando 3 mL de solugdo extratora e 60 mg de droga vegetal.

b Oficina de Ervas, Ribeirdao Preto, SP.
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APENDICE B (continua) — Estrutura quimica das substancias testadas frente & enzima
LmDHODH (para as estruturas das STLs consultar a Figura 6)

DIT4 DIT5 DIT6
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APENDICE B (continuagdo) — Estrutura quimica das substancias testadas frente a enzima
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APENDICE B (continuagdo) — Estrutura quimica das substancias testadas frente & enzima
LmDHODH (para as estruturas das STLs consultar a Figura 6)
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APENDICE C — Parametros para processamento dos dados no software MZmine
1. Raw data methods

1.1. Import — Importa os dados das analises por UHPLC-ESI-HRFTMS no formato
*.mzXML. Importa os dados de cada modo de ionizagao separadamente.

1.2. Filtering

1.2.1. Scan by scan filtering
Filter: Savitzky-Golay

Number of datapoints: 5

1.2.2. Baseline correction

Chromatogram type: TIC

MS level: 1

Use m/z bins: TRUE (bin width 0.1)

Correction method: Asymmetric baseline corrector
(smoothing: 1.0E4; asymmetry: 0.001)

1.3. Peak detection

1.3.1. Mass detection
Mass detector: Exact mass
Noise level: 1.0E6

1.3.2. FTMS shoulder peaks filter
Mass resolution = 70,000

Peak model function = Lorentzian

1.3.3. Chromatogram builder
Min time span (min) = 0.3
Min height = 1.1E6

m/z tolerance = 0.005



2. Peak list methods

2.1. Peak detection
2.1.1. Chromatogram deconvolution
Algorithm: Local minimum search
Chromatographic threshold: 5%
Search minimum in RT range (min): 0.2
Minimum relative height: 15%
Minimum absolute height: 1.1E6
Min ratio of peak top/edge: 5
Peak duration range (min): 0.0-1.0

2.2. Isotope
2.2.1. Isotopic peak grouper
m/z tolerance: 0.005 (absolute)
m/z tolerance = 5 ppm (relative)
RT tolerance (absolute, min): 0.6
Maximum charge: 2

Representative isotope: most intense

2.3. Alignment - RANSAC

m/z tolerance: 0.005 (absolute)

m/z tolerance = 5 ppm (relative)

RT tolerance (absolute, min): 30

RT tolerance after correction (absolute, min): 0.6
RANSAC iterations: 2000

Minimum number of points: 20%

Threshold value: 0.5

2.4. Gap filling - Peak finder
Intensity tolerance: 1%
m/z tolerance: 0.005

RT tolerance (absolute, min): 0.6

113
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2.5. Identification

2,51 Adduct search
e For positive mode:
[M+H+Na] A m/z 21.9825
[M+H+K] A m/z 37.9559
[M+H+Mg] A m/z 21.9694
[M+H+NH4] A m/z 18.0265
[M+H+ACN] A m/z 41.0270
RT tolerance: 0.6 min
m/z tolerance: 0.005 (absolute)
m/z tolerance = 5 ppm (relative)
Max relative adduct peak height = 50%
e For negative mode:
[M-H+CI] A m/z 35.9774
[M-H+ACN] A m/z 41.0270
RT tolerance: 0.6 min
m/z tolerance: 0.005 (absolute)
m/z tolerance = 5 ppm (relative)
Max relative adduct peak height = 50%

2.5.2 Complex search

o For positive mode:
lonization method: [M+H]+
RT tolerance: 0.6 min
m/z tolerance: 0.005 (absolute)
m/z tolerance = 5 ppm (relative)
Max complex peak height = 50%

e For negative mode:
lonization method: [M-H]-
RT tolerance: 0.6 min
m/z tolerance: 0.005 (absolute)
m/z tolerance = 5 ppm (relative)
Max complex peak height = 50%
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2.5.3 Fragment search

RT tolerance: 0.6 min

m/z tolerance: 0.005 (absolute)
m/z tolerance = 5 ppm (relative)
Max complex peak height = 50%
Min MS2 peak height: 1.1E6

2,54 Custom database search

Database file: AsterLibl.csv; AsterDB.csv

Field order:

m/z tolerance: 0.005

RT tolerance (min): 0.6 (AsterLibl.csv) and 30 min (AsterDB.csv)

2.6. Export
Export to CSV file

Export MZMine ID, m/z, retention time and peak area
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APENDICE D — Captura de tela da interface grafica do software MZmine: etapa de processamento dos dados no modo negativo

% MZmine 2.26: neg_peaklist7 - + X
Project Raw data methods Peak list methods Visualization Windows Help
= q . =

Raw data files 12| | o= [F] 56.maxML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped —
o Z 12.mz2XML o [£] 6.mzXML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
& o 1.maxXML o[£ 5_161004232811. mzXML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
o 11_161004140011. mzxXML —|i| o [£] 8 -mzxML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
¢ Z 11_161005154138. m2XML o[£ 8_161006115828. mzXML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
o 10_161005150104. mzxML o [Z] 7.mzXML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
o 10_161004131936. m2xXML || ‘| o £ 6_161005000846. mzxML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
o o 11.m2XML - [Z] blankl_101016.mzXML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
& & 10.m2XML blankl_051016.m2XML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
¢ & 12_161006055329. m2XML o[£ 6_161005133954.mzXML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
¢~ & 12_161006123903. m2XML = | blankl_201016.mzXML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
¢~ & 13_161008034508. m2XML o[£ 59_161004224738.mzXML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
¢ = 13.m2XML | blankl_031116.mzXML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
¢ ) 13_161009023916.mzXML o= [£] 5_161005125921. mz2XML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
¢ ) 14_161005012952.m2XML o [£] 8_161006051256.mzXML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
¢ & 14_161005162212.m2XML | blank2_031016.mzXML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
o i 14.mz2XML = | blankl_181016.mzXML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
o 15_161004144048. mz2xXML = | blank2_051016.mzXML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
o 15.m2XML = | blankl_061016.mzXML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
¢ & 17_161005021025. m2XML - [Z] blankl_031016.mzXML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
& g 17.maxXML o[£ 7_161005142029.m2XML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
¢ & 16_161004152125. m2XML o[£ 7_161005004919. mzXML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
& & 15_161005170248. m2XML o[£ 9_161009015845. mzXML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
™ 16.mzXML = | blank2_061016.mzXML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
* 16_161005174322. mzXML 3| blank2_181016.mzXML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
g 17_161005182358. m2XML 3| blankl_241016.mzXML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
¢~ & 1_161008070254. mzXML 3| blank2_101016.mzXML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
T 5 18.maML 3| blank2_031116.m2zXML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
e 19_161006071435.m2XML = | blank3_031016.mzXML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
o = 19.mzXML o[£ 9_161008090435. mzXML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
" g 19 16160614G011 maxML o= [£| 9.m2XML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
£~ 19 18_161006063404. maXML | blank2_201016.mzXML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
¢~ ¥ 18_161006131938. maXML o[£ blank4_061016.mzXML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
¢ & 1_161008235706.m2XML o[£ blankl_131016.mzXML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
& & 21 161008102541 m2XML = | blank3_101016.mzXML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
- 20_161006075508. mzXML = | blank3_051016.mzXML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
* 21.mzXML 3| blank3_061016.mzXML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
g 20.mzXML 3| blank2_241016.mzXML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
g 21_161009031951. m2XML o [f] blank3_031116.mzXML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped —
o 1 20_161006144046.m2XML o [Z] blank2_131016.mzxML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
o 2.mz2XML = | blank3_131016.mzXML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
o 22.mzXML = | blank3_201016.mzXML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
o 23.mzXML = | blank4_201016.mzXML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
£~ 89 22_161008110614. m2XML | blankd_031016.mzXML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
£~ B 23_161009044101. m2XML blank4_131016.mzXML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped L
& 5 23_161008114647. m2XML = | blank3_181016.mzXML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
& & 22 161009040026 m2XML = | blank4_101016.mzXML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
™ 24.m2XML = | blank3_241016.mzXML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
* 24_161008122720.mzXML 3| blank4_181016.mzXML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
¢~ & 24_161009052136. m2XML 3| blank4_241016.mzXML filtered baseline-corrected chromatograms deconvoluted deisotoped
o 26.m2XML =| Aligned peak list ||
¢ & 26_161008130757.m2XML ~ Aligned peak list gap-filled ~

Tasks in progress...
Item Priority Status % done

‘ [11:53:43 AM]: Processing of task Opening project /media/chemoinfolinux/ASTERBIOCHEM_2/Usuarios_ASTERBIOCHEM/Lucas/Analisando os dados/projetos mzmine_desreplicacao/neg_peaklist7.mzmine (User parameters) done, status FINISHED H 988MB free
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APENDICE E — Captura de tela da interface grafica do software MZmine: lista final dos picos obtidos no processamento
dos dados no modo negativo

EEa@® Lo

5 Peak list: Aligned peak list gap-filled =
Windows
B Average o — @ 3 R, 12.mzXML filtered baseline-corrected ‘ 1.mzXML filtered baseline-corrected ‘ 11_161005154138.mzXML filtered baseline-corrected ‘
enti ommen eak shape = -
mfz RT 4 P ‘ Status [ Height | Area ‘ Status ‘ Height Area ‘ Status ‘ Height ‘ Area ‘
1 253.0507 10.26 ‘l . 7.2E8 7.1E9 . 4.1E8 4.6E9 . 6.3E8 6.4E9
2 345.1348 12.72 ] o 3.068 3.3E9 (] o
3 195.0506 111 l (] 1.8€8 1.6E9 [ ] 8.5E7 6.7E8 [ ] 3.0E8 2.1E9
4 191.0194 121 . 1.6E8 1.5E9 . 6.4E7 4.9€8 . 1.6E8 1.4E9
i
5 317.0551 118 L . 1.2E8 1.0E9 2.4€7 1.9E8 2.8E7 2.5E8
6 209.0298 121 t . 7.2E7 7.4E8 4.1E6 3.9E7 4.2E6 3.7E7
7 225.1130 6.56 | 6.6E7 7.2E8 2.1E7 2.2E8 1.8E7 1.9E8
[ ° ° °
8 541.2816 15.32 l o 4.4E7 4.3€8 [ ] (] (]
7
9 115.0025 113 4.3E7 5.6E8 2.6E7 2.6E8 2.7€7 1.7e8
L [ J [ J [ J [ J
10 363.1456 11.00 J . 3.2E7 3.2E8 9.5E4 1.4E6 4.6E4 1.1E5
1 557.2760 12.39 J o 3.067 3.3E8 (] 1.9E4 8.2E4
12 281.1034 5.65 [ o 2.8E7 2.8E8 (] 2.0E4 4.8E4
13 179.0343 5.31 1 o 2.8E7 3.4E8 (] 2.5€7 3.0E8 [ ] 3.8E7 4.4E8 (]
14 134.0166 113 { (] 2.8E7 2.3E8 [ ] 1.6E7 1.5€8 1.7€7 1.1E8
15 293.2126 21.09 j () 2.767 2.7€8 [ 5.7E7 6.0E8 o [
16 243.1238 9.02 . 2.4E7 3.2E8 6.4E6 1.1E8 6.3E6 7.2E7
17 515.1196 8.80 o 2.367 2.8E8 (] 9.2E7 1.2E9 (] 1.9€8 2.3E9 (]
18 223.0456 10.15 1 . 2.2E7 1.7E8 2.3E4 8.7E4 3.0E4 1.6E5
19 293.2126 20.91 i (] 2.1E7 4.0E8 [ ] 3.7€7 8.0E8 (] (]
20 515.1196 8.47 d . 2.0E7 2.5E8 . 8.2E7 1.2E9 . 2.4E8 4.6E9 .
21 117.0182 1.27 I . 2.0E7 2.2E8 2.1E7 2.0E8 7.3E6 9.3E7
22 433.2086 5.89 . 1.9E7 3.9E8 5.5E6 8.9E7 1.3E6 2.3E7
h
23 258.9920 6.18 o 1.8E7 2.4E8 [ ] o o
24 227.1286 10.73 . 1.6E7 1.5E8 4.6E4 2.2E5 4.4E4 2.2E5
25 329.2336 13.10 . 1.567 2.1E8 . 2.5€7 3.3E8 . 2.9€7 3.7E8 .
26 573.2717 12.91 o 1.4€7 1.6E8 (] [
27 387.1668 5.69 | . 1.4€E7 2.6E8 . 7.5E6 1.5E8 . 2.6E7 5.6E8 .
b
28 307.1918 14.83 | o 1.4E7 1.9€8 (] 2.3E7 2.9€8 2.3E5 3.266
i
29 293.2126 22.02 h o 1.1E7 1.4E8 [ ] 6.0E7 7.5E8 (] (]
l
30 491.2140 9.31 l . 9.4E6 1.5E8 2.0E4 1.8E5 4.4E5 6.4E6
31 116.9273 22.71 L o 9.2E6 6.7E7 2.3E6 1.767 [ [
ol S
32 291.1970 22.34 o 8.9E6 1.768 Y 5.2E7 1.1E9 = - -
<] ]
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APENDICE F — Captura de tela da interface grafica do software SIMCA: analises quimiométricas dos dados no modo negativo

Data

Analyze Predict Plot/List View Tools Layout

Marked Items

SIMCA (x64) - [neg

aklist7_gapf ates_no selec

'¢ BBl New As ~ 9 % Two First | il .. Eit: _'a*:‘.' m |# Observed vs. Predicted
Pz S o A
WA Edit ~ v © Add #hh - 2 R Uy Coefficients ¥
Dataset = Statistics  New e Change Autofit Overview Summary Scores Loadings Hotelling's DModX
= = Hi Delete | Model Type ~ © Remove of Fit> =~ = 2~ > VP
Dataset Workset ] Fit Model ] Diagnostics & Interpretation
Project Window - Active model: M8 (OPLS-DA) - "M7" R
| Model | Type | A N | R2X(cum) | R2Y(cum) | Q2(cum) | Date | Title | Hierarchical |
M7 PCA-X 3 146 0.222 0121 2/27/2018 M6 OUTLIER 3 (- 2 REPL) - AUTOFIT -
M8 OPLS-DA 1+7+0 146 0311 097 0.782 2/27/2018 M7 [
M9 OPLS-DA 1+7+0 146 0321 0.961 0.786 2/27/2018 MBVIP > 0.5-714 -
m ] »
| " Analysis Advisor 2 x
~#+ Score Scatter Plot [M8] o B 2 | [l Coefficient Plot [M8] o B R lys
| Z Coefficients Plot
3e+005 3 <
= 2e-005 - I 8006 For a PLS model,
2 1e+0053 = 42006 SIMCA displays the L
* z following coefficient 3
S 1 ‘Oog_ S 0 plot. The coefficients
& ¢ E - *‘ (B) refer to the PLS
= -26+005 3 % -4e-006 model being rewritten
-3e+005 5 2 as a regression model,
4e+005 — T T T T — T -8e-006 —rrrrr T T T T T T T T T T T T T T T T e i.e.,
-1.5e+00 -1e+005 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1,0001,100 1,200 1,300 1,400 1,500 1,600
100513 * t[1] Num Y =Yg tXB+F
> 2 The constant Y“g is
“+ S-plot [M8] o B 2 | i Summary of Fit [M8] = @ 5% | |not displayed in the
coefficient plot, but is
I found in the list of the
06 038 coefficients, Home |
: O 06 Coefficients | List.
% 024 @ 04 precta
% 02 4 02 0
-06 - 0
= = ~ = = Iy =y -
-1 T T T T T T T T T T T T T T T T T T — & & & & & & X X
-0.25 -0.2 -0.15 -0.1 -0.05 0 0.05 01 015 02 = = = = = = = =
£ £ £ £ £ £ £ £
Lt S S S g s S S S

11:33 AM

2

4/3/2018
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APENDICE G — Captura de tela da interface grafica do software MZmine: etapa de desreplicacdo dos extratos utilizando a
biblioteca de substancias isoladas de Asteraceae — AsterLib |

v Peak list: Aligned peak list gap-filled - + X
Windows
5 Average ity S - 12.mzXML filtered baseline-corrected | 1.mzXML filtered baseline-corrected [ 11_161005154138.mzXML filtered baseline-corrected {
mjz RT | Status | Height Area | Status [ Height { Area ‘ Status { Height { Area ‘
182 593.1519 5.11 Vicenin 2 8.9E4 8.1E5 4.8E4 1.865 (]
1046 593.1501 5.06 Vicenin2 [ [ ] [ ]
594 593.1313 10.91 Tiiroside (] 3.3E4 4.0E5 6.2E4 1.7€5
879 593.1311 10.56 Tiiroside (] 3.364 4.0E5 6.4E4 2.8E5
117 285.0408 10.95 Tagitinin A & 1.3E6 1.3€7 5.2E6 6.3E7 2.4€7 2.6E8
509 463.0886 8.46 Spiracoside ‘[ 4.1E4 1.6E5 1.2E4 3.1E4 3.6E6 3.567
521 463.0885 8.56 Spiracoside Jl 2.6E4 1.365 (] 3.6E6 3.567
56 609.1467 7.33 Rutin | 7.1E5 9.5E6 8.265 1.1E7 [ ] 1.7€8 2.3E9 (]
784 609.1466 7.23 Rutin | 7.1E5 9.5E6 8.265 1.1E7 1.7€8 2.3E9
1461 609.1467 7.34 Rutin | 7.1E5 9.5E6 8.265 1.1E7 1.7€8 2.3E9
54 191.0555 1.08 Quinic acid [ 7.8€8 4.5€9 4.8€8 4.6E9 [ ] 8.7€8 5.3E9 [ ]
1084 191.0556 1.07 Quinic acid |L 7.8E8 4.5€9 4.8E8 4.6E9 8.7E8 5.3E9
1585 191.0556 1.07 Quinic acid | 7.8E8 4.5€9 4.8E8 4.6E9 8.7€8 5.3E9
LN
61 477.0681 7.73 Quercetin-3-0-glu... [ 1.365 1.3€6 3.265 4.0E6 [ ] 6.4E7 7.5€8 (]
55 463.0888 7.59 Quercetin 3-0-gluc... 'l 6.7E5 8.5E6 1.4E5 1.8E6 [ 2.5E8 3.7€9 [
1454 579.1366 7.70 quercetin-3-0-ara ‘l 1.1E6 1.4€7 1.1E6 1.267 2.3E6 2.9E7
57 301.0358 11.09 Quercetin i 3.1E5 3.7E6 1.8€5 2.5€6 [ ] 1.6E8 1.9€9 (]
s4s 255.0662 1570 pinocebrin | o [ ] o [ ]
551 271.0615 11.78 Naringenin l 1.7€E5 1.6E6 1.2E5 1.7E6 4.3E5 4.5E6 .
252 367.1037 5.45 Methyl 4-0-caffeo... |" 6.3E5 7.4E6 1.265 1.4E6 6.0E6 1.268
L
440 593.1523 8.12 Kaempferol-3-0-r... l 3.265 3.9E6 1.5E6 2.0E7 8.6E6 9.8E7
622 593.1521 7.42 Kaempferol-3-0-r. h 2.5E6 3.4E7 4.8E6 6.2E7 2.0E5 3.2E6
232 447.0938 7.81 Kaempferol-3-0-gl... f 2.8E6 3.5€7 3.9E6 4.7€7 4.1E5 3.3E6
290 447.0936 8.45 Kaempferol-3-0-gl... | 1.1E6 1.367 3.8E5 4.1E6 4.0E8 5.3E9
70 285.0409 1191 Kaempferol i 3.7E4 2.3E5 7.6E4 3.5E5 . 2.8E7 2.7E8
687 285.0408 12.40 Kaempferol , 9.6E4 1.1E6 1.4E5 1.6E6 2.8€7 2.8E8
1311 285.0408 12.50 Kaempferol l [ ] [ ] L] | J
1444 623.1625 8.12 Isorhamnetin-3-0-. i (] [ ] ® [ ]
169 299.0565 12.49 Hispidulin l 1.4E6 1.8€7 4.0E6 4.2€7 2.0E6 1.967
463 301.0718 11.81 Hesperetin H 1.365 1.566 2.0E6 1.9€7 1.7€6 1.867
300 283.0616 15.25 Genkwanin | 1.1E5 1.1E6 9.5E5 1.1E7 . .
o “‘44]9 343.0821 15.28 Galangin | = [ ]
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APENDICE H — Captura de tela da interface grafica do software MOE: etapa de
minimizag&o da energia por mecanica molecular (MMFF94x)

00 X| Energy Minimize
Input Data: MDB File v alc/dhodh_step3_3d_corrected.mdbl Browse...
Selected Entries Only Vv Add Hydrogens
General v/ Calculate Partial Charges Preserve Existing Chirality
Source: mol v Output: +
Restraints: Mode Deviation Distance
Atoms 0.5
0.5 8
Domain

Forcefield: £¥ MMFF94x; R-Field 1:80; Cutoff [8,10]

Cell:
Charges:
MOPAC Constraints:  Fixed OH Bond Length
v Rigid Water Molecules
Planar Systems Are Rigid Bodies
Gradient: 0.1 ¥ RMS kcal/mol/Ar2
aMm Optimally Orient OH Groups

OK Cancel
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APENDICE | — Captura de tela da interface grafica do software MOE: etapa de
analise conformacional (Low Mode Molecular Dynamics)

| 4 . |
@] O X| Conformational Search

Output Database: csearch.mdb Browse...
\/Open Database Viewer
Input Data: MDB File v c¢/dhodh_step3_3d_corrected.mdb Browse...
Field: mol 3D v Selected entries only

v Copy input data fields to output conformations
v Calculate forcefield partial charges

Rigid Body
Fixed OH Bond Length Rigid Water Molecules

Method: LowModeMD v

Rejection Limit: 100 Iteration Limit: 10000 A
RMS Gradient: 0.005 Y MM lteration Limit: 500 A
v/ Enforce chair conformations ?
Refine with QM

RMSD Limit: 0.25 v Hydrogens Waters lons
Energy Window: 3 vV Separate strain energy by stereo class

Conformation Limit: 10| v Exclude fixed atoms from shape descriptors

OK Cancel
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APENDICE J — Captura de tela da interface grafica do software MOE: etapa de
minimizag&o da energia por mecanica quantica (MOPAC, AM1)

X/ Energy Minimize
Input Data: MDB File v t calc/dhodh_step3_3d_corrected.mdb Browse..
Selected Entries Only v/ Add Hydrogens

General
Source: mol 3D v  Output: mol_AMl]|

Hamiltonian: AM1 v RHF v Spin State: All v

v Increase Peptide Rotational Barrier \/Geometry Optimization

Keywords: AM1 MMOK XYZ BONDS

Gradient: 0.05 ¥ RMS kcal/mol/Ar2

Recalculate Connectivity of Optimized System
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APENDICE K — Captura de tela da interface grafica do software MOE: etapa de
calculo dos descritores 2D e 3D

O O X/ Calculate Descriptors
Database File: ps before descript calc/dhodh_step6_AM1.mdb Selected Entries Only
Molecule Field: mol_aml v

Auto Select: Database Fields Selected Database Fields Clear Selection
Descriptors Selected: 0

Code Class Description

AM1_dipole i3D Dipole moment

AM1_E i3D Total energy (kcal/mol)

AM1_Eele i3D Electronic energy (kcal/mol)
AM1_HF i3D Heat of formation (kcal)
AM1_HOMO i3D HOMO energy (eV)

AML_IP i3D lonization potential (eV)
AM1_LUMO i3D LUMO energy (eV)

apol 2D Sum of atomic polarizabilities

ASA i3D Water accessible surface area
ASA+ i3D Positive accessible surface area
ASA- i3D Negative accessible surface area
ASA_H i3D Total hydrophobic surface area
ASA_P i3D Total polar surface area
ast_fraglike 2D Astex Fragment-like Test
ast_fraglike_ext 2D Astex Fragment-like Test (Extended)
ast_violation 2D Astex Fragment-like Violation Count
ast_violation_ext 2D Astex Fragment-like Violation Count (Extended)
a_acc 2D Number of H-bond acceptor atoms
a_acid 2D Number of acidic atoms

a_aro 2D Number of aromatic atoms

<

Class: All 2D  Protein i3D x3D

Filter: | Apply Clear




APENDICE L — Captura de tela da interface grafica do software MOE: etapa de

calibragao (e CV) do

Database: /3descr/dhodh_stl_train2_2e3d.mdb
Status: PLS Model: RMSE=0.320457 R2=0.388085
Activity Field: pIC50
Weight Field: (NONE)
Options: Component Limit: 0

Binary Threshold: 0

Model: pegeriptor

MNDO_Eele
AM1_Eele
PM3_Eele
PM3_E
pmil
AM1_E
pmi2

pmi
MNDO_E
weinerPath
pmi3
DCASA
CASA-

<
v Sort by Normalized

Report

s modelos de QSAR por PLS

N\ QuaSAR-Model

Selected Entries Only
v Method: PLS v

v
Condition Limit: 1e+06

Smooth: 0.25

Coefficient Normalized 4

v
>

Sort by Name Select Database Fields

Validate Save Close

124
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APENDICE M — Captura de tela da interface grafica do software MOE: etapa de
selecao de variaveis por Algoritmo Genético

]
X| QuaSAR-Evolution

Training Set: 3d/set2/3descr/dhodh_stl_train2_2e3d.mdb Selected Entries Only

Test Set: None Unselected Entries in Training Set
Activity Field: pIC50 v
Weight Field: None v v/ Eliminate Recessive Gene after Evolution

Descriptors: IC50
apol
a_acc
a_acid
a_aro

BCUT_SLOGP_1'
BCUT_SLOGP_3
BCUT_SLOGP_
BCUT_SMR_0
BCUT_SMR_1
BCUT_SMR_2

a_nN
a_n0
a_nP
a_nS
balaban]

BCUT_PEOE_0
BCUT_PEOE_1
BCUT_PEOE_2
BCUT_PEOE_3
BCUT_SLOGP_0
4 >

a_base
a_count
a_don
a_donacc
a_heavy

BCUT_SMR_3
bpol

b_1rotN |
b_lrotR \J

Method: Fixed Length GA v Model Evaluation: LOF v
Initial Length: 3 Population: 100  Generation: 50000 Auto Termination: 1000

Mutation Probability: 0.5  Eugenic Factor: 100 v/ View Equations v/ View Trajectory

Cross Validation: Validate by Leave One Out v Method for ALL v Equation(s)
Activity Calculation: Calculate Activity by No. 1  equation for t2/3descr/dhodh_stl_train2_2e3d.mdb
Export Model: Export No. 1  Modelinto ac/qsar_stl/ga/2d_3d/set2/3descr/mymodels.mdb
as dhodh_stl_train2_2e3d

RUN CONTINUE Cancel
|
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APENDICE N — Captura de tela da interface grafica do software MOE: etapa de
estudo de QSAR-3D baseado em farmacoéforos

@ O |X| Pharmacophore Elucidation
Output Database: phdelucidate.mdb Browse...
v Open Database Viewer
Report File: phdelucidate.txt Browse...
Input Database: /qsar_stl/3D_QSAR/Pharmacophore/dhodh_stl_phdqsar_all.mdb Browse...

Selected Entries Only Save Conformations

Conformations: As-Is v Unique v Molecule Field: mol_3D_AM1 v
Activity Field: (All Active) v 0
Scheme: Unified v Reset Memory: Y Load Store
Limit Radius Label Expression A Up
1-2 1.4 H Hyd Down
- 1.0 Acc Acc
- 1.0 Don Don Del
Add
v
< >
Limit: Radius: Label: Expression:
- v Don| Don Y Apply
Active Coverage: 0.9 Y Feature Limit: 5 A
Query Spacing: 0.6 ¥ Query Cluster: 1.25 v

Alignment: Emphasize Aromatic Atoms

v Emphasize Donor and Acceptor Atoms

OK Cancel




APENDICE O (continua) — Atividade enzimatica in vitro de LmDHODH na presencga dos extratos de 150 espécies da familia Asteraceae
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Caodigo

Espécie

Atividade enzimatica (%)?

NNMNMNDNNMNMNMNDNDMNDNN A A A A A A A A
OO RWONCOOINODTRWONO®NDARLN =

1.000 yg.mL'@ 100 pug.mL") 10 pug.mL" )
Achillea millefolium Ledeb. 639 69 + 11 796
Achyrocline satureioides (Lam.) DC. 50 £ 1 *abac 81 £ 8 *ab 81 £ 10 *ab,ac
Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen 85 £ 3 **ab,*ac 100 £ 2 »#abbc 92 £ 2 **ac,*bc
Ageratum conyzoides L. 62 £ 2 »~ab*ac 98 £ 3 *rab,*be 108 % 4 »ac,*be
Aldama arenaria Baker 60 £ 5 »~ap*ac 98 £ 10 »*ab 91 £+ 8 *ac
Aldama bakeriana (S. F. Blake) E.E. Schill. & Panero 795 737 715
Aldama bracteata Gardner 64 + 4 ac 57 £ 7 *be 99 + 17 *ac,be
Aldama discolor (Baker) E.E. Schill. & Panero 48 + 8 ac 61+ 2bc 86 £ 9 *ac,be
Aldama filifolia Sch. Bip. Ex Baker 82+10 637 79 £ 11
Aldama gardneri (Baker) E.E. Schill. & Panero 82 + 11 71+4 685
Aldama robusta (Gardner) E.E. Schill. & Panero 51 £ 0 *ab,ac 77 £ 8ab 86 + 2 *ac
Anteremanthus hatschbachii H. Rob. 69 £ 4 *ab**ac 81 £ 8 *ab,*bc 104 £ 3 *ab,***ac
Arctium lappa L. 78 £ 2 ++ac 78 £ 6 e 109 £ 6 ***ac,be

Arnica montana L.

Artemisia absinthium L.

Artemisia annua L.

Baccharis albilanosa A.S. Oliveira & Deble
Baccharis alpina Kunth

Baccharis angustifolia Michx.

Baccharis aphylla (Vell.) DC.

Baccharis bicolor (Joch.Mull.) G. Heiden
Baccharis boliviensis (Wedd.) Cabrera
Baccharis buchtienii H. Rob.

Baccharis caespitosa (Ruiz & Pav.) Pers.
Baccharis cenicienta DC.

Baccharis ciliata Gardner

73 £ 1 =*apac
54 + 1++apac
43 + 2 =**abac
94 + 3+ap

43 + 1 =**ab,ac
855

66  5*+ac
68 * 3 *ac
728

64 + 7 *ac
17

38 % 7 ***ap =**ac
55 + 6 *ab,*ac

97 £ 4 =++ap **be
82 £ 1 +ab

92 + 3 **+ab,*bc
76 £ 1 *ap

83 + 4 »ap
87 +4

59 + 3 e
777

59 + 5+c
767
100+£9

82 + 8 **ab,*be
82 + 7 ab

113 £ 4 =+ac,**be

78 £ 10 =+ac
82 + 6 ****ac,*bc
90+13

85 + 9 rrgc
94 +4

97 + 9 ***ac,bc
92 + 9+ac

77 £ 7 *be

88 + 14 *ac

92 +13

104 £ 3 »*ac*bc
105 £ 17 =ac
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APENDICE O (continuagdo) — Atividade enzimatica in vitro de LmDHODH na presenca dos 150 extratos de espécies de Asteraceae

Atividade enzimatica (%)?

Codigo Especie 1.000 yg.mL'@ 100 pg.mL"w) 10 ug.mL '
27 Baccharis crispa Spreng. 797 917 796
28 Baccharis densiflora Wedd. 61 £ 5*ac 73 £ 6 *be 106 £ 11 **ac,*bc
29 Baccharis dracunculifolia DC. 57 £ 6 *abjac 84 £ 9~ab 93 £ 5+ac
30 Baccharis floripa DC. 55 £ 7 *ab,ac 84 + 11 ~ab 83 + 3 *ac
31 Baccharis glaziovii Baker 33 £ 1 **ab,ac 88 + 4 »ap,be 116 £ 5 **acbe
32 Baccharis grisebachii Hieron. 71 £ 9rac 89 +12 103 £ 15+ac
33 Baccharis halimifolia L. 56 + 8 *ac 79+ 11 91 £ 12+ac
34 Baccharis incarum (Wedd.) Perkins 75+ 7 *ac 94 +14 101 £ 7 *ac
35 Baccharis jelskii Hieron. 71 +£10 916 92 +14
36 Baccharis lychnophora Gardner 75 £ 9 ~ab,ac 98 + 5*ab 108 £ 8 **ac
37 Baccharis nitida (Ruiz & Pav.) Pers. 76+ 6 817 72+8
38 Baccharis organensis Baker 29 + 2 *ab,ac 88 + 3 apb 90 + 4 »+ac
39 Baccharis papillosa Rusby 55 + 9+ac 65+4 80 + 10 ac
40 Baccharis papillosa Rusby subsp. longipedicellata Joch. Miller 53 + 5 *ap,ac 73+ 7 +ab 69 + 8ac
41 Baccharis pilularis DC. 43 £ 5+ab,ac 74 £ 7 ~ab 69 + 8 *ac
42 Baccharis plummerae A. Gray 64 * 6 *ab**ac 89 £ 10 *ab,be 118 £ 11 **ac,*be
43 Baccharis quitensis Kunth 78 £ 5+ac 97 7 106 £ 17 *ac
44 Baccharis rodriguezii Ariza 83 + 13 +ab,ac 108 £ 4 +ab 110 £ 13 *ac
45 Baccharis sergiloides A. Gray 58 * 8 **ab,**ac 90 * 5 *ab,*be 113 £ 11 **ac,*be
46 Baccharis stylosa Gardner 45 + 2 *ab**ac 88 £ 13 ~ab 102 £ 9 *ac
47 Baccharis tola Phil. 78 £ 5*ab,ac 108 £ 11 *ab 106 £ 11 *ac
48 Baccharis trimera (Less.) DC. 45 + 6 **abjac 104 £ 5abbc 86 £ 4 ****ac,*bc
49 Baccharis trinervis (Lam.) Pers. 76 £ 8~ab 110 £ 9 ~ap 937
50 Baccharis umbellata G. Heiden & Ribas 49 + 7 *+ab,*ac 92 + 3 *ab 88 £ 10 *ac
51 Baccharis urvilleana Brongn. 67 % 4 *ab*ac 94 £ 2+ab 117 £ 14 =+ac
52 Baccharis wrightii A. Gray 78 £ 6 *ac 74 + 8 *be 95 + 5 *acbc




129

APENDICE O (continuagdo) — Atividade enzimatica in vitro de LmDHODH na presenca dos 150 extratos de espécies de Asteraceae

Caodigo

Espécie

Atividade enzimatica (%)?

1.000 uyg.mL'@ 100 pyg.mL ") 10 ug.mL" )
53 Bidens pilosa L. 54 + 4 ~abac 89 £ 11 ~ab 86 12 +ac
54 Blanchetia heterotricha DC. 60 % 6 *ac 62 +£10 79 7 *ac
55 Calea cuneifolia DC. 51 £ 8ab*ac 85 % 4 *ap*bc 102 £ 5 ***ac,*bc
56 Chresta angustifolia Gardner 61 £ 6 *ab,ac 95 + 8 ~ab 95 £ 5+ac
57 Chresta curumbensis (Philipson) H. Rob. 58 £ 5 »rapac 7127 =apbc 88 £ 7 »ac,be
58 Chresta exsucca DC. 59 * 5 *ab,**ac 90 £ 7 ~ab 101 £ 7 *ac
59 Chresta harleyi H. Rob. 25 £ 3 “ab,ac 80 £ 12 +ab 84 £ 16 *ac
60 Chresta hatschbachii H. Rob. 55 + 8 **abac 98 + 14 =*ap 102 £ 12 #+*ac
61 Chresta martii (DC) H. Rob. 57 + 8 *ab,=*ac 61 £ 6 *“abbc 76 £ 8 =ac b
62 Chresta phylicifolia (nova spp) 54 £ 5 *ab,ac 80 £ 7 *ab 79 £ 10 *ac
63 Chresta plantaginifolia (Less.) Gardner 76 £12 96 £ 10 1009
64 Chresta pycnocephala DC. 40 % 4 *ab*ac 83 £ 5+ab 91 £ 13 *ac
65 Chresta scapigera (Less.) Gardner 40 % 6 *ab,**ac 62 £ 7 *ab,*be 89 £ 11 =+ac,be
66 Chresta scapigera x C. pycnocephala (hibrido) 53 £ 9 *ab,**ac 78 £ 9 *ab,*be 95 + 16 ***ac,*bc
67 Chresta souzae H. Rob. 24 + 5+apac 77 £ 7 »ab*bc 89 + 9 #wxqc *be
68 Chresta speciosa Gardner 37 £ 8 ac 627 100 £ 19 =ac
69 Chresta sphaerocephala DC. 53 + 10 +ab,ac 76 £ 10+ab 75 £ 5+ac
70 Chronopappus bifrons (DC. ex Pers.) DC. 26 £ 0 **ab,ac 75 £ 1 »*ab,bc 98 * 7 »*acbe
71 Chuquiraga spinosa Less. 617 79+£12 65+ 10
72 Cichorium intybus L. 83 £ 5+ap 73 £ 1 ab*be 79 £ 1 pc
73 Cynara scolymus L. 53 £ 8 *ab*ac 95 £ 13 *ab 86 £ 4 +ac
74 Dasyphyllum brasiliensis var. latifolium (D. Don) Cabrera 50 £ 0 **ab,ac 84 £ 0 **ab 91 £ 8 »*ac
75 Dasyphyllum spinensis (D. Don) Cabrera 66 +4 55+8 54 £ 8
76 Dasyphyllum tomentosum (Spreng.) Cabrera 769 76t4 78+9
77 Dasyphyllum varians (Gardner) Cabrera 114 £+ 3+ab 73 £ 3+ab 96 £ 16
78 Echinacea purpurea (L.) Moench 72 7 *abac 88 + 2 ab 85 + 5+ac




130

APENDICE O (continuagdo) — Atividade enzimatica in vitro de LmDHODH na presenca dos 150 extratos de espécies de Asteraceae

Caodigo

Espécie

Atividade enzimatica (%)?

1.000 uyg.mL'@ 100 pyg.mL ") 10 ug.mL" )
79 Emilia sonchifolia L. DC. 24 + 1 »rap*+ac 75 £ 5*apbe 88 * 4 »acbe
80 Eremanthus argenteus MacLeish & H. Schumach 48 £ 2 »+ab,*ac 101 £ 9*ap 82 + 11 »ac
81 Eremanthus auriculatus MacLeish & H. Schumach 73 £ 9ac 74 + 3 *be 123 £ 17 **acbe
82 Eremanthus brevifolius Loeuille sp. nov 32 * 6 *ab***ac 21 * 3 *ab***bc 93 £ 4 ~*acbe
83 Eremanthus capitatus (Spreng.) MacLeish 33 £ 2 **ab,**ac 73 £ 9 *abbe 91 £ 4 +ac*be
84 Eremanthus elaeagnus (Mart. ex DC.) Sch. Bip 67 + 4 ~ac 61 £ 9 *be 98 + 11 *ac,be
85 Eremanthus erythropappus (DC.) MacLeish 129 £ 5=ap**ac 97 £ 7 ~ab 94 + 3 *ac
86 Eremanthus goyazensis (Gardner) Sch. Bip 62 + 5 *ab,*ac 98 + 7 ~ab 86 + 9+ac
87 Eremanthus incanus (Less.) Less 50 £ 8 *ac 66 £ 10 77 £ 6 ~ac
88 Eremanthus pabstii G.M. Barroso 695 63 £ 9be 82 + 8be
89 Eremanthus polycephalus (DC.) MacLeish 49 + 8 +ab**ac 67 £ 7 +ab 79 £ 7 *ac
90 Eremanthus uniflorus MaclLeish & H. Schumach 49 + 6 *ab,ac 92 + 11 ~ab 79 £ 10 *ac
91 Eremanthus veadeiroensis H. Rob 96 + 0 **+ab,*ac 136 £ 4 =*abbe 85 + 8 *ac**be
92 Espeletia barclayana Cuatrec. 50 % 3 *abjac 95 + 9~ab 97 £ 12 *ac
93 Espeletia cayetana Cuatrec. 46 + 3 »ab**ac 98 £ 5ap 93 1 »*nc
94 Espeletia curialensis Cuatrec. 125 £ 19*ab*ac =~ 94 + 6 *ab 80 £ 9 ac
95 Espeletia estanislana Cuatrec. 19 £ 4 »+ac 30 £ 51 74 £ 9 »++ac*be
96 Espeletia frontinoensis Cuatrec. 53 £ 9~ac 788 98 + 16 *ac
97 Espeletia garciae Cuatrec. 34 + 3 *ab,*ac 70 £ 6+ab 100 £ 12 =ac
98 Espeletia monguana sp. nov. Diazgranados 48 + 8 *ac 74 + 8 bc 104 £ 17 *ac,*bc
99 Espeletia murilloi var. nov. Cuatrec. var. iguaquei Diagranados 42 * 4 ~ab*ac 79 £ 8 ~ab,*bc 100 £ 7 *ac,*be
100  Espeletia schultzii Wedd. 54 + 8 *abac 95+ 11 +a 94 + 14 *ac
101 Espeletia semiglobulata Cuatrec. 34 + 11 *ab*ac 75+ 16+ab 88 + 9 ac
102 Gorceixia decurrens Baker 37 £ 2 *ab,ac 63 £ 1 **ab,bc 94 + 4 ~++acbe
103 Heterocoma ekmaniana (Philipson) Lueville, J. N. Nakaj. & Semir 84 +12 87 +5 94 +9
104 Heterocoma gracilis Loeuille, J. N. Nakaj. & Semir sp. nov 29 + 5*apac 70 £ 6 ~**ab,*bc 82 + 3 ***ac*bc
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APENDICE O (continuagdo) — Atividade enzimatica in vitro de LmDHODH na presenca dos 150 extratos de espécies de Asteraceae

Caodigo

Espécie

Atividade enzimatica (%)?

1.000 uyg.mL'@ 100 pyg.mL ") 10 ug.mL" )
105  Lactuca sativa L. 75+3 84 £ 10 73+3
106  Lychnophora ericoides Mart. 47 £ 3 +ab,*ac 71+ 6~ 83 £ 9+ac
107 Lychnophora markgravii G.M. Barroso 53 + 6 *ac 605 70 £ 9+ac
108  Lychnophora mellobarretoi G.M. Barroso 56 7 *abac 75+ 7+ab 78 £ 8+ac
109  Lychnophora passerina (Mart. ex DC.) Gardner 50 £ 1 *ab,***ac 70 £ 8 **ab, b 98 £ 6 ****ac,***bc
110 Lychnophora salicifolia Mart. 31 £ 7 ab***ac 73 £ 8 *abbc 124 + 13 ***ac,*bc
111 Lychnophora santosii H. Rob. 63 £ 5*ac 77 7 e 98 + 8 **ac,bc
112  Lychnophora tomentosa (Mart. ex DC.) Sch. Bip. 28 £ 6 ***ab,ac 78 £ 3 +ab 95 £ 12 ++ac
113 Matricaria chamomilla L. 92 * 3 *abjac 102 £ 1 +ab 100 £ 4 **ac
114  Mikania aff. burchelli 45 + 5+abrac 91 £ 11 *ab,*bc 112 + 3 *ac,*be
115 Mikania angularis Humb. & Bonpl. 66 * 5 *abjac 92 + 5+ab 92 + 9 ~ac
116  Mikania cordifolia (L.f.) Willd. 60 % 7 *abjac 88 + 6 *ab 88 4 ~ac
117 Mikania glomerata Sprengel 54 + 5 *ab,**ac 91 £ 10 *ab 107 £ 12 ++ac
118 Mikania hirsutissima DC. 77 £ 9~ac 87 £ 7 ~be 122 + 9 **ac,be
119 Mikania laevigata Schultz Bip. ex Baker 66 + 1 785 71+£10
120 Mikania psilostachya DC. 61 £ 3 *ab**ac 76 % 4 *abbe 100 £ 7 ***ac,*bc
121 Mikania sessilifolia DC. 31 £ 6 *ab,**ac 78 £ 3 *ab 89 £+ 16 **ac
122  Mikania sp 82 + 11 92+12 97 +9
123 Mikania thapsoides DC. 51 + 3 *ac 74 £ 6 ~be 116 £ 17 **ac,*bc
124 Mikania triangularis Baker 71 £ 5~ab 102 £ 7 **ab,*be 78 £ 9+bc
125  Minasia scapigera H. Rob. 65 + 9 *ab,ac 90 £ 0 *ab 88 + 2 ac
126 Paralychnophora atkinsiae D.J.N. Hind 34 * 4 ~ab**ac 67 £ 11 *ab,*bc 89 £ 4 *acbe
127 Paralychnophora bicolor (DC.) MacLeish 33 £ 1 *ab,ac 76 £ 1 ap*bc 95 % 6 **ac,**bc
128 Piptolepis monticola Loeuille sp. nov 62 % 4 *ab,***ac 83 £ 7*abbc 108 £ 1 »*acbe
129 Piptolepis schultziana Loeuille & D.J.N. Hind: Brazil 41 £ 7 *ab 70 £ 10+ab 62 +10
130 Pluchea quitoc D.C. 64 + 2 *ac 67 £ 5be 80 * 1 **ac,*bc
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APENDICE O (conclusdo) — Atividade enzimatica in vitro de LmDHODH na presenca dos 150 extratos de espécies de Asteraceae

Caodigo

Espécie

Atividade enzimatica (%)?

1.000 uyg.mL'@ 100 pyg.mL ") 10 ug.mL" )
131 Prestelia eriopus Sch. Bip. 58 + 10 529 78 £ 11
132  Proteopsis argentea Mart. & Zucc. ex Sch. Bip. 60 £ 7 ~ab 97 £ 6 *ab,bc 49 + 10 =be
133 Proteopsis hermogenesii sp. Ined. 62 + 2 *ab**ac 68 + 4 *ab,*be 77 £ 1 »ac*be
134 Schlechtendalia luzulaefolia Less. 51 £ 5*ab,ac 81+ 7 ~ab 76 £ 7 *ac
135 Smallanthus sonchifolius (Poepp. & Endl.) H. Robinson 51 + 0 **ab,ac 82 + 1 *ap,bc 104 £ 5 **acbe
136 Soaresia velutina Sch. Bip. 82 + 16 *ac 73 £ 5bc 116 £ 14 *ac,bc
137  Solidago chilensis Meyen 66 £ 6 **ab,**ac 105 £ 12 +ap 124 + 10 **ac
138 Solidago microglossa DC. 61 £ 1 *ab**ac 64 + 1 *ab,***bc 72 £ 0 ***acbe
139  Sonchus oleraceus L. 72 £ 4 =ap**ac 81 £ 1 **ab,**bc 97 £ 1 =*ac,*bc
140 Sphagneticola trilobata (L.) Pruskei 55 £ 1 #+ac 62 £ 3 be 93 £ 10 ****ac,***bc
141 Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni 116 £ 10 107 £ 9 87+9
142 Tanacetum parthenium L. 737 87+8 73 +£10
143 Taraxacum officinale Weber ex FH Wigg. 78 £ 2+ac 75 £ 4 bc 92 £ 5 *ac,**be
144 Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray 93+8 81+8 75+6
145 Tridax procumbens L. 28 + 2 **ab,ac 63 £ 5 ***ab,oc 91 £ 8 *acbe
146 Vernonanthura beyrichii (Less.) H. Rob. 42 + 8 *+ab,*ac 88 £ 11 ab 84 £ 7 *ac
147 Vernonanthura brasiliana (L.) H. Rob. 72 £ 5*ab**ac 90 £ 7 *ab 102 + 8 **ac
148 Gymnanthemum amygdalinum (Delile) Sch. Bip ex Walp. 105 £ 11 ~aprac 66 £ 7 *ab 74 £ 8rac
149  Chrysolaena platensis (Spreng.) H. Rob. 154 £ 16 ~ab,**ac 88 £ 7 *ab 68 £ 10 **ac
150 Vernonanthura polyanthes (Spreng.) A.J. Vega & M. Dematt. 94 + 15 90 + 15 78 +9

Fonte: o préprio autor.
20s ensaios foram realizados em triplicata para cada concentragéo testada, de modo que os valores de atividade enzimatica (%) correspondem

a média + desvio padréo. (a), (b) e (c) trata-se do extratos na concentragédo de 1000, 100 e 10 ug/mL, respectivamente. Para cada extrato,

*kkk

p

< 0,0001, ***p < 0,001, **p < 0,01 e *p < 0,05 representa o nivel de significancia da diferenga estatistica existente entre os valores de %atividade
entre as 3 concentragdes testadas (a, b e c). ANOVA seguida pelo teste de Tukey como pos-teste (post-hoc).
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Graficos da porcentagem de atividade da enzima
LmDHODH em func¢&o do logaritmo da concentragédo dos

juntamente com os parédmetros da curva
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(continuagcdo) — Graficos da porcentagem de atividade da enzima

LmDHODH em fung¢do do logaritmo da concentrac&o
dos extratos, juntamente com os parametros da curva
utilizados para os calculos de ICso dos extratos
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APENDICE P (continuagdo) — Graficos da porcentagem de atividade da enzima
LmDHODH em fung¢do do logaritmo da concentrac&o
dos extratos, juntamente com os parametros da curva

utilizados para os calculos de ICso dos extratos
80

1201 79
£100
=
£ 804
3
= 604
8 404 R2: 0.9882
= Hill Slope: - 0.5117
5 204 105 389.0 pgymL 1Y
LogICy: 2.590 +0.055 (95% C.L: 2.448 - 2.732)
0 T T T T T T T T T 1
-1.0-0.50.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0
Log [extract]
1201 86
£100-
2
g
= 60
8 404 R%:0.9945
= Hill Slope: - 0.4353
5 20 ICyy: 669.6 pg/mL
LogICy: 2.826 +0.040 (95% C.1.: 2.697 - 2.955)
0 — T
00 05 1.0 1.5 20 25 30 35 40
Log [extract]
1201 105
£100-
2
2
= 604
8 404 RZ: 09013
= Hill Slope: - 0.3106
5 20 ICyy: 3782 pg/mL
LogIC,: 3.578 £0.070 (95% C.L: 3.356 - 3.799)
0 T T T T T T T 1
00 05 1.0 15 20 25 30 35 40
Log [extract]
1201 111
§]00- °
2
= 804
2
= 604 ®
) 2
O 40 R:09549
= Hill Slope: - 0.4450
5 204 ICsy: 1011 pg/mL
LogIC,: 3.005 +0.1166 (95% C.L: 2.634 - 3.376)

0 T T T T T T T 1
00 05 10 15 20 25 3.0 35 40
Log [extract]

1201

121

1004 e

*®
f=]
1

(=)
o
1

J R%0.9594
Hill Slope: - 0.3651
] 1c 5011 pgmL
LogCy: 2.700 £0.1678 (95% C.L: 2.166 - 3.234)

LmDHODH activity (%)
B
[=}

3

0 LB B m e s s p p p |
-1.0-0.50.0 0.5 1.0 1.5 20 2.5 3.0 3.5 4.0
Log [extract]

1201

1004

804

LmDHODH activity (%)

204

0

J R*0.9874

Hill Slope: - 0.4271
IC: 337.2 pg/mL
LogICy: 2.528 +0.076 (95% C.1.: 2.286 - 2.770)

1204

—_

(=3

(=]
1

o
(=}
1

(=N
(=]
1

N
=}
1

3

04

LmDHODH activity (%)

0

T

T T T T T T T T 1
-1.0-050.0 05 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0

Log [extract]

89

R%0.9514
Hill Slope: - 0.4465
IC, : 3507 ug/mL

LoglCy: 3.545 £0.164 (95% C.1.: 3.022 - 4.068)

LmDHODH activity (%)
D
(=}
1

204

00 05 10 15 20 25 30 35 40

Log [extract]

108

R% 0.9978
Hill Slope: - 0.6446
IC,: 1802 pg/mL

LoglCy: 3.256 £0.024 (95% C.1.: 3.180 - 3.331)

1204

—_
=) 0] o
(=} (=} (=}
1 1 1

LmDHODH activity (%)
o
(=}

204

0

T
00 0.5

T T T T T T 1
10 15 20 25 30 35 40
Log [extract]

113

| R% 09851

Hill Slope: - 0.5464
IC,: 3410 pg/mL

LoglCy: 3.533 £0.077 (95% C.L.: 3.287 - 3.779)

1204

<100

f=) ®©
(=] (=]
1 1

LmDHODH activity (%)
B
(=)

204

00 05 1.0 1.5 20 25 3.0 35 40

Log [extract]

126

| R* 09742

Hill Slope: - 0.3820 °
IC: 1012 pg/mL

LoglCy: 3.005 +0.136 (95% C.L: 2.571 - 3.440)

0 — T T T T T T T
-1.0-0500 05 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0

Log [extract]

1204
1004

80

(=)
(=)
1

I
=)

204

LmDHODH activity (%

4 R% 09973

83

Hill Slope: - 0.4063
IC,: 878.8 ug/mL
LoglCy: 2.944 +0.043 (95% C.L.: 2.808 - 3.080)

1201

1004

LmDHODH activity (%)
A2 o ®
[} (=} (=}
1 1 1

[553
f=}

— T T T T T T T T
-1.0-0500 0.5 1.0 1.5 20 25 3.0 3.5 4.0

Log [extract]

104

R?%: 0.9664
Hill Slope: - 0.3983
IC,: 997.3 pg/mL

LoglCy: 2.999 +0.118 (95% C.1.: 2.623 - 3.375)

1201

<1004

LmDHODH activity (%)
A o ®
S & S
1 1

(353
(=]
1

(=]

J R%0.9213

T T T T T T T 1
00 05 10 1.5 20 25 30 35 40

Log [extract]

110

Hill Slope: - 0.7011
IC4: 229.1 pg/mL

LoglCy: 3.051 £0.060 (95% C.L.: 2.860 - 3.243)

f=]

1201

004

©
(=]
1

604

LmDHODH activity (%)

| R*0.9986

0 05 1.0 15 20 25 3.0 35 40

Log [compound]

116

Hill Slope: - 0.6095
IC: 379.3 pg/mL

LoglCy: 2.579 +0.023 (95% C.1.: 2.506 - 2.652)

T T T T T T T 1
0 05 10 15 20 25 30 35 40

Log [extract]

12017 128
£100-
>
£ 804
E
= 604
g 404 R?:0.9932
= Hill Slope: - 0.5026
5 20 ICs,: 5942 pg/mL
LogIC,: 3.774 £0.062 (95% C.L: 3.575 - 3.972)
0 —— T
00 05 10 15 20 25 3.0 35 40

Log [extract]



136

APENDICE P (conclusdo) — Gréaficos da porcentagem de atividade da enzima
LmDHODH em fung¢do do logaritmo da concentrac&o
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APENDICE Q (continua) — Revis&o da literatura dos dados de atividade in vitro e/ou in vivo anti-Leishmania e anti-

Trypanosoma das 59 espécies de Asteraceae testadas frente a LmDHODH

LmDHODH Atividade in vitro/in vivo anti-tripanosomatideo
Codigo? Espécie ICs0 (Mg.mL™") L. major Leishmania  Trypanosoma

1 Achillea millefolium Ledeb. 5624 [1] [2] [3]

2 Achyrocline satureioides (Lam.) DC. 344 — — [4-6]
3 Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen 1176 — — —

4 Ageratum conyzoides L. 1067 — [7-10] [7-10]
5 Aldama arenaria Baker 1288 — — [11]
9 Aldama filifolia Sch. Bip. Ex Baker 1102 — — —
10 Aldama gardneri (Baker) E.E. Schill. & Panero 774 — — —
11 Aldama robusta (Gardner) E.E. Schill. & Panero 711 — — —
12 Anteremanthus hatschbachii H. Rob. 499 — — —
13 Arctium lappa L. 745 — — —
14 Arnica montana L. 1095 — — [12,13]
15 Artemisia absinthium L. 1516 [14,15] [16-19] [19-22]
16 Artemisia annua L. 1566 — [23-30] [28-32]
17 Baccharis albilanosa A.S. Oliveira & Deble 1382 — — —
31 Baccharis glaziovii Baker 1668 — — —
38 Bacchatris organensis Baker 433 — — —
53 Bidens pilosa L. 378 — [33] —
54 Blanchetia heterotricha DC. 390 — — —
55 Calea cuneifolia DC. 427 — — —
58 Chresta exsucca DC. 2211 — [34] [34]
60 Chresta hatschbachii H. Rob. 385 — — —
61 Chresta martii (DC.) H. Rob. 846 — — —
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APENDICE Q (continuagéo) — Revisdo da literatura dos dados de atividade in vitro e/ou in vivo anti-Leishmania e anti-

Trypanosoma das 59 espécies de Asteraceae testadas frente a LmDHODH

LmDHODH Atividade in vitro/in vivo anti-tripanosomatideo
Codigo? Espécie ICs0 (ug.mL™) L. major Leishmania  Trypanosoma
63 Chresta plantaginifolia (Less.) Gardner 207 — — —
64 Chresta pycnocephala DC. 742 — — —
70 Chronopappus bifrons (DC. ex Pers.) DC. 282 — — —
71 Chuquiraga spinosa Less. 1732 — — —
72 Cichorium intybus L. 524 — — [35]
73 Cynara scolymus L. 3002 — — —
74 Dasyphyllum brasiliensis var. latifolium (D. Don) Cabrera 3194 — — —
78 Echinacea purpurea (L.) Moench 2822 [6-38] [37] [37]
79 Emilia sonchifolia L. DC. 389 — — —
80 Eremanthus argenteus MaclLeish & H. Schumach 337 — — —
83 Eremanthus capitatus (Spreng.) MacLeish 879 — — —
86 Eremanthus goyazensis (Gardner) Sch. Bip 670 — — —
89 Eremanthus polycephalus (DC.) MacLeish 3545 — — —
104 Heterocoma gracilis Loeuille, J. N. Nakaj. & Semir sp. nov 997 — — —
105 Lactuca sativa L. 3782 — — —
108 Lychnophora mellobarretoi G.M. Barroso 1802 — — —
110 Lychnophora salicifolia Mart. 229 — — [39]
111 Lychnophora santosii H. Rob. 1011 — — —
113 Matricaria chamomilla L. 3410 — [40,41] —
116 Mikania cordifolia (L.f.) Willd. 379 — [42] [42-44]
121 Mikania sessilifolia DC. 501 — — —
126 Paralychnophora atkinsiae D.J.N. Hind 1012 — — —
128 Piptolepis monticola Loeuille sp. nov 5942 — — —
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APENDICE Q (conclusdo) — Revisdo da literatura dos dados de atividade in vitro e/ou in vivo anti-Leishmania e anti-
Trypanosoma das 59 espécies de Asteraceae testadas frente a LmDHODH

LmDHODH Atividade in vitro/in vivo anti-tripanosomatideo
Codigo? Espécie ICs0 (Mg.mL™") L. major Leishmania  Trypanosoma
130 Pluchea quitoc D.C. 148 — — [45]
134 Schlechtendalia luzulaefolia Less. 238 — — —
135 Smallanthus sonchifolius (Poepp. & Endl.) H. Robinson 504 — [46] [46,47]
136 Soaresia velutina Sch. Bip. 5221 — — —
138 Solidago microglossa DC. 2109 — — —
139 Sonchus oleraceus L. 2079 — [8] [8]
140 Sphagneticola trilobata (L.) Pruskei 849 — — —
141 Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni 610 — — —
142 Tanacetum parthenium L. 1330 [48] [48-52] [53,54]
143 Taraxacum officinale Weber ex FH Wigg. 9578 — [12] [12]
145 Tridax procumbens L. 232 [55] [8,55-61] [8,62,63]
146 Vernonanthura beyrichii (Less.) H. Rob. 371 — — —
148 Gymnanthemum amygdalinum (Delile) Sch. Bip ex Walp. 2020 — — —
150 Vernonanthura polyanthes (Spreng.) A.J. Vega & M. Dematt. 359 — [64-66] —

aMesmos codigos da Tabela 1 e dos Apéndices A e O.
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APENDICE S (continua) — Revis&o da literatura dos dados de atividade in vitro anti-Leishmania e anti-Trypanosoma das 57
substancias testadas frente a LmDHODH

Substancia Nome Classe/ . Relatado em Athldade in Y/tro re;?ortada na literatura (ICso, pM)
Subclasse Asteraceae L. major Leishmania spp.? Trypanosoma spp.©
STL1 16-a-(1-metilprop-1-Z-enila)-eremantolido STL/ERE v — — —
STL2 15-desoxi-goiasensolido STL/FHL v — — 514,00 (Ter)[1]
. . 0,07 (Tbr')[2]
v _ e
STL3 goiasensolido STL/FHL 0,45 (Ldon®)[2] 1,08 (Ter)[1]
STL4 4,5-desidro-15-desodxigoiasensolido STL/FHL v — — —
. 46,10 (Lama 9)[3]
v - —
STL5 glaucolido B STL/GLA 27,90 (Lbra %)[3]
STL6 tagitinina C STL/HEL v — 9,20 (Lbra?)[4] —
- 0,7595] 20,40 (Tbru)[6,7]
v ’ d ’ ’
STL7 artemisina STL/HEL 0.30°[5] 30,80(Ldon ©)[6,7] 13,40 (Tcru9)[6,7]
I 0,849, 33,40
\/ _ _ ’ ’ ’ ’
STL8 enidrina STL/MEL 5,17¢ (Tcru)[8]
STL8 enidrina STL/MEL v — — —
STL9 15-acetoxi-eremantolido B STL/ERE v — — —
2-oxo-8B-epoxiangeloiloxi-guaia- v
STL1 4(10),3,11(13)-trien-6a, 12-olido STL/GUA — - -
- 1,30 (Tbru"[9]
\/ _ e
STL12 chicina STL/GER 15,21 (Ldon °)[9] 16,80 (Tcru)[9]
STL13 tiglato de atripliciolido STL/FHL v — — —
STL14 tiglato de budleina A STL/GUA v — — —
STL15 angelato de acantospermolido STL/MEL v — — —
2-oxo-8B-metacriloiloxi-10a-hidroxi-guaia- v
STL16 3 11(13)-dien-6a,12-0lido STL/IGUA — — —
2-oxo-8B-metacriloiloxi-106-hidroxi-guaia- v
STL17 3 11(13)-dien-6a,12-olido STL/IGUA — — -
2-0x0-8-tigloiloxi-guaia-1(10),3,11(13)-
STL18 trien-6a,12-olido STL/IGUA Y o o o
STL19 epoxido de tagitinina C STL/HEL 4 — 6,00 (Lbra?9)[4] —
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APENDICE S (continuagdo) — Revis&o da literatura dos dados de atividade in vitro anti-Leishmania e anti-Trypanosoma das 57 substancias
testadas frente a LmDHODH

o Classe/ Relatado em Atividade in vitro reportada na literatura (ICso, uM)
Substancia Nome a . - - 5
Subclasse Asteraceae . major Leishmania spp. Trypanosoma spp.©
STL20 tagitinina A STL/FHL — 20,40 (Lbra 9)[4] —
. 5,14 (Ldon*®)[2], 0,07 (Tbru"[2]
v
STL21 budleina A STL/FHL 28,00 (Linf%)[306][10] 1.75 (Teru®)[2]
- . 167,209, 596,00
- v _ d e ) ) ’ ’
DIT1 acido ent-caurendico DIT/CAU 93,269, 11,66%(Lama)[11] 16,5° (Tcru)12]
DIT2 acido ent-pimara-8(14),15-dien-19-6ico DIT/PIM v — — 385,70 (Tcru®)[13]
DIT3 ent-8(14),15-pimaradien-3(-ol DIT/PIM v — — 540,70 (Tcru®)[13]
DIT4 acido cinamoilgrandiflérico DIT/CAU v — — —
DITS acido ent-agético reduzido DIT/LAB — — — —
- . d R 86,809, 823,30/,
DIT6 acido ent-agético DIT/LAB — — 83,72950,83%(Lama)[11] 14.90° (Teru)[12]
110,609,47,40¢ 167,709, 965,10,
DIT7 acido polialtico DIT/LAB v — (Lama)[11], 28,402 (Teru)[12],
27,43 (Ldon®)[14] 12,23 (Thru®©)[14]
DIT8 acido 3-acetodxicopalico DIT/LAB — — — —
. 86,10 (Tbru"[15],
2)-3- v - e
STE1 (-)-B-sitosterol STE 27,80 (Ldon ©)[15] 35,40 (Tcru[15]
SAP1 aescina SAP — — 1,37, > 14,149 (Linf)[16] —
ALK1 cernumidina ALK/GND — — — —
ALK2 escopolamina ALK/TRO — — > 1009, > 25° (Lama)[17] > 100 (Tbru")[18]
. d 0,04 (Tbru[18],
ALK3 emetina ALK/TIQ — — 0,06 (Ldon %)[19] 0,43 (TconN[18]
- . 154,59 (Ldon ©)[20], 427,70 (Tbru®)[20],
v —
PHE1 acido ferulico PHE/CID 1,70¢, 7,90° (Lama)[21] 154,59 (Tcru)[20]
- DA 37,82 (Ldon ©)[20], 222,90 (Tbru®)[20],
v —
PHE2 acido cinamico PHE/CID 15,50 (Lama °[22] 202,63 (Tcru[20]
PHE3 acido protocatecuico PHE/SBA v — — 111,60 (Tbru[23]
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APENDICE S (continuag&o) — Revis&o da literatura dos dados de atividade in vitro anti-Leishmania e anti-Trypanosoma das 57 substancias
testadas frente a LmDHODH

o Classe/ Relatado em Atividade in vitro reportada na literatura (ICso, uM)
Substancia Nome a . - - 5
Subclasse Asteraceae L. major Leishmania spp. Trypanosoma spp.©
‘s . 31,10 (Ldon ©)[20], 6,11 (Tbru[20],
v
PHE4  4cido cafeico PHE/CID 5,209.16,00°(Lama)[21] 166,63 (Tcru)[20]
PHE5 acido 5-O-cafeoilquinico PHE/CAD 4 — — —
PHE6 acido 4,5-di-O-cafeoilquinico PHE/CAD 4 — — 286,20 (Teru[1]
PHE7 acido 3,4-di-O-cafeoilquinico PHE/CAD 4 — — —
PHES8 acido 3,5-di-O-cafeoilquinico PHE/CAD 4 — — —
PHE9 acido 4-0O-cafeoil-2-C-metil-D-eritrébnico PHE/CAD 4 — — —
‘s - 36,55 (Ldon ©)[20], 264,98 (Tbru®)[20],
- v _
PHE10 acido O-cumarico PHE/CID 13.80 (Lama ®)[20] 182,75 (Teru™[20]
. 46,83 (Tbru)[20],
v _ e
FLA1 tamaraxetina FLA/FOL 53,15 (Ldon ©)[20] 20,25 (Teru)[20]
10,14 (Ldon®)[20], f
FLA2  canferol FLAFOL v — 53,65 (Lbra *)[24], o 55 Ty
71,29 (Lper®) [24] ’
— L 52,50 (Thru")[20],
_0)- h v - e
FLA3 apigenina 7-O-glicosideo FLA/FNE 4,86 (Ldon ©)[20] 69,38 (Tcru)20]
, 6,00 (Lmex 9%)[25], :
v —
FLA4 santina FLA/FOL 63,15 (Lama )[26] 47,409,42,10'(Tcru)[25]
FLA5 7,3, 4’-trimetoxi-5-hidroxiflavona FLA/FNE 4 — — 217,30 (Teru[27]
N 49,96 (Tbru)[20],
v _ e
FLAG miricetina FLA/FOL 4,08 (Ldon ®)[20] 94,27 (Teru)20]
. 103,35 (Ldon ©)[20], 49,95 (Tbru)[20],
v —
FLA7 ~ catequina FLAFOL 152,68 (Lama %)[28] 310,06 (Tcru"[20]
FLA8 peltatosideo FLA/FNEP — — — —
FLA9 spiraeosideo FLA/FNEP — — — —
. 61,06 (Thru")[20],
v _ e
FLA10 galangina FLA/FOL 5,55 (Ldon ©)[20] 73,27 (Teru)20]
e f
FLA11 rutina FLA/FOLb v . 49,14 (Ldon®)[20], 6,90 (Thru"[20],

4,40 (Lama °)[22]

49,14 (Tcru[20]
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APENDICE S (conclus&o) — Revisdo da literatura dos dados de atividade in vitro anti-Leishmania e anti-Trypanosoma das 57 substancias
testadas frente a LmDHODH

Substancia Nome Classe/ . Relatado em Athldade in Y/tro re;?ortada na literatura (ICso, pM)
Subclasse®  Asteraceae L. major Leishmania spp.? Trypanosoma spp.©
. . 319,48 (Tbruf)[20],
- v — e
cou1 7-hidroxicumarina PHE/COU 172,07 (Ldon ©)[20] 555,07 (Tcru[20]
Cou2 Coumarina PHE/COU 4 — 342,13 —

(Ldon, Lama, Lbra)[29]

aClasse/subclasse: PHE: polifenol (SBA: acido benzoico simples, CID: derivado do acido cindmico, CAD: derivado do acido cafeico, COU: cumarina); FLA:
flavonoide (FNE: flavona, FOL: flavonol); STL: lactona sesquiterpénica (FHL: furanohelianfolido, ERE: eremantolido, GER: germacrolido, GUA:
guaianolido, HEL: heliangolido, GLA: glaucolido, MEL: melampolido, HIR: hirsutinolido); DIT: diterpeno (CAU: caurano, PIM: pimarano, LAB: labdano);
STE: esteroide; SAP: saponina; ALK: alcaloide (GND: guanidinico, TRO: tropanico, TIQ: tetrahidroisoquinolidinico

b don: L. donovani; Lama: L. amazonenses; Lbra: L. brasiliensis; Linf: L. infantum; Lper: L. peruviana; Lmex: L. mexicana.

¢Tbru: T. brucei; Tcru: T. cruzi; Tcon: T. congolense.

dLinhagem celular: promastigotas.

°Linhagem celular: amastigotas.

fLinhagem celular: tripomastigotas.

9Linhagem celular: epimastigotas.

"Metabolito na forma glicosilada (glicosideo ou heterosideo).
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APENDICE T — Experimento Thermofluor: grafico mostrando ICso vs. ATm para as

ATm (°C)

onze STLs na concentracdo de 1.000 puM. As cores foram
atribuidas de acordo com o subtipo de esqueleto das STLs: verde
para furanoheliangolido (STLs 3, 4, 13 e 20), amarelo para
glaucolido (STL5), vermelho para heliangolido (STL7), rosa para
melampolido (STLs 8 e 15), ciano para eremantolido (STLs 9 and
10) e cinza para guaianolido (STL11).
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Fonte: o préprio autor (figura gerada no software Excel).
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APENDICE U — Experimento ThermoFMN: grafico mostrando ICso vs. AT para as

ATm (°C)

-0.2

onze STLs na concentracdo de 1.000 puM. As cores foram
atribuidas de acordo com o subtipo de esqueleto das STLs: verde
para furanoheliangolido (STLs 3, 4, 13 e 20), amarelo para
glaucolido (STL5), vermelho para heliangolido (STL7), rosa para
melampolido (STLs 8 e 15), ciano para eremantolido (STLs 9 and
10) e cinza para guaianolido (STL11).
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Fonte: o préprio autor (figura gerada no software Excel).
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APENDICE V — PCA com as variaveis x das 59 amostras (em triplicata, modo
positivo): grafico dos valores de score (t) da PC-1 (13%) vs PC-2
(9%). Amostras ativas (azul): ICso < 500 mg.ml', amostras inativas
(alaranjado): ICso > 500 mg.ml-'. Elipse de tolerancia (Hotellings T?)
estabelecida com o = 0,01. Demarcacdes em vermelho destacam
algumas amostras com suas réplicas, demonstrando a
repetitividade das analises.
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Fonte: o préprio autor (graficos gerados no software SIMCA).
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APENDICE X — Gréafico dos valores acumulativos de R? e Q2 (A) e de RMSEcv (B)
nas dez primeiras componentes do modelo de OPLS com os dados
no modo de ionizagdo negativo
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Fonte: o préprio autor (graficos gerados no software SIMCA).

Comp[1+10]



159

APENDICE Y — Gréafico dos valores acumulativos de R? e Q2 (A) e de RMSEcy (B)
nas dez primeiras componentes do modelo de OPLS com os dados
no modo de ionizag&o positivo
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Fonte: o préprio autor (graficos gerados no software SIMCA).

Comp[1+10]
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APENDICE Z — OPLS com as variaveis x e y das amostras (em triplicata, modo

1.09519 * to[1]
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positivo): grafico dos valores de score (t) da LV-1 (58%, unica
componente preditiva) vs LV-2 (14%, componente ortogonal-1).
Amostras ativas (azul): 1Cso < 500 mg.ml', amostras inativas
(alaranjado): ICso > 500 mg.ml-'. Elipse de tolerancia (Hotellings T?)
estabelecida com o = 0,01.
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Fonte: o préprio autor (graficos gerados no software SIMCA).
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APENDICE AA — OPLS das amostras, em triplicata (modo negativo): grafico dos

0.917235 * poso[1]
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valores de loading das variaveis x (p) e y (q) para LV-1 (52%,
unica componente preditiva) vs LV-2 (16%, componente
ortogonal-1). Em vermelho estdo destacadas as 51 variaveis x
consideradas discriminantes para a classe de extratos ativos, que
foram estatisticamente significantes, constituindo possiveis
biomarcadores.
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0.994897 * pq[1]

Fonte: o préprio autor (graficos gerados no software SIMCA).
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APENDICE AB — OPLS das amostras, em triplicata (modo positivo): grafico dos

0.913085 * poso[1]
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valores de loading das variaveis x (p) e y (q) para LV-1 (58%,
unica componente preditiva) vs LV-2 (14%, componente
ortogonal-1). Em vermelho estdo destacadas as 30 variaveis x
consideradas discriminantes para a classe de extratos ativos, que
foram estatisticamente significantes, constituindo possiveis
biomarcadores.

Y

0.998504 * pq[1]

Fonte: o préprio autor (graficos gerados no software SIMCA).
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APENDICE AC — S-plot da analise por OPLS-DA das amostras, em triplicata, no
modo de ionizagdo positivo. Em vermelho estdo destacadas as 30
variaveis x discriminantes para a classe de extratos ativos, e que
foram estatisticamente significantes, constituindo possiveis
biomarcadores. Algumas delas estdo identificadas com seus
respectivos codigos.
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Fonte: o préprio autor (graficos gerados no software SIMCA).
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APENDICE AD (continua) — Biomarcadores correlacionados com a inibigdo da enzima LmDHODH (modo de ionizag&o negativo)

] . . . tr m/z¢ Erro de . Desreplicacao

D Coeficiente®  VIP (min) [M-H] Engns)% FM Identidadef Nivel? Amostra"
709 4,34E-06 5,24 8,66 187,0968632 0,908  CgH1604 FAT; PKT (0/35/5076/1549) 3 18/18; 35/41
455 4,33E-06 1,16 9,67 367,1037916 2,403  C17H2009¢ acido 3-O-cafeoil-2-(2-butil)-2-hidroxibutanodisico 1 18/18; 32/41
72 4,03E-06 1,71 11,80 327,2179726 2,509  Ci1sH320s5 FAT; PKT (0/58/551/128) 3 18/18; 34/41
300 3,75E-06 8,39 15,25 283,0615893 3,312 C16H120s5 genkwanina 1 14/18; 22/41
362 3,47E-06 1,82 5,88 121,0284278 4,315  C7HeO2 SBA; PKT (1/6/382/95) 3 18/18; 33/41
117 3,11E-06 7,15 10,95 285,0407623 2,969  Ci15H100e luteolina 1 18/18; 34/41
414 2,86E-06 1,63 8,40 461,0733576 2,936  C21H18012 PHE/PPR-COU; FLA heterosideo (3/28/89/57) 3 18/18; 36/41
54 2,75E-06 2,60 1,08 191,0555007 0,325  C7H120e acido quinico 1 18/18; 36/41
1364  2,62E-06 4,64 7,46  443,0624135 2,201 C21H16011 PKT/APK; FLA (0/2/15/8) 3 01/18; 00/41
973 2,51E-06 2,17 11,07 207,0658378 0,499  C11H1204 n.i. (2/165/4589/2062) 4 18/18; 33/41
418 2,39E-06 2,24 9,88 609,1255268 1,797  CazoH26014 FLA acilado heterosideo (0/29/96/42) 3 16/18; 30/41
1505  2,33E-06 3,08 1,06  387,1148912 2,642  C13H24013 n.i. (0/0/1/1) 4 18/18; 34/41
791 2,32E-06 1,98 8,37  477,1041310 1,736 C22H22012 FLA/FOL,FNE heterosideo (3/95/224/149) 3 18/18; 34/41
386 2,29E-06 3,79 10,62 269,0456934 2,573  Ci15H100s5 PKT/APK; FLA (2/165/672/260) 3 18/18; 33/41
673 2,29E-06 1,13 8,40 461,0733924 3,011 C21H18012 PHE/PPR-COU; FLA heterosideo (3/28/89/57) 3 18/18; 36/41
309 2,23E-06 1,58 8,32  477,1041835 1,846  C22H22012 FLA/FOL,FNE heterosideo (3/95/224/149) 3 18/18; 35/41
954 2,13E-06 2,37 6,29 467,1198278 1,872  C21H24012 PHE/PPR-CID; FLA heterosideo (0/16/80/34) 3 17/18; 25/41
1088  2,08E-06 2,09 1,20 191,0194375 1,353  CsHsO7 OAC (1/10/202/79) 3 18/18; 35/41
227 2,07E-06 3,78 8,58 187,0968774 0,832  Cg9H1604 FAT; PKT (0/35/5076/1550) 3 18/18; 36/41
756 2,02E-06 3,01 6,76  755,1829359 0,789  CasH3601s FLA/FOL,FNE acilado heterosideo (0/27/65/35) 3 01/18; 03/41
1086  2,01E-06 4,32 1,18  317,0550786 4,801 C1sH1207N  n.i. (0/0/0/1) 4 18/18; 33/41
236 1,97E-06 1,21 10,45 531,1152390 2,580  C25H24013 FLA heterosideo (0/17/54/21) 3 17/18; 26/41
679 1,96E-06 1,07 11,20 409,1870597 1,991 C21H300s STL/FHL,GER,EUD (6/58/290/75) 3 18/18; 30/41
124 1,96E-06 1,43 1,10 165,0396287 1,712  CsH100e SAC/MSA (0/5/95/45) 3 18/18; 35/41
484 1,90E-06 1,36 9,08  475,0887207 2,247  C22H20012 FLA heterosideo (2/32/109/40) 3 17/18; 34/41
1365 1,90E-06 3,36 7,77  445,0783138 2,751 C21H18011 PHE/PPR-COU; FLA/FNE heterosideo (2/16/96/49) 3 18/18; 31/41
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APENDICE AD (conclusdo) — Biomarcadores correlacionados com a inibigdo da enzima LmDHODH (modo de ionizagdo negativo)

. N X X tR m/z° Erro de . Desreplicacao

ID Coeficiente®  VIP (min) [M-HT 222?:; FM Identidade (numero de hits nos bancos de dados)f Nivel® Amostra"
562 1,82E-06 2,34 15,84  305,1762565 3,175  C1gH2604 TER/SQT,DIT (0/63/3478/700) 3 15/18; 28/41

17 1,82E-06 1,88 8,80 515,1196270 1,309  C25H24012 acido 4,5-di-O-E-cafeoilquinico 1 18/18; 37/41
1523 1,80E-06 1,98 4,91 299,0776277 3,117 C13H160s SBA heterosideo; PHE/PPR-CID (0/13/187/52) 3 17/18; 31/41
293 1,80E-06 3,61 11,47 315,0515368 3,351 C16H1207 3-O-metilquercetina 1 18/18; 33/41
239 1,80E-06 1,17 5,77 311,0777995 3,547 C14H160s acido 4-0O-cafeoil-2-C-metil-D-eritronico 1 01/18; 00/41
1531 1,77E-06 1,79 10,83 362,2189026 2,822 Ci7H3307N  n.i. (0/0/42/6) 4 01/18; 00/41
235 1,70E-06 1,11 10,92 547,1468603 1,798  C29H26010N  n.i. (0/0/02) 4 14/18; 22/41
325 1,67E-06 4,75 17,53 441,2859853 1,711 C24H4207 FAT heterosideo (0/4/171/34) 3 01/18; 00/41
1574 1,62E-06 1,78 9,63 611,2355717 2,598  C29H40014 TER/DIT heterosideo (0/7/36/11) 3 15/18; 28/41
1506 1,59E-06 2,17 1,07 341,1091216 2,149  C12H22011 SAC/OSA (2/170/901/491) 3 18/18; 34/41
324 1,57E-06 5,70 8,71 507,1512352 1,936 C24H28012 n.i. (0/26/102/24) 4 18/18; 33/41
1546 1,53E-06 2,36 11,11 459,0937603 2,225  C22H20011 FLA heterosideo (1/19/102/38)% 3 15/18; 22/41
243 1,51E-06 1,60 10,61  533,1306687 2,158  Co25H26013 PHE/SBA,; FLA heterosideo (0/28/112/39) 3 16/18; 24/41
1566 1,50E-06 1,93 8,80 551,2499018 1,204 Ca2sH40011 TER/DIT heterosideo (0/19/87/38) 3 17/18; 28/41
415 1,47E-06 2,30 5,82 341,1243649 2,111 C16H220s8 PKT; TER/MOT,IRI,SQT glicosideo (0/36/562/131) 3 18/18; 32/41
1555 1,46E-06 2,46 10,89 531,2241845 2,184 CasH36010 TER/SQT,DIT,TRT,STE (0/37/221/95) 3 13/18; 21/41
758 1,44E-06 2,08 7,89  755,1828134 0,627 Cs6H36018 FLA/FOL,FNE heterosideo (0/27/65/35) 3 02/18; 03/41
957 1,43E-06 1,41 7,02 327,0879021 3,166 C18H160s6 n.i. (2/254/1743/682) 4 01/18; 00/41
326 1,41E-06 3,94 10,42 521,1667887 1,699  C25Hz0012 n.i. (0/41/119/41) 4 01/18; 01/41
696 1,39E-06 3,32 8,87  485,0721092 0,223 Ca23H18012 FLA/FVN acilado (0/2/15/5) 3 17/18; 32/41
761 1,38E-06 2,05 6,63  223,0246332 1,652 C10HsOs PKT; PHE/SBA,PPR (0/17/251/96) 3 11/18; 23/41
1608 1,34E-06 5,29 9,22  253,0509761 3,512 C15H1004 FLA (0/83/720/295) 3 16/18; 34/41
1316 1,33E-06 2,20 1,49  351,0727473 3,238  C16H1609 PHE/PPR-CID,LIG,COU heterosideo (0/6/83/37) 3 18/18; 34/41
1508 1,32E-06 1,29 6,81 545,1879466 1,677 C24H34014 PHE/SBA,PPR heterosideo (0/2/30/4) 3 16/18; 28/41
169 1,32E-06 3,22 12,50 299,0565070 3,146 C16H1206 hispidulina 1 17/18; 31/41

Fonte: o préprio autor.

aCaodigo de identificagéo das variaveis x, gerado no software MZmine durante o processamento dos dados de LC-MS.
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PAs variaveis estdo distribuidas na tabela por ordem decrescente do seu coeficiente de regresséo, que expressa diretamente sua correlagdo com a variavel y.
Constam aqui somente aquelas variaveis cujo intervalo de confianga do seu coeficiente n&o incluiu o valor zero e o VIP foi superior a 1,0.

“Valor de massa acurada (experimental) correspondente a média do valor da variavel ao longo de todas amostras nas quais foi identificada. [M-H]: massa
experimental no modo negativo, ou seja, subtraida do valor de um H* monoisotoépico (1,007825 Da); [M+H]*: massa experimental no modo positivo, ou seja,
acrescida ao valor de um H* monoisotépico (1,007825 Da).

dExatiddo de massa relativa (erro em ppm) calculada por meio da diferenga entre os valores de massa acurada (experimental) e massa exata monoisotépica
(calculada a partir da formula molecular no ChemCalc[261]. As variaveis cujo erro de massa foi superior a 5 ppm foram desconsideradas.

®Formula molecular obtida por meio da massa acurada, utilizando o ChemCalc.

‘Nome usual ou classe/subclasse das substancias atribuidas as respectivas variaveis de acordo com o nivel de identificagéo alcangado. FAT: &cido graxo;
PKT: policetideo (APK: policetideo aromatico); PHE: polifenol (SBA: acido benzoico simples, PPR: fenilpropanoide, CID: derivado do acido cindmico, COU:
cumarina, LIG: lignana); FLA: flavonoide (FNE: flavona, FOL: flavonol, FVN: flavanona); TER: terpeno (MOT: monoterpeno, IRI: iridoide, SQT: sesquiterpeno,
DIT: diterpeno, TRT: triterpeno, STE: esteroide, STL: lactona sesquiterpénica — ERE: eremantolido, EUD: eudesmanolido, FHL: furanoheliangolido, GER:
germacrolido, GLA: glaucolido, GUA: guaianolido, HEL: heliangolido, MEL: melampolido); SAC: sacarideo (MSA: monossacarideo, OSA: oligossacarideo, PSA:
polissacarideo); OAC: acido organico. Entre parénteses estdo, respectivamente, os numeros de hits na biblioteca de substancias isoladas AsterLibl e nos
bancos de dados AsterDB, DNP, SciFinder e ChemSpyder.

SNiveis de identificagcao[109]: 1 — substancia identificada por meio de um banco de dados in house contendo as informagdes de tr € massa monoisotopica em
alta resolugdo de 120 substancias pertencentes a biblioteca de substancias isoladas da familia Asteraceae (AsterLib ), as quais foram injetadas no mesmo
método de analise dos extratos. Confirmagéo da identidade por padrdo de fragmentacdo dos espectros de MS/MS; 2 — substancia putativamente anotada a
partir do nosso banco de dados in house AsterDB[121] e dos bancos de dados online do DNP[162], SciFinder{163] e ChemSpyder{164], com base na massa
monoisotdpica em alta resolugdo e dados espectrais/fisico-quimicos, sem padrdes quimicos de referéncia; 3 — classe da substancia anotada putativamente a
partir dos bancos de dados citados anteriormente, sendo esta baseada unicamente na férmula molecular (massa monoisotépica em alta resolugéo); 4 —
substancia nao identificada (n.i.).

"No conjunto de 59 extratos, 18 foram considerados ativos (ICso < 500 ug.ml') e 41 inativos (ICso > 500 ug.ml").

'Variavel 362 obteve somente um hit no nosso banco de dados in house AsterDB: 3-hidroxibenzaldeido.

Variavel 1088 obteve somente um hit no nosso banco de dados in house AsterDB: acido citrico.

kVariavel 1546 obteve somente um hit no nosso banco de dados in house AsterDB: apigenina 7-O-4-D-metilglicuronosideo.
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APENDICE AE (continua) — Biomarcadores correlacionados com a inibicdo da enzima LmDHODH (modo de ionizagdo positivo)

N . . tr m/z¢ Erro de Desreplicagéo

ID* Coeficiente® - VIP® i) [M+H]* [Bzfj’; FM® Identidade’ Nivele  Amostra”
1073 6.21E-06 1.65 1.16 250.1651123 1.347 C11H230sN  n.i. (0/0/413/176) 4 18/18; 41/41
120 3.82E-06 2.52 1.10 162.1126844 2.073 C7H1503N n.i. (0/0/2847/1419) 4 15/18; 37/41
365 3.78E-06 7.36 11.25 317.0655927 1.693  Ci1eH1207 PHE/SBA,PPR-CID; FLA (7/111/366/138) 3 18/18; 41/41
1666  2.83E-06 1.03 7.32  473.2010692  2.579  C22H32011 PKT/APK glycoside (0/7/56/13) 3 18/18; 41/41
299 2.79E-06 3.78 1.33  146.0811951 3.606  CeH11O3N n.i. (0/0/2303/1468) 4 18/18; 41/41
81 2.57TE-06 1.17 1.12 236.1495183 1.188 C10H210sN  n.i. (0/0/592/181) 4 18/18; 41/41

7 2.33E-06 1.74 1.29 130.0865408 2.036 CsH1102N n.i. (0/0/2622/1674) 4 18/18; 38/41
1900  2.32E-06 1.95 29.75 609.2707699  1.311  Csz4H0010 n.i. (0/13/75/17) 4 18/18; 41/41
77 2.20E-06 4.33 8.66  163.0390693 2.776  CoHsO3 COU'; PKT/APK (1/16/330/133) 3 18/18; 41/41
895 1.88E-06 2.63 10.85 625.1553978  0.533  C31H28014 FLA acylated glycosides (0/30/59/28) 3 18/18; 41/41
302 1.87E-06 1.21 12.79 577.1556702 0.105  Cz7H28014 FLA acylated glycosides (0/16/36/25) 3 15/18; 37/41
1464  1.86E-06 1.23 8.31 366.1760783  0.899  CisH27O9N  n.i. (0/0/56/9) 4 01/18; 00/41
122 1.85E-06 6.68 14.33 315.0864402 1.347 C17H1406 n.i. (6/223/1193/491) 4 18/18; 41/41
797 1.84E-06 1.09 18.47 304.3000741 1.157  Cz1Hs7N n.i. (0/0/195/30) 4 18/18; 40/41
508 1.83E-06 3.74 1.09 268.1041584  3.433  CgH:70sN n.i. (0/0/74/41) 4 18/18; 41/41
1948 1.81E-06 3.52 13.36  405.1544709 1.168 C21H240s n.i. (5/79/665/182) 3 18/18; 41/41
178 1.78E-06 2.24 12.48 301.0707805 1.442 C16H1206 Hesperetin 1 14/18; 22/41
500 1.71E-06 1.21 290 188.0709361 1.162  Ci1HsO2N n.i. (0/0/25201364) 4 18/18; 41/41
1300  1.69E-06 1.77 8.30  287.0550827 1.679  CisH100s FLA; PKT/APK (6/155/455/175) 3 18/18; 41/41
301 1.68E-06 1.08 7.61 451.1228896  2.548  C21H22011 n.i. (2/99/226/175) 4 18/18; 41/41
1669 1.65E-06 3.75 2161 391.2115412 1.339 C22H3006 n.i. (1/167/1359/414) 4 18/18; 41/41
1780  1.62E-06 3.09 11.23 318.0691627  3.416  C23HoO2 n.i. (0/0/0/0) 4 07/18; 11/30
1670 1.55E-06 3.53 18.42 426.2493403 0.383 C22H3s07N  n.i. (0/0/124/27) 4 09/18; 11/41
1949 1.49E-06 2.91 16.45 465.1755068 1.218 C23H28010 TER/DIT,SQT; STL (11/38/227/73) 3 18/18; 41/41
280 1.48E-06 2.30 8.28  287.0550667 1.735  Ci15H100s FLA; PKT/APK (6/155/455/175) 3 18/18; 41/41




168

APENDICE AE (conclus&o) — Biomarcadores correlacionados com a inibicdo da enzima LmDHODH (modo de ionizag&o positivo)

tr m/z° Erro de Desreplicagéo
D2 ficiente® VIPP . FMme
Coeficiente (min) [M+H]* 222?:; Identidade (numero de hits nos bancos de dados)”  Niveld Amostra"
75 1.45E-06 3.84 8.70  517.1344762  0.242  C25H24012 PHE/PPR-CID!; FLA glycosides (2/27/168/100) 3 18/18; 37/41
1681 1.39E-06 1.92 10.05 163.0389946  3.236  CoHeOs COUFK; PKT/APK (1/16/330/133) 18/18; 39/41

74 1.37E-06 2.71 16.97  345.0968634 1.640  CigH1607 n.i. (4/225/849/335)
1951 1.27E-06 248 13.47 445.1478031 4.625  Ca3H2409 n.i. (0/28/294/68)
1671 1.23E-06 3.00 16.69 349.2003503 3.299  Ca0H280s n.i. (7/690/2210/623)

15/18; 28/41
09/18; 10/41
12/21; 21/41

A b b w

Fonte: o proprio autor.

aCdodigo de identificagcao das variaveis x, gerado no software MZmine durante o processamento dos dados de LC-MS.

bAs variaveis estio distribuidas na tabela por ordem decrescente do seu coeficiente de regressao, que expressa diretamente sua correlagdo com a variavel y. Constam
aqui somente aquelas variaveis cujo intervalo de confianga do seu coeficiente ndo incluiu o valor zero e o VIP foi superior a 1,0.

“Valor de massa acurada (experimental) correspondente a média do valor da variavel ao longo de todas amostras nas quais foi identificada. [M-H]: massa experimental
no modo negativo, ou seja, subtraida do valor de um H* monoisotépico (1,007825 Da); [M+H]": massa experimental no modo positivo, ou seja, acrescida ao valor de um
H* monoisotodpico (1,007825 Da).

dExatiddo de massa relativa (erro em ppm) calculada por meio da diferenga entre os valores de massa acurada (experimental) e massa exata monoisotdpica (calculada
a partir da férmula molecular no ChemCalc[261]. As variaveis cujo erro de massa foi superior a 5 ppm foram desconsideradas.

®Férmula molecular obtida por meio da massa acurada, utilizando o ChemCalc.

"Nome usual ou classe/subclasse das substincias atribuidas as respectivas variaveis de acordo com o nivel de identificagdo alcangado. FAT: acido graxo; PKT:
policetideo (APK: policetideo aromatico); PHE: polifenol (SBA: acido benzoico simples, PPR: fenilpropanoide, CID: derivado do acido cindmico, COU: cumarina, LIG:
lignana); FLA: flavonoide (FNE: flavona, FOL: flavonol, FVN: flavanona); TER: terpeno (MOT: monoterpeno, IRI: iridoide, SQT: sesquiterpeno, DIT: diterpeno, TRT:
triterpeno, STE: esteroide, STL: lactona sesquiterpénica — ERE: eremantolido, EUD: eudesmanolido, FHL: furanoheliangolido, GER: germacrolido, GLA: glaucolido,
GUA: guaianolido, HEL: heliangolido, MEL: melampolido); SAC: sacarideo (MSA: monossacarideo, OSA: oligossacarideo, PSA: polissacarideo); OAC: acido organico.
Entre parénteses estdo os numeros de hits na biblioteca de substancias isoladas AsterLibl e nos bancos de dados AsterDB, DNP, SciFinder e ChemSpyder.

9Niveis de identificagdo[109]: 1 — substancia identificada por meio de um banco de dados in house contendo as informagdes de tr € massa monoisotdpica em alta
resolucdo de 120 substancias pertencentes a biblioteca de substancias isoladas da familia Asteraceae (AsterLib 1), as quais foram injetadas no mesmo método de
analise dos extratos, Confirmagao da identidade por padrao de fragmentagao dos espectros de MS/MS; 2 — substancia putativamente anotada a partir do nosso banco
de dados in house AsterDB[121] e dos bancos de dados online do DNP[162], SciFinder{163] e ChemSpyder{164], com base na massa monoisotdpica em alta resolugéo
e dados espectrais/fisico-quimicos, sem padrbées quimicos de referéncia; 3 — classe da substancia anotada putativamente a partir dos bancos de dados citados
anteriormente, sendo esta baseada unicamente na férmula molecular (massa monoisotopica em alta resolugéo); 4 — substancia nao identificada (n.i.).

"No conjunto de 59 extratos, 18 foram considerados ativos (ICso < 500 ug.ml™") e 41 inativos (ICso > 500 pg.ml).

'Variavel 77 obteve somente dois hits no nosso banco de dados in house AsterDB: 4-umbeliferona e 4-hidroxicumarina.

Wariavel 75 obteve somente dois hits no nosso banco de dados in house AsterDB: acidos 3,4- e 3,5-di-O-E-cafeoilquinico.

kVariavel 1681 obteve somente dois hits no nosso banco de dados in house AsterDB: 4-umbeliferona e 4-hidroxicumarina.
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APENDICE AF — Mapa de calor (heatmap) das 30 substancias selecionadas
como possiveis biomarcadores dos 59 extratos no modo de
ionizagao positivo. Utilizou-se os valores de area dos picos
(para identidade das amostras vide Tabela 1 e das variaveis
discriminantes Apéndice AE), demonstrando que os
biomarcadores apresentam maior area de picos nas
amostras ativas (a esquerda) do que nas inativas (a direita).
A escala de cores utilizada foi vermelho-verde, indicando
menor-maior area sob os picos das substancias nas
amostras.

Color Key

m Extratos ativos Extratos inativos

-2e+05 [ 2e+05

Value | A

Extratos (ID das amostras)

Fonte: o préprio autor (graficos gerados no software R).

Biomarcadores (ID das variaveis)
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APENDICE AG — PCA com as variaveis x das amostras do conjunto treino (em

T2Rangel[1 - 2]

triplicata, modo negativo): grafico da faixa-T? (intervalo de
confianga) definida por Hotelling’s T? (teste-t multivariado do
software SIMCA). Amostras que ultrapassam a linha vermelha (o
= 0,01) s&o outliers que devem ser removidos do modelo.

Amostras ativas (azul): ICso < 500 mg.ml”, amostras inativas
(alaranjado): ICso > 500 mg.ml".

b o e e o e e o e e e e e e o Inactive
1{T2Crit(99%) = 9.66447 I Actve
9-

6 - T2Crit(95%) = 6.20004

3c

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
[} T o 9 ® o O 8 o9 O o 8 o O O o ® o O 8 8 o0 O ® o O ©

o [ Te] © < - © O ¥ 1 ® © T 9O © o Q2 - o 2 O
- o S22 B ZILRIRLLI S LLad@d g ¥ B

- - T - T - = & T - - - -

Obs ID (Primary)

Fonte: o préprio autor (graficos gerados no software SIMCA).
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APENDICE AH — Grafico dos valores acumulativos de R2 e Q2 (A) e de RMSEcy (B)
nas dez primeiras componentes do modelo de OPLS para
predicao dos extratos ativos contra LmDHODH.

B R2(cum)
B Q2(cum)

Comp[1+0]
Comp[1+1]
Comp[1+2]
Comp[1+3]
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Compl[1+5]
Compl[1+6]
Comp[1+7]
Comp[1+8]
Comp[1+9]
Comp[1+10]
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(6] (@] (@] (&) (6] (@] (@] (&) (6] (@]

Fonte: o préprio autor (graficos gerados no software SIMCA).

Comp[1+10]
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APENDICE Al — OPLS com as variaveis x e y das amostras do conjunto treino (em
triplicata, modo negativo): grafico dos valores de score (t) da LV-1
(53%, unica componente preditiva) vs LV-2 (20%, componente
ortogonal-1). Amostras ativas (azul): ICso < 500 mg.ml", amostras
inativas (alaranjado): 1Cso > 500 mg.ml'. Elipse de tolerancia
(Hotellings T?) estabelecida com a. = 0,01.
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Fonte: o préprio autor (graficos gerados no software SIMCA).

Inactive

[l Active



173

APENDICE AJ — Avaliacdo externa do modelo de QSAR expresso pela Equacéo 12: conjunto
das seis substancias e suas informag¢des de descritores moleculares, teste
de APD e atividade (valores de plCsp).

Descritores Teste de APD? Atividade (plCso)
Substéncia GCUT . . . ]
vsurf_ID8 SLOGP 2 std_dim2  Dominio APD Resultado Observado Predito Residuo®
ALK2 1,21039 0,09017 1,74146 0,263 0,512 confiavel 3.1 2,8 0,3
DIT1 1,17950 -0,03700 1,56251 0,391 0,512 confiavel 4,5 3,6 0,9
DIT3 0,85427 -0,03700 1,53272 0,391 0,512 confiavel 3,3 3,7 -0,4
DIT4 1,26249 0,12293 2,23382 0,233 0,512 confiavel 2,8 3.1 -0,3
DIT6 1,02893 -0,01458 1,67673 0,242 0,512 confiavel 3,2 3,6 -0,4
FLA2 0,35842 0,16510 1,79947 0,479 0,512 confiavel 3,4 3,0 0,4

Fonte: o préprio autor.

@Teste de dominio de aplicabilidade (APD) baseado nas distancias euclidianas entre as substancias do conjunto
treino e de avaliagdo externa; APD: limite do dominio de aplicabilidade do modelo, sendo APD =d + Zg, onde d e &
sdo a meédia e o desvio padrao das distancias euclidianas entre todos os pares de amostras do conjunto treino,
respectivamente. O parametro Z (0,5) € um valor empirico de corte; Dominio: distancia de uma substancia do
conjunto de avaliagao externa ao vizinho mais proximo no conjunto treino. A substancia € considerada confiavel

para predigao quando o valor do dominio € menor que o valor do APD.

50 residuo é a diferenga (A) entre os valores de plCso observados e previstos.



