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RESUMO 
 
CHAGAS-PAULA, D. A. Estudos metabolômicos de Asteraceae por UPLC -UV-
HRFTMS, avaliação do potencial anti-inflamatório in vitro e suas correlações 
através de métodos in silico. 2013. 97f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciências 
Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 
2013. 
 
Estudos metabolômicos de plantas, estudos in silico e ensaios biológicos in vitro são 
estratégias que, em conjunto, otimizam a busca por substâncias inéditas e/ou ativas 
correlacionadas a determinados mecanismos de ação. Embora a família Asteraceae 
possua inúmeras espécies com reconhecido potencial anti-inflamatório (AI), várias 
delas nunca foram investigadas, como algumas espécies endêmicas do Cerrado 
brasileiro. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi encontrar extratos e 
substâncias AI que apresentassem um mecanismo de ação superior ao dos AIs 
atuais. Foram estudadas 57 espécies da família pertencentes a várias tribos, 
agrupadas em três diferentes grupos: plantas com prévia evidência AI, plantas 
alimentícias e espécies do Cerrado. Para se encontrar substâncias com potencial AI 
foi realizada a avaliação da inibição concomitante das enzimas ciclooxigenase 
(COX-1) e lipoxigenase (5-LOX), sendo ambas as principais vias envolvidas na 
inflamação, cuja  inibição pode conferir maior eficácia e menores efeitos adversos do 
que os AI atualmente disponíveis. Adequados estudos metabolômicos (HPLC-UV-
HRFTMS) e in silico (diferentes modelos estatísticos) foram realizados. O conjunto 
de metabólitos secundários (metaboloma) das 57 espécies investigadas representou 
um vasto universo de substâncias (n=6.215), que conseguiu abranger várias delas 
com o mecanismo de ação investigado. Corroborando o potencial desta família em 
apresentar espécies AI, cerca de 23% das plantas aqui investigadas foram capazes 
de promover a dupla inibição, com valores de IC50 (36,0 a 0,03 µg/mL) para seus 
extratos comparáveis com aqueles dos inibidores padrões. Através dos estudos in 
silico foi possível determinar que as substâncias ativas dos extratos se referem a 
seus constituintes minoritários, sugerindo que devem ser muito potentes. Dentre as 
substâncias correlacionadas com a propriedade de dupla inibição, algumas não 
puderam ser identificadas, mesmo utilizando abrangentes bibliotecas de dados de 
produtos naturais, sugerindo que se tratam de substâncias inéditas. Além disso, 
dentre as espécies ativas, uma é consagrada como alimentícia e, portanto, pode vir 
a exercer um importante papel como nutracêutico, por exemplo vir a ser incluída na 
dieta de pacientes que sofrem de patologias inflamatórias. As demais espécies 
ativas, por sua vez, apresentam potencial para o desenvolvimento de fitoterápicos e 
descoberta de novos princípios ativos. Devido ao fato dos modelos estatísticos 
terem sido validados, as substâncias ativas ainda poderão ser utilizadas para 
predição de novos extratos ativos a partir apenas de seu metaboloma. Portanto, este 
trabalho, além de resultar em relevantes resultados, exemplifica muito bem as novas 
estratégias para a busca de produtos naturais inéditos e AI para um mecanismo de 
ação requerido, através de uma abordagem inédita e explorando espécies de 
importância da flora brasileira, alimentícia ou farmacológica, a partir de mínima 
quantidade de material vegetal. 
 
Palavras-chave: Metabolômica, Asteraceae, anti-inflamatório. 
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ABSTRACT 
 
CHAGAS-PAULA, D. A. Metabolomic studies of Asteraceae by UPLC-UV-
HRFTMS, in vitro evaluation of the anti-inflammatory potential and their 
correlation by  in silico methods . 2013. 97f. Thesis (Doctoral). Faculdade de 
Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão 
Preto, 2013. 
 
Plant metabolomic studies, in silico studies and in vitro biological assays are 
strategies that together, optimize the discovery of new and/or active compounds 
correlated to a specific mechanism of action. Asteraceae family has many species 
with well known anti-inflammatory (AI) potential. Several of them have never been 
investigated, as some of Brazilian Cerrado. In this context, the objective of this work 
was to find the AI extracts and substances with a better mechanism of action than 
the usual AI. It was studied 57 species from different tribes of Asteraceae family, 
which were divided in three groups: plants with known AI property, food plants and 
species from Cerrado. In order to find substances with AI potential, the inhibition of 
cyclooxygenase (COX-1) and lipoxygenase (5-LOX) were evaluated to access AI 
property, once both are the main pathways involved in inflammatory process and the 
dual inhibition of them can provide better efficacy and less side effects than current 
AI. Suitable metabolomic (HPLC-UV-HRFTMS) and in silico (statistical models) 
studies were performed. All the secondary metabolites (metabolome) of the 57 
species covered a huge number of substances (n=6,215) and some of them 
displayed the investigated mechanism of action. About 23% of the plants extracts 
were able to be dual inhibitor, with IC50 (36.0 – 0.03 µg/mL) similar of the standard 
drugs, corroborating the AI potential of Asteraceae family. Through the in silico 
studies it was possible to determine the AI substances and that they are the minor 
compounds in the active extracts, suggesting that these must be potent AI. Among 
the substances correlated with the dual inhibition some could not be identified, even 
using comprehensive data bases of natural products, suggesting that these ones 
could be new compounds. Besides, among the active species, one is a food plant 
that could be useful as nutraceutical, being included in the dietary of people with 
inflammatory diseases. The other active plants have potential to the development of 
phytomedicines or drug discovery. Due to the fact that statistical models were 
validated, the substances also can be useful for prediction of new AI extracts only 
from the plant metabolome. Therefore, this work has many relevant results and also 
exemplifies the recent strategies to discovery of new compounds and AI with a 
required specific mechanism of action, trough a new approach and studying 
important species of the Brazilian flora, food plants and AI plants, from a minimum 
quantity of plant material. 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords: Metabolomics, Asteraceae, anti-inflammatory. 
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1. INTRODUÇÃO 

 Metaboloma é o conjunto de todos os metabólitos, ou seja, os componentes 

de baixo peso molecular sintetizados por um organismo, seja ele planta, 

microrganismo ou animal. O sufixo grego “–oma” significa “todo”, “completo”, 

“conjunto de”; então, analogamente ao metaboloma, existem também o genoma e o 

proteoma que são, respectivamente, o conjunto de todos os genes e proteínas de 

determinado organismo1,2. Os estudos metabolômicos ou estudos do metaboloma 

englobam três diferentes abordagens: metabolômica, perfil metabólico e impressão 

digital metabólica3,4. 

 Metabolômica é a identificação de todos os metabólitos do organismo sob 

determinada condição, qualitativamente e quantitativamente. Esta abordagem ainda 

é dificilmente aplicável, considerando-se que em um organismo existe uma 

infinidade de metabólitos, de diferentes características, impossíveis de serem 

detectados ao mesmo tempo com as técnicas analíticas atuais. Perfil metabólico é a 

identificação e quantificação de um grupo metabólitos de interesse que podem ser 

identificados com o emprego de uma determinada técnica analítica. Já a impressão 

digital metabólica é a abordagem mais rápida quando comparada aos demais 

estudos metabolômicos; ela não visa a identificação de metabólitos, mas a obtenção 

da impressão digital da composição do organismo sob determinada condição.3,4 

 Apenas a impressão digital metabólica já permite uma série de aplicações 

importantes como, por exemplo, no controle de qualidade de plantas5,6. Quando 

aliado a análises estatísticas adequadas permite, por exemplo, auxiliar na solução 

de problemas filogenéticos com o agrupamento de plantas que possuem perfis 

químicos relacionados7. Permite também indicar diferenças nas composições 

químicas entre diversas plantas com atividade farmacológica e plantas sem tal 

atividade. Tais diferenças podem direcionar a identificação de substâncias ativas 

antes mesmo de isolá-los e identificá-los, o que demandaria muito tempo e 

dinheiro.2,6,8–10 

 Os métodos fitoquímicos tradicionais se valem de técnicas menos sensíveis e 

abrangentes do que aquelas utilizadas para estudos metabolômicos. Desta forma, 

geralmente apenas as substâncias majoritárias de uma dada planta são isoladas e 

identificadas. Portanto, as atividades biológicas muitas vezes são erroneamente 

atribuídas a estas substâncias, ou somente a elas, sendo que geralmente as plantas 

podem conter ainda vários outros que contribuem para sua propriedade 
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farmacológica. Assim sendo, mostra-se necessária a utilização de metodologias 

mais apuradas como as metodologias metabolômicas para realizar um processo 

mais rápido, sensível, eficaz e menos dispendioso para a descoberta de novas 

substâncias bioativas, inclusive em plantas já investigadas.3,6,8,9,11 

 As abordagens metabolômicas são, então, realizadas com o emprego de 

técnicas capazes de demonstrar a diversidade química das plantas, tais como 

ressonância magnética nuclear (RMN), espectrometria de massas (EM) e, 

preferencialmente, cromatografia acoplada a detectores no ultravioleta (UV) ou EM, 

ou por mais de uma destas técnicas1,3,5,8,9,12. Dentre as elas, uma de escolha é a 

cromatografia líquida de ultraeficiência acoplada com espectrômetro de massas de 

ionização por eletrospray e detector de alta resolução do tipo Orbitrap (UPLC-UV-

HRFTMS). Isso se deve à abrangência da técnica e sua altíssima 

sensibilidade3,5,6,13–16. 

Dentre os analisadores de massa de alta resolução, o Orbitrap tem grande 

destaque para estudos metabolômicos, devido à resolução superior (∆m/z) e 

acurácia de massa (ppm) em relação aos demais analisadores de similar custo14,16. 

Além disto, permite analisar os modos positivo e negativo em uma única eluição 

cromatográfica, o que acarreta em ganho não somente por reduzir o tempo e o custo 

de análise, mas também em reprodutibilidade. Por exemplo, o mesmo tR (tempo de 

retenção) exato será obtido para ambos os modos14,16. 

 A infinidade de informações sobre a composição química das plantas gerada 

pelas abordagens metabolômicas culminam em uma diversidade de aplicações, 

porém, para realizá-las, é necessário que os dados sejam manejados e analisados 

adequadamente por métodos in silico. Os espectros (de RMN ou EM) ou 

cromatogramas precisam ser processados para eliminação de ruídos, para promover 

alinhamento entre si e normalização de dados. Os dados necessitam ser 

precisamente compilados e transportados para bancos de dados para que então 

seja realizada a adequada análise dos mesmos. Atualmente existem vários 

softwares, comerciais ou livres, que são empregados para realização destes 

procedimentos com a máxima acuidade10,17,18. 

 A análise de todos estes dados deve ser realizada através de modelos 

estatísticos adequados para o estudo de correlação entre as variáveis empregando-

se métodos de estatística multivariada como, por exemplo, PCA (Principal 

Component Analysis), HCA (Hierarquical Cluster Analysis), SIMCA (Soft 
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Independent Modeling by Class Analogy), PLS (Partial Least Squares) e OPLS 

(Orthogonal Partial Least Squares™). Estas análises facilitam a visualização das 

sutis diferenças na composição química das espécies as quais são correlacionadas 

com alguma propriedade como, por exemplo, compostos minoritários comuns a 

plantas com uma dada propriedade farmacológica e aqueles ausentes em plantas 

sem tal propriedade. Vale ressaltar que alguns softwares ainda facilitam o processo 

de desreplicação de picos cromatográficos ou espectrométricos comuns entre 

plantas, por permitirem acesso a banco de dados próprio, livre ou comercial, 

facilitando assim o direcionamento para se isolar substâncias inéditas ou com 

interesse farmacológico8,10,11,17,19,20.  

  Vários representantes de Asteraceae, medicinais ou não, foram coletados por 

integrantes de nosso grupo de pesquisa AsterBioChem da FCFRP-USP. Dezenas 

delas foram investigadas quimicamente, tendo sido isoladas e identificadas várias 

lactonas sesquiterpênicas (LST) e diterpenos, além de compostos fenólicos21,22. O 

conjunto de todas estas substâncias obtidas possibilitou a elaboração de uma 

biblioteca de substâncias e de um banco de dados espectrométricos e 

cromatográficos, o Asteraceae Data Base (AsterDB), que podem ser utilizados para 

auxiliar no processo de desreplicação de extratos vegetais de Asteraceae ainda não 

investigados. Além disso, várias LST com pronunciada atividade anti-inflamatória in 

vitro foram detectadas23,24, sendo que uma delas, a budleína A, também apresentou 

atividade anti-inflamatória in vivo e teve seu mecanismo de ação investigado25. Vale 

lembrar que as LST destas espécies são biossintetizadas e armazenadas em 

tricomas glandulares presentes em diferentes órgãos22,26. 

 A família Asteraceae possui espécies com consagradas propriedades anti-

inflamatórias, tais como a arnica (Arnica montana L.)27, o tanaceto ou feverfew 

(Tanacetum parthenium L.)28, o guaco (Mikania glomerata Sprengl.)29,30, a carqueja 

[Baccharis trimera (Less.) DC.]29,30, o assa-peixe (Vernonia polyanthes Less.)30 e a 

marcela [Achyrocline satureioides (Lam.) DC.]29,30, dentre outras. Há ainda nesta 

família espécies com importância alimentícia, como o girassol (Helianthus annuus 

L.)29, a alcachofra (Cynara scolymus L.)31, a chicória (Cichorium intybus L.)32, o 

jambú [Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen]33–35 e o alface (Lactuca sativa L.)36 que, 

além do uso na culinária, ainda apresentam comprovadas atividades farmacológicas 

e anti-inflamatórias, muitas vezes se tratando de nutracêuticos. 



4 

 

 

 Estudos do potencial farmacológico de plantas desta família coletadas no 

Brasil demonstraram potente ação anti-inflamatória, inclusive independente de seu 

histórico etnofarmacológico25,37. Com base no exposto, conclui-se que o potencial 

anti-inflamatório de Asteraceae brasileiras é elevado e real. 

 Os anti-inflamatórios estão entre os agentes terapêuticos mais utilizados no 

mundo, porém apresentam algumas limitações com relação à sua potência, eficácia 

e efeitos adversos, sendo necessária a busca por substâncias com potencial anti-

inflamatório que eventualmente possam dar origem a novos fármacos de baixo custo 

e com efeitos adversos reduzidos, ou mesmo para auxiliarem no processo de 

investigação de mecanismos de ação de substânicias38–41. 

 As ciclooxigenases (COX) e as lipoxigenases (LOX) são enzimas 

fundamentais na regulação do ácido araquidônico formado no processo inflamatório. 

O ácido araquidônico pode sofrer oxidação pelas enzimas COX ou pelas LOX, 

resultando na produção de eicosanóides (prostaglandinas, prostaciclinas e 

tromboxanos) na via COX-dependente, ou leucotrienos na via LOX-dependente38,42. 

As prostaglandinas (PG) contribuem para os sintomas da inflamação aguda, tais 

como aumento da permeabilidade vascular, vasodilatação, formação de edema, 

produção de dor e febre. Já os leucotrienos (LC) causam danos gastrointestinais por 

estimular a infiltração de leucócitos, que contribuem para a ulceração por oclusão de 

micro vasos, redução do fluxo sanguíneo e liberação de radicais livres e proteases 

que causam a necrose dos tecidos. Além disso, devido à estimulação do 

recrutamento de leucócitos pelos LC, estes precipitam crise de asma e conversão da 

inflamação aguda para crônica38,42,43.  

 Os anti-inflamatórios não esteroidais (AINES) atuais são capazes de inibir as 

COX e não são capazes de inibir as LOX29,34. Assim, há um desvio da via de 

metabolização do ácido araquidônico e ele passa a ser metabolizado apenas pelas 

LOX, resultando na formação ainda maior de LC, sendo estes considerados como os 

responsáveis pelos principais efeitos adversos dos AINES38,40. Recentemente, 

destacou-se a importância de procurar agentes que sejam capazes de inibir tanto a 

COX-1 como a 5-LOX38,40,44,45. Tais agentes seriam úteis para o tratamento dos 

processos inflamatórios agudos e crônicos como, por exemplo, a artrite reumatoide, 

psoríase, asma, ulceração gástrica e até mesmo para o tratamento e prevenção de 

doenças de origem inflamatória como, por exemplo, a doença de Alzheimer, o mal 

de Parkinson, diabetes e aterosclerose38,39,42,45–48. 
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 Adicionalmente, tanto as COX quanto as LOX têm sido descritas como 

enzimas superexpressadas em muitos tipos de tumores, sendo que inibidores 

simultâneos dessas enzimas são candidatos potenciais a substâncias com 

propriedade anti-câncer ou mesmo como coadjvantes38,45,46. Existem atualmente no 

mercado kits capazes de detectar a inibição dessas enzimas em ensaios in vitro, que 

podem ser usados para realizar a triagem de substâncias e de extratos de plantas. 

Extratos de plantas da família Asteraceae e diversas classes de metabólitos 

oriundos das mesmas vêm demonstrando possuir potencial de inibição das vias 

COX e LOX-dependentes44,47, porém nenhum estudo sistemático foi realizado, em 

especial com a a análise do conteúdo de tricomas glandulares.  

 No Brasil, é fato que existem inúmeras plantas, sob-risco de extinção, as 

quais nunca foram estudadas quanto à sua constituição química e potencial 

farmacológico. Dentre estas, estão algumas plantas da família Asteraceae, 

endêmicas de Cerrado, área considerada prioritária para a conservação49.   

 Logo, considerando o histórico e o potencial de plantas da família Asteraceae 

em apresentarem atividade anti-inflamatória, a importância da busca por anti-

inflamatórios que sejam capazes de inibir ambas as enzimas COX e LOX, 

propusemos avaliar a inibição das vias COX- e LOX-dependentes por várias 

espécies dessa família. Para realizar esta triagem, propusemos investigar espécies 

nativas do Cerrado, algumas plantas alimentícias e outras sabidamente anti-

inflamatórias empregando-se estudos metabolômicos, a fim de determinar possíveis 

correlações entre os seus constituintes químicos e as atividades biológicas com a 

utilização de métodos de análise in silico. Por fim, ainda propomos desenvolver um 

modelo de avaliação de atividade anti-inflamatória com a inibição da COX e LOX 

para a triagem de plantas ativas.  

 Vale a pena mencionar que o presente trabalho faz parte de um projeto maior, 

o projeto temático intitulado “Estudos morfoanatômicos e de metaboloma como 

subsídios à sistemática de espécies de Asteraceae e ao acesso a seu potencial 

farmacológico” (processo FAPESP nº 2010/51454-3), envolvendo ainda filogenia e 

fisiologia vegetal. Além disso, todo o suporte necessário para os estudos 

metabolômicos e in silico foi disponibilizado pelo Metabolomic Group da University of 

Strathclyde (Strathclyde Institute of Pharmacy and Biomedical Sciences) que faz 

parte do ScotMet: The Scottish Metabolomics Facility, sob a supervisão da Dr. 

RuAngelie Edrada-Ebel.  
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5. CONCLUSÃO 

 Através deste trabalho, empregando-se estudos metabolômicos, avaliação do 

potencial anti-inflamatório e estudos de correlação in silico,                                          

foi possível determinar os biomarcadores da propriedade anti-inflamatória 

investigada a partir de 57 extratos vegetais de Asteraceae. Foi possível ainda 

geração de muito conhecimento sobre os metabólitos das espécies estudadas, 

inclusive algumas investigadas fitoquimicamente pela primeira vez. Revelou-se 

várias espécies com promissora propriedade anti-inflamátoria, capazes de inibir 

potentemente a COX e LOX, ao mesmo tempo, mecanismo de ação este superior 

aos AINES atuais. Tais resultados foram obtidos seja para espécies alimentícias, de 

conhecida propriedade anti-inflamatória, ou do cerrado. Ainda foi possível realizar a 

construção de robustos modelos de predição desta propriedade anti-inflamatória 

para novos extratos. Os objetivos deste trabalho não apenas foram atendidos em 

sua plenitude, mas as informações aqui obtidas serão muito úteis para futuros 

estudos, como o de QSAR, desreplicação, quimiossistemática de Asteraceae, os 

quais em breve estarão em andamento. 
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