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RESUMO

Estrutura genética e avaliacdo farmacoldgica de Stachytarpheta cayennensis
(Rich.) Vahl. 87p. Tese de Doutorado - Universidade de Ribeirdo Preto, Ribeiréo
Preto, 2020.

Stachytarpheta cayennensis € originaria do continente americano e ocorre
espontaneamente em todos os biomas brasileiros. Esta espécie pertence a familia
Verbenaceae e € conhecida popularmente como gervdo, apresenta diversas
atividades farmacol6gicas como  anti-oxidante e anti-inflamatéria, sendo o
verbascosideo um dos principais compostos responsavel por essas acgbes
terapéuticas. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a espécie S. cayennensis do
ponto de vista, genético, quimico e farmacoldgico, visando disponibilisar acessos
para as Farmacias Vivas. Foram utilizados marcadores moleculares para estudo da
diversidade genética, CLAE para a avaliacdo da diversidade quimica e testes de
inibicdo da enzima MAO-A e reducao do radical DPPH, para avaliacdo da atividade
ansiolitica e anti-oxidante. N&ao foi possivel transferir os primers de microssatélite
desenvolvidos com Lippia alba para S. cayennensis, apesar de pertencerem a
mesma familia (Verbenacea) e o marcador molecular CAPS néo identificou a
existéncia de quimiotipos. Os ensaios com SCoT evidenciaram a presenca de
diversidade genética e a quantificacdo em CLAE mostrou que os acessos avaliados
apresentaram diversidade quanto ao teor de verbascosideo. O extrato de S.
cayennensis apresentou atividade antioxidante, entretanto néo inibiu a enzima
MAO-A. Os dados obtidos no presente trabalho serdo Uteis para selecionar acessos
mais adequados para a producao de fitoterapico em Farmacia Viva a partir de S.
cayennensis

Palavras-chave: Plantas Medicinais, Marcadores Moleculares, Microssatélite, CAPS,
SCoT, Colecao.



ABSTRACT

Genetic Structure and Stachytarpheta-cayennensis pharmacological evaluation
(Rich.) Vahl. 87p. Doctoral Thesis - Ribeirdo Preto University, Ribeirdo Preto, 2020.

Stachytarpheta cayennensis is originally from the American continent and
spontaneously occurs in all Brazilian biomes. This species belongs to the
Verbenaceae family, which is popularly known as “gervédo”, it presents many
pharmacological activities such as anti-oxidant and anti-inflammatory, being the
verboscoside one of the main compound responsible for those therapeutic actions.
The objective of this work was to evaluate the species S. Cayennensis from genetic,
chemical and pharmacological points of view in order to provide the elected
acessions for Living Pharmacies. Molecular markers were used to study genetic
diversity, CLAE was used for evaluation of chemical diversity, inhibition tests from
MAO-A enzyme and reduction of the DPPH radical in order to evaluate anxiolytic and
antioxidant activity. Although they belong to the same family (Verbenaceae), it was
not possible to transfer microsatellite primers developed with Lippia alba to S.
Cayennensis, that's why the CAPS molecular marker could not identify the existence
of chemotypes. The tests with SCoT markers pointed genetic diversity presence,
while the CLAE quantification showed that the evaluated acessions presented
diversity in terms of verboscoside content. The extract from S. Cayennensis pointed
antioxidant activity, however it did not inhibit the MAO-A enzyme. The data obtained
in this work will be useful to select the most appropriate acessions for the production
of phytotherapy in Living Pharmacies from S. cayennensis.

Keywords: Medicinal Plants, Molecular Markers, Microsatellite, CAPS, SCoT,
Collection.



Figura 1 -
Figura 2 -
Figura 3 -
Figura 4 -

Figura s -

Figura 6 -

Figura 7 -

Figura 8 -

Figura 9 -

Figura 10 -

Figura 11 -

Figura 12 -

Figura 13 -

Figura 14 -

LISTA DE FIGURAS

Visado geral da espécie Stachytarpheta cayennensis (Rich.)Vahl.
Estrutura da molécula de verbascosideo .........ccccccoovviiviiieinnnnne.
Analise eletroforética da extrac@o de DNA ..........cccceeeeiiiiiiiineennnns
Perfil do gel de agarose via PCR com utilizagéo de primers ........

Perfil do gel de agarose via PCR com utilizagao de primers em
diferentes temperaturas. Grupo 10 (62,2 “C), Grupo 11 (64 °C) e
Grupo 12 (85,10 "C) et

Dendograma da distancia genética de Jaccard pelo método de
agrupamento UPGMA em individuos de Stachytarpheta
cayennensis utilizando o marcador molecular CAPS ...................

Resultado da amplificacdo da reacéo de PCR utilizando
marcador molecular SCoT

Dendograma da distancia genética de Jaccard pelo método de
agrupamento UPGMA em individuos de Stachytarpheta
cayennensis utilizando o marcador molecular SCoT

Andlise das coordenadas principais (PCoA) em individuos de
Stachytarpheta CayenNNENSIS ..........uvvvvvveiiiiiiiieiiiee e ee

Grupos génicos de individuos de Stachytarpheta cayennensis
analisados através do programa STRUCTURE. A mesma cor
para genotipos diferentes, indica que eles pertencem ao mesmo
grupo. Cores diferentes no mesmo individuo indica a
porcentagem do genoma compartilhado com cada grupo ...........

Cromatograma obtido do extrato aquOSO .............ccevvvvvrrvneieeiennn.

Andlise de agrupamento entre os constituintes quimicos para
cada individuo de Stachytarpheta cayennensis ..........ccccceeeeeeeens

Dendograma baseado na matriz genética obtido utilizando o
marcador molecular SCoT em individuos de Stachytarpheta
CAYENNENSIS ...ceiiiiieeeeeiete e e e e e e e e e e e e e et e e st e e e e e aaeeeaaeeeeeeennnas

Comparacéo entre a capacidade antioxidante dos extratos
aquoso e hidroalcoolico de Stachytarpheta cayennensis .............

57

62

63



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela s -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

Tabela 8 -

Tabela 9 -

LISTA DE TABELAS

Propriedades terapéuticas Stachytarpheta cayennensis

(Rich.) Vahl, descritas em literatura cientifica realizada por
varios autores em diversos paises entre os anos de 1997 a

2020 L. aa e e e aa————————— 25

Primers das sequéncias de marcador molecular SCoT 31

Identificagdo dos locais de coleta e procedéncia dos
acessos de Stachytarpheta cayennensis utilizados na
011510 [V EST= LU ORUPPRPT 42

Sequéncias dos locus microssatélites desenvolvidos por
Rocha et al. (2015), para a espécie Lippia alba ..................... 45

Numero e porcentagem de bandas polimdficas obtidas por
primers SCoT na analise molecular dos individuos de
Stachytarpheta CayenNensIs ............ueeveviiiiiiiiiiieieeeeeeeeieeeeeeee, 60

Resultado do teste de média realizado entre os individuos
conservados em ambas as ColeCoes ........ccoeeeeeevvvveneiiiinennn, 67

Capacidade antioxidante do extrato aquoso de
Stachytarpheta cayennensis frente ao radical DPPH ............ 71

Capacidade antioxidante do extrato hidroalcéolico de
Stachytarpheta cayennensis frente ao radical DPPH ............ 71

IC50 dos extratos hidroalcoéolico e aquoso de
Stachytarpheta cayennensis e do controle positivo rutina,
frente ao radical DPPH ... 73



ANOVA
CAPS
CLAE - UV

COFEN
CTAB
DMSO
DNA
DPPH
EDTA
EPS
GPS
HPLC
IMAO
MAO
MgCl
MS
NaCl
Pb
PCoA
PCR
pH
PNPIC
PNPMF
PVP
RAPD
RFLP
RMN
rpm
RT
SCoT

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Analise de Variancia

Cleaved Amplified Polymorphic Sequences
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector -
Ultravioleta

Conselho Federal de Enfermagem
Brometo de Cetiltrimetilamonio

Solucéo de Sulfoxido de Dimetilo/Demethyl Sulphoxide
Acido Desoxirribonucleico
2,2-difenil-1-picril-hidrazil

Acido Etileno Diamino Tetra Acético
Electrophoresis Power Supply

Sistema de Posicionamento Global

High Performance Liquid Cromatography
Inibidores da Enzima Monoamina Oxidase
Monoamina Oxidase

Cloreto de Magnésio

Ministério da Saude

Cloreto de Saédio

Pares de Base

Principal Coordinates Analysis

Polymerase Chain Reaction

Potencial Hidrogenibnico

Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares

Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
Polivinilpirrolidona

Random Amplified Polymorphism DNA

Restriction Fragment Length Polymorphism
Ressonancia Magnética Nuclear

Rotacédo por minuto

Tempo de Retencdo/ Retention Time

Start Codon Targeted



SISVAR
SSLP
SSR
STRs
SUS
Taq
TBE
TNT
UPGMA
uv

Sistema para Andlise de Variancia de Dados Balanceados
Simple Sequence Length Polymorphis

Simple Sequence Repeats

Short Tandem Repeats

Sistema Unico de Salde

Thermus aquaticus

Tris Base, Acido Bérico

Tecido né&o tecido

Unnweighted Pair Group Methol With Arithmetic Mean

Ultravioleta



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt 14
2. REVISAO DE LITERATURA ...t ee e 16
2.1 AsSpectos HIiStOrCOS € LEJAIS .....coeeiiiiiiiiiiiiiieiiee e 17
2.2 Conservagao de Planta MediCinal ...........cccoeiiiiiiiiiiiiii e 19
2.3 Espécie Alvo - Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl ............ccccccceeens 20
2.3.1 Caracterizagdo Morfoldgica € QUIMICA ........cevevieeeeeiiiiiieeeee e 20
2.3.2 Propriedades TErapEULICAS ..........coeeuiiiiiuimiiiiiiiiiiiieeiee e e e eeeeee e e e e e e e e s 23
2.4 CaracterizaGao MOIECUIA ..........cooiiiiiiie 26
2.4.1 MICrOSSALEIItE .....cceeeeeieeeeee e e e e e e e e e e s 26
2.4.2 CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequences) ...........cccccccivvvvvinneenn. 28
2.4.3 SCOT (Start CodonTargeted)......... ieeeeeeruuiieeeeeiiiie e et er e e eern e e eeeeen s 30
2.5 CaracterizaGao QUIIMICA .......eeiiiiiiiiieieeee e ee e e e e e e e s 32
2.6 Teste de Inibicdo Enzimatica MAO-A ......ooiiiiiieeiiee e 33
2.7 Reducéao do radical DPPH (2,2- diphenyl-1-picrylhydrazyl) ...............oooee 34
S JUSTIFICATIVA et e e e e e st e e e e e e annnnrrae s 35
A, HIPOTESE ..ouiuiiiieieieieieie ettt ettt ettt et 37
5. OBJIETIVOS ..ottt e e e e et e e e e ae e e e e e e e 39
I @ ] o] 111170 J o = - | PRSP 40
5.2 ODjetivOSs €SPECITICOS ..uuvvuriiii it 40
6. MATERIAIS E METODOS .....ocoviveeieeeeceeeteeeeeee et ee ettt eae e eenes 41
6.1 Coleta das AMOSIIAS .......coeeuiiiiiiiiiii e e e e e aa s 42
6.2 Caracterizac80o MOIECUIAN ..............oooviiiiiiiiii e 43
6.2.1 Extrac8o dO DNA GENOMICO ....uuuuuuiiiiiiieiieeeeeeeeeeie et e e e e e e e e e e eeaeeeeennnnens 43
6.2.2 Teste de transferibilidade de MiCroSSatélite ............ccccccveveeiiiiiiiiiiiiiiiiinnnee 44
6.2.3 CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequences) ..........cccccvvvvvvveennnnn. 46
6.2.4 SCoT (Start Codon Targeted) ......ccooeeiiiiiiii i 47
6.3 Caracterizac8o QUIMICA .......uuuuuuiiiiiiieeee e e e e e ee e e e e e e e eeeeeeanaaees 48
6.3.1 Preparo do material vegetal ...........cccccoiiiiiiiiiiiee e 48
6.3.2 Preparo do eXtratO @QUOSO .........uiiiiieeeeeeieeeeeeeeeeeieeesteiraat e e eeaeeeeeeeeeeeeennnnnnes 48
6.3.3 Cromatografia Liquida de alta Eficiéncia com Detector de Ultarvioleta ..... 49
6.4 Andlise dos Dados Moleculares e FitoquimiCos ..............ouvvevviiiiiiiiiiieeeneeeenn, 49
6.5 INibicA0o ENzIMAtiCa MAO A ... e e 50

6.5.1 Preparagcao das amostras € eXtratos ..........uuuueuiiiiiinneenneeee e 50



6.5.2 Reagentes € PAUIOES ........oooiiiiiiie ettt e 51

6.5.3 Atividade de INibIGA0 da MAO-A .....oiiiiiiieeeeeee e 51
6.5.4 Analise dos Dados da Inibicao da MAO-A ...t 52
6.6 Ensaios de atividade antioxidante em Stachytarpheta cayennensis (Rich.)

1Y Z= L | 52
6.6.1 Preparo da Solugdo DPPH (0,004 90) ....evveiiiiiiiiieeeeeeeeeeieeeee e 52
6.6.2 Preparo dos extratos para ensaio de atividade antioxidante...................... 52
6.6.3 Preparo das solucdes e leitura em espectrofotometro a 517nm ................ 53
6.6.4 Analise dos Dados da atividade antioxidante dos extratos ..............c........ 53
7. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....coeiviieiieeceeeeeeeeeeee et 55
7.1 CaracterizaGao MOIECUIAY ..........oooiiiii 56
7.1.1 Extracéo e Integridade do DNA GENOMICO........cccurrrrrriiiiiiiiiieaeaeaeaanaaaaaanns 56
7.1.2 Amplificagéo por PCR e variabilidade Genética utilizando marcador

Molecular MICIOSSALEIILES .......coiiiieii e e e e e e 56
7.1.3 Amplificagéo por PCR e variabilidade Genética utilizando marcador

MOIECUIAN CAPS ... e et e e e et e e et s e e e e e e aeaeeeenes 58
7.1.4 Amplificacdo por PCR e variabilidade Genética utilizando marcador

molecular 59
QCntT

7.2 CaracterizaC8o QUIMICA ......uuuuurriieiiiieeeeeees e e e e e et s s e e e e e e e e e e e eeeeeeeesnnnne 66
7.3 Atividade de inibicdo da enzima MAO-A .......ooiiii e 70
7.4 Atividade antioxidante dos extratos hidroalcéolico e aquoso de

Stachytarpheta cayennensis frente ao radical DPPH ...............ccoovvvviiiiiiiceeneeenn, 70
8. CONCLUSAOD ..ottt 75

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt e et eetea e, 77



14

1 INTRODUCAO
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Introdugdo

A possibilidade de curar doencgas e aliviar dores a partir de recursos naturais,
sempre foi um grande estimulo para a ciéncia. Assim, a utilizacdo das plantas
medicinais no combate as doencgas séo tdo antigas quanto a prépria existéncia do
homem.

Acredita-se que o uso de plantas medicinais faz parte da evolugcdo humana,
sendo esses 0s primeiros recursos terapéuticos utilizados pelos povos, antecedendo
inclusive o aparecimento da escrita, visto que o homem ja utilizava as plantas como
alimento e medicamento, com experiéncias de sucessos e fracassos, levando
algumas vezes a cura, sem outros efeitos colaterais severos, e em alguns casos ao
oObito.

As plantas medicinais e aromaticas vém ganhando destaque nacional, seja
por sua vasta biodiversidade, seja pela importancia de sua utilizagdo como produtos
farmacéuticos, cosmeéticos e alimenticios.

Dentre elas, destacamos Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl, que
embora seja uma espécie amplamente utilizada para fins fitoterapéuticos, apresenta
uma escassez de estudos voltados para seus aspectos genético, farmacologico e
fitoquimico.

Assim, para que a utilizacdo da espécie seja ampliada, ha necessidade de
estudos sobre a diversidade genética, a variacdo dos constituintes quimicos e seu

potencial antioxidante.
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2 REVISAO DE LITERATURA
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Revisdo de literatura

Para o Ministério da Saude, uma planta medicinal € uma espécie vegetal,
utilizada para fins terapéuticos, podendo ser cultivada ou n&o, enquanto que
fitoterapico € um produto que se origina de plantas medicinais ou de seus derivados,
utilizados com finalidade profilatica, curativa ou paliativa (BRASIL, 2006).

2.1 Aspectos Historicos e Legais

Acredita-se que as plantas medicinais estejam presentes desde 2.500 aC.
Tudo leva a crer que muitos documentos antigos tenham se perdido com o incéndio
da biblioteca de Alexandria em 391 dC. Pode-se afirmar que ha 2.000 anos antes do
aparecimento dos primeiros médicos gregos, ja existia medicina egipcia, cujos os
achados arqueologicos foi denominado papiro de Ebers apontaram para a utilizacéo
de mais de mil espécies de plantas medicinais por essa civilizacdo (FUNDACAO
HERBARIUM DE SAUDE E PESQUISA, 2008). Fica evidente que as plantas
medicinais usadas na profilaxia e cura das doencas séo tdo antigas quanto a propria
humanidade e grande parte dos conhecimentos postos em pratica hoje, sédo frutos
do conhecimento de ancestrais de civilizagdes remotas.

No Brasil, a historia da utilizacdo de plantas, no tratamento de doencas
apresenta influéncias da cultura africana, indigena e européia, fato inerente a sua
descoberta e a colonizacdo. A contribuicdo dos escravos africanos se deu por meio
das plantas que trouxeram consigo, muitas eram utilizadas em rituais religiosos e
também por suas propriedades farmacoldgicas, empiricamente descobertas. Os
indios que aqui viviam, utilizavam grande quantidade de plantas medicinais e, por
intermédio dos pajés, este conhecimento das ervas locais e seus usos foram
transmitidos e aprimorados de geracdo em geracdo (LORENZI; MATTOS, 2002).
Esses autores também mencionam que 0s europeus que chegaram ao Brasil
depararam-se com estes conhecimentos, que foram absorvidos por aqueles que
passaram a viver no pais e a sentir a necessidade de viver do que a natureza lhes
tinha a oferecer, e também pelo contato com os indios que passaram a auxilia-los
como “guias”. Tais fatos fizeram com que os europeus ampliassem seu contato com
a flora medicinal brasileira e a utilizassem para satisfazer suas necessidades
alimentares e medicamentosas.

Sabe-se que no Brasil, desde o periodo colonial, o uso de plantas medicinais

ja era pratica comum dos indigenas e esta foi enriquecida com a chegada dos



18
Revisdo de literatura

colonizadores portugueses e dos escravos, quando novos procedimentos
terapéuticos foram utilizados. Os indios tinham um profundo conhecimento da flora
nacional e das medidas curativas realizadas pelos pajés, sendo estes rituais
carregados de elementos magicos e misticos; além de ser a Unica alternativa de
tratamento (SOSSAI, 2008).

No entanto, o uso destas plantas, sO foi regulamentado e reconhecido como
medicamento pela portaria n°® 212 de 11 de setembro de 1981 do Ministério da
Saude (MS), onde apresenta a Proposta de Politica Nacional de Plantas Medicinais
e Medicamentos Fitoterapicos, que constitui um dos elementos fundamentais para a
efetiva implementacdo de acOes capazes de promover a melhoria das condi¢des de
assisténcia a saude da populacéo e preconiza a continuidade, a expansao e 0 apoio
a pesquisas que visem o aproveitamento do potencial terapéutico da flora e fauna
nacionais, enfatizando a certificacdo de suas propriedades medicamentosas
(BRASIL, 2006).

Em 2006 o MS criou a Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de Salde (SUS), e posteriormente em
2008 a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), que visa
“‘garantir a populagdo brasileira 0 acesso seguro e o0 uso racional de plantas
medicinais e fitoterapicos, promovendo o0 uso sustentavel da biodiversidade, o
desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional”’, desta forma constroi
um marco regulatério em todas as etapas da cadeia produtiva de plantas medicinais
e fitoterapicos (BRASIL, 2009).

Mas foi em 2010 que o MS estabelece a Farméacia Viva no ambito do SUS,
gue tem por objetivo o cultivo, a coleta, o processamento, 0 armazenamento de
plantas medicinais, a manipulacéo e, por fim, a dispensacéo (BRASIL, 2010).

Desde entdo, surgiu a necessidade emergente de profissionais de saude se
atualizarem nesta temética.

Contudo, entre os profissionais de salde a falta de informacédo esta presente,
e de acordo com Trové e Silva (2002), ha caréncia de discussdes e esclarecimentos
sobre as Préticas Integrativas e Complementares, em especial as plantas
medicinais, prinpalmente durante a graduacdo, gerando uma lacuna no
conhecimento, trazendo prejuizo no seu desempenho profissional.

Neste sentido a enfermagem vem ampliando sua visdo holistica de saude,

valorizando a cultura e a tradicdo popular com o uso de plantas medicinais,
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associadas as condi¢cdes econdmicas do pais, como forma de programar uma
terapéutica com resultado positivo, com baixo custo, atualmente comprovada pela
ciéncia.

O enfermeiro é respaldado por lei por meio da Resolu¢cdo197/97 do Conselho
Federal de Enfermagem (COFEN), para fazer uso de terapias alternativas, dentre
elas, as plantas medicinais, sendo responsabilidade deste a sua atualizacdo dos
saberes técnicos, cientificos e culturais, em beneficio de seus pacientes,
coletividade e desenvolvimento da profissio (CONSELHO FEDERAL DE
ENFERMAGEM, 2004).

2.2 Conservacgao de Planta Medicinal

A diversidade genética, a diversidade de organismos vivos e a diversidade de
ecossistemas constituem a biodiversidade, a qual é representada por todas as
espécies de seres vivos. Uma forma de conservar e manejar 0S recursos geneticos é
denominada germoplasma, onde germ significa “do qual algo nasce” e plasma
significa “material que dele se forma”, e pode estar disponivel para pesquisas em
melhoramento genético e em biotecnologia (GOEDERT, 2007).

O objetivo principal dos bancos de germoplasma é o de preservar a
variabilidade genética existente para determinada(s) espécie(s) em um ambiente
controlado, sendo por este motivo considerado um método de conservacao ex situ
(NASS, 2001).

O desenvolvimento de bancos de germoplasma € resultado de uma
preocupacdo constante entre os profissionais envolvidos na conservacdo e
melhoramento de plantas, conhecida como erosdo genética ou perda de alelos. A
perda de alelos diminui a variabilidade genética disponivel, tornando o processo de
selecdo menos eficaz. Além disso, uma baixa variabilidade implica em uma maior
vulnerabilidade a pragas, doencas e condi¢cdes abidticas adversas (YORINORI;
KIIHL, 2001).

A instalacdo e caracterizacdo de uma colecdo de plantas medicinais é
importante, pois, algumas espécies possuem elevada adaptacédo ecologica e estao
associadas aos padrdes culturais locais. Para Queiroz e Lopes (2007), ha
necessidade de se implantar cole¢cdes de plantas, desenvolver tecnologias para a

domesticagdo e a identificagdo do potencial dessas  espécies.
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2.3 Espécie Alvo - Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl

Planta originaria do continente Americano, com ocorréncia principalmente nas
savanas e no Brasil ocorre em todos os biomas, com destaque para os estados
Amazonas, Parg, Bahia, alcancando também os estados de Minas Gerais, Sao
Paulo, Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (CAITANO et al.,, 1996;
MOLDENKE, 1973; PIO CORREA, 1984).

Esta espécie é comum de ser encontrada em terrenos baldios, cresce com
facilidade em bordas de matas, pastagens, beiras de estradas (LORENZI; MATTOS,
2002).

2.3.1 Caracterizagao Morfologica e Quimica

A Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl, pertencente a familia das
Verbenaceae; nome cientifico originario do grego: Stachytarpheta, de Stachys =
espiga + tarphos = denso e cayennensis de Cayenne, capital da Guiana Francesa,
local onde, presume-se, foi descrita pela primeira vez (MESIA-VELA, 1998).

Esta espécie é conhecida popularmente como gervao roxo, devido a cor de
suas flores que variam do lilds ao roxo, no entanto é reconhecido por outros homes
como: gervao, gervao-folha-de-verbnica, ogervao, orgibéao, gerbéo, rinchao, verbena,
verbena falsa, verbena azul, verbena chimarrona, verbena selvagem cha brasileiro,
vassourinha-de-botdo e aguara-poda (PIO CORREA, 1984; THE RAINFOREST
PLANT DATABASE, 2017).

Pio Corréa (1984), descreve como arbusto dicétomo, pode chegar até 2,5 m
de altura, os ramos sao ligeiramente pilosos quando jovens, mas glabrescentes. As
folnas sdo aromaticas, pecioladas, opostas, ovaladas até elipticas, obtusas ou
arredondadas no apice e estreitando-se para a base, podendo ter at¢ 7 cm de
comprimento, serradas ou cuneado-serradas, brilhante na pagina superior e opaca
na pagina inferior. As flores azul-palido ou roxas, de 5 mm, dispostas em espigas
flexuosas de 25 cm ou menos; bracteas estreito-lineares, acuminados taceas e

céalice curto.
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Figura 1 — Visado geral da espécie Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl

A-Subarbusto ramificado B-Caracteristicas das folhas C-Destaque para a inflorescéncia e espiga.
Fonte: Google Images modificada Disponivel em: https://loucadasplantas.blogspot.com/2019/02/flor-de-
gervao.html

Embora o gervado seja amplamente utilizado para fins fitoterapéuticos, poucos
sdo o0s estudos voltados para seus aspectos estruturais, considerando a
identificacdo anatdmica associada a histoquimica e a prospeccdo Fitoquimica. Em
sua pesquisa, Paes (2011), evidenciou que no gervao ha presenca de lipideos,
compostos fendlicos (lignina e taninos), alcalb6ides, polissacarideos (amido e
mucilagens, acucares), proteinas e terpendides (6leos essenciais e resinas); em
concentragfes semelhantes em raizes, caules e folhas

Ja Lopata et al. (2011), quantificaram taninos principalmente nas folhas e
caules, o resultado também apontou para a presenca de outros metabdlitos
secundarios: os flavonéides nas folhas e as saponinas no caule.

Dalamagro e Gasparetto, (2020), fizeram uma avaliacéo preliminar dos extratos
aquoso e hidroalcoolico, mostrando que o solvente hidroalcoolico extraiu uma
guantidade superior de metabdlitos quando comparado ao aquoso. Quanto ao perfil
fitoquimico os ensaios apontam a presenca de heterosideos cianogenéticos, taninos,

alcaloides, flavonoides, esteroides e triterpenos.

Francisco (2019), avaliou os teores de ipolamida e verbascosideo no extrato
aquoso de gervao-roxo, por analise de CLAE, comprovando uma correlagéo positiva
e moderada entre o teor do verbascosideo e ipolamida, concluindo que a medida

gue o teor de ipolamida aumenta ocorre um incremento no teor de verbascosideo.


https://loucadasplantas.blogspot.com/2019/02/flor-de-gervao.html
https://loucadasplantas.blogspot.com/2019/02/flor-de-gervao.html
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Tem sido recorrente a busca por identificar e relacionar a atividade
farmacolégica dos compostos quimicos presentes no gervdo, em especial o
verbascosideo, que tem presenca majoritaria.

O verbascosideo ou acteosideo é um composto glicosidico fendlico
hidrossollvel, composto por quatro partes quimicas: acido caféico, aglicona, grupo
de glicose (sacarideo central) e grupo ramnose (Figura 2). Dada a importancia desse
composto, suas propriedades tém sido descritas na literatura, e possui diversas
atividades, incluindo acdo antioxidante, anti-inflamatoria, fotoprotetora e quelante
(OLIVEIRA et al., 2014).

Figura 2 — Estrutura da molécula de verbascosideo

Fonte: préprio autor

O verbascosideo pode ser encontrado em diversas espécies, € amplamente
distribuido em plantas dicotiled6nias pertencentes a familia das Verbenaceae entre
outras, sendo por isso um dos compostos mais estudados. Este composto é
conhecido por possuir varias atividades farmacoldgicas, como antioxidante, anti-
inflamatoria, antinociceptiva, antihepatotoxico, antiproliferativo e antiulcerogénico
(SCHAPOVAL et al., 2010).
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2.3.2 Propriedades Terapéuticas

Ainda que de forma empirica, o gervao é consagrado mundialmente por sua
vasta utilizacdo e por suas diferentes propriedades e 0s registros cientificos
comprovam suas relevantes propriedades farmacoldgicas, que estdo relacionadas a
sua diversidade quimica (Tabela 1).

Em 1984 Pio Correa descreveu algumas atividades terapéutidas atribuidas
ao gervao-roxo, entre suas “virtudes mediciais estd o combate a dores no peito e
estbmago, bem como a de ser estimulante, sudorifica, febrifuga e diurética, util para
a lavagem de Ulceras e como detergente”.

A tabela 1 mostra uma revisdo bibliografica realizada em fevereiro de 2018,
tendo como critérios de elegibilidade as palavras Gervdo e Stachytarpheta
cayennensis no titulo do artigo, de qualquer idioma e sem qualquer critério temporal.
Obteve-se entdo 87 ocorréncias; dessas foram subtraidas citacbes e artigos
repetidos, apoés leitura dos resumos, foi considerando apenas o0s artigos que
tratavam dos efeitos terapéuticos da planta, perfazendo um total de 32 artigos.

Em acréscimo, estudos comprovaram a atividade terapéutica da
Stachytarpheta cayennensis em muitas doencas, ficando evidente sua capacidade
antimicrobiana, em destaque, para doencas parasitarias e endémicas como a
Leishimaniose (MAQUIAVELI et al., 2016; MOREIRA et al., 2007; OLIVEIRA E SA
2016) e Maléaria (CHINWUDE; ACHUNIKE; OGBONNAYA, 2016; EZENYI; AKAH;
OKOLI, 2016; FROELICH; GUPTA; SIEMS 2008; OKOKON; ETTEBONG; ANTIA
2008). Essas doencas sao consideradas graves, com ocorréncia em varias partes do
mundo e com elevado indice de morbi-mortalidade.

Mesia-Vela et al. (1997), elucidaram os mecanismos das acdes anti-secretora
acida e antiulcera gastrica de principios isolados do gervao-roxo. Outros importantes
estudos também revelaram sua acdo no sistema digestorio, seja pela atividade
antiulcerosa, quando inibe a producdo da secrecdo acido gastrico (gastroprotetor),
seja pelo aumento da motilidade intestinal fazendo um efeito laxativo (MESIA-VELA
et al., 1997; MESIA-VELA et al., 2004; PENIDO et al., 2006).

A ingestdo de cha de folhas de Stachytarpheta cayennensis é usada no Peru,
Nigéria e outros paises tropicais para o tratamento do diabetes ha muitos anos. Para
explicar esse fenbmeno, Adebajo et al. (2007), induziram ratos a hipergligemia com

injecdo de altas cargas de glicose. Na sequéncia por administracdo oral de extratos


https://scholar.google.com.br/citations?user=0NBZDAQAAAAJ&hl=pt-PT&oi=sra
https://scholar.google.com.br/citations?user=afzPiaYAAAAJ&hl=pt-PT&oi=sra
https://scholar.google.com.br/citations?user=ctODY1kAAAAJ&hl=pt-PT&oi=sra
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aquosos e metandlicos (das folhas), observou-se a reducdes significativas de glicose
no sangue, concluindo que os compostos hidroxipolamida, ipolamida e
isoverbascosideo, induziram o aumento da liberacdo de insulina evidenciando uma
atividade hipoglicémica.

Em 2020, Dalamagro e Gasparetto,, comprovaram a inibicdo do crescimento
de bacterias (Gram-positivas e Gram-negativas), principalmente Klebsiella
pneumoniae com extrato aquoso de Stachytarpheta cayennensis.

Os efeitos bactericidas ou bacteriostatico foram elucidados por Youmbi et al.,
(2020), utilizando extrato bruto, fragcbes e compostos da Starchytarpheta
cayennensis, mostrando alto potencial inibitério para em Escherichia coli e
atividades moderadas em outras bactérias, no entanto a Pseudomonas aeruginosa

mostrou-se resistente nos ensaios.

Os extratos aquosos e hidroetandlicos de folhas de Stachytarpheta
cayennensis indicaram a possivel aplicagdo como fonte de compostos bioativos,
potentes como antiproliferativos e citotdxicos para células de carcinoma pancreatico
humano (ADEBESIN, FAMAKINWA e OKPUZOR, 2016).

No sistema nervoso, de forma empirica, também ha relatos do uso das folhas
de Stachytarpheta cayennensis para insbnia e ansiedade, entre outros usos. A fim
de buscar evidéncias cientificas, conhecer os mecanismos neurais e também,
estabelecer o limite de seguranca/ toxicidade da droga vegetal, uma investigacdo em
camundongos foi realizada, por Olayiwola, Ukponmwan e Olawode (2013), na qual,
foi confirmada cientificamente, quando, os camundongos impossibilitados de
locomocao espontanea, apresentaram aumento do tempo de sono induzido, o que
confirma o seu efeito ansiolitico e através do percurso em labirinto elevado,
constataram que os receptores do sistema neural gabaérgico estdo envolvidos nas

atividades sedativas e ansioliticas.

Por fim, como a utilizacdo de plantas medicinais simboliza muitas vezes, o
unico recurso terapéutico de muitas comunidades, ha a necessidade improrrogavel

de exploracéo cientifica interdisciplinar sobre esta espécie tdo popularmente usada.
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Tabela 1 — Propriedades terapéuticas Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl,

descritas em literatura cientifica realizada por varios autores em diversos paises

EFEITO ) ANO PAIS AUTOR
FARMACOLOGICO
Acdo no Sistema 2001 Brasil VIEIRA et al.
Nervoso 2008 Brasil OKOYE et al.
2013 Nigéria OLAYIWOLA; IBIKUNLE
2013 Nigéria OLAYIWOLA; UKPONMWAN:; OLAWODE
Anti-Maléaria 2008 Alemanha/ FROELICH et al.
Panama
2008 Nigéria OKOKON:; ETTEBONG; ANTIA
2016 Nigéria EZENYI; AKAH; OKOLI
2016 Nigéria EZENYI; AKAH; OKOLI
Antimicrobiana/ 2007 Brasil SILVEIRA et al.
Antioxidante 2010 Brasil SOUZA etal.
2010 Brasil/ SCHAPOVAL et al.
EUA
2010 Nigéria OKOYE et al.
2011 Brasil SOUZA et al.
2012 Nigéria OKORONKWO; ECHEME; ONWUCHEKWA
2014 Brasil ONOFRE; KAGIMURA; MATTIELLO
2015A Brasil ONOFRE et al.,
2020 Brasil DALMAGRO e GASPARETTO
2020 Brasil YOUMBI et al.
Antinflamatoria / 2004 Brasil MESIA-VELA et al.
2005 Brasil BLANCO et al.
2012 India SIJU et al.
Hipoglicemiante 2007 Nigéria ADEBAJO et al.
2009 Nigéria ELIAKIM-IKECHUKWU; OBRI; IGIR
Hipotensor 2001 Brasil BATTISTINI
e hipertensora
Agao Anti 2016 Nigéria ADEBESIN, FAMAKINWA, OKPUZOR
neoplasica
Acdo géstrica 1997 Brasil MESIA-VELA et al.
1998 Brasil MESIA-VELA
2006 Brasil PENIDO et al.
Leishimanicida 2007 Brasil MOREIRA et al.
2016 Brasil MAQUIAVELI et al.
Outros 2014 Nigéria OKOYE et al.
2014 India RAUNIYAR et al.

Fonte: ENDNOTE WEB. Disponivel em: <https://www.myendnoteweb.com>. Acesso em: 13 set.
2020. Considerando as palavras: Gervado e ou Stachytarpheta cayennensis, no titulo, em qualquer
ano e idioma de publicacao.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Okokon%20JE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20040937
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ettebong%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20040937
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Antia%20BS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20040937
https://www.ingentaconnect.com/search?option2=author&value2=Peter+Achunike,+Akah
https://www.ingentaconnect.com/search?option2=author&value2=Charles+Ogbonnaya,+Okoli
https://www.ingentaconnect.com/search?option2=author&value2=Peter+Achunike,+Akah
https://www.ingentaconnect.com/search?option2=author&value2=Charles+Ogbonnaya,+Okoli
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2.4 Caracterizagcédo Molecular

O avanco da biologia molecular e a necessidade de deteccdo e andlise de
polimorfismo genético levou ao desenvolvimento dos marcadores moleculares.

Marcadores moleculares séo definidos como qualquer sequéncia de DNA
(acido desoxirribonucleico) que revele polimorfismo entre individuos. De acordo com
Turchetto-Zolet et al. (2017, p. 181), marcadores moleculares sdo: “um segmento
especifico de DNA representativo das diferengas ao nivel do genoma que permitem
fazer inferéncias diretas sobre a diversidade genética e inter-relacdes entre o0s
organismos ao nivel do DNA”.

Para Hoffmann e Barroso (2006), a principal aplicagdo dos marcadores
moleculares, estad diretamente ligada ao melhoramento genético, para eles, a
selecdo artificial de plantas, busca o aprimoramento de suas caracteristicas
agrondmicas ou de qualidade do produto agricola e consequentemente
apresentando grandes ganhos no rendimento.

Eles também sao indicados para estudo de mapeamento genético, selecao
assistida, diversidade genética, filogenia e taxonomia. Podem também, caracterizar
os bancos de germoplasma, através da identidade genética dos individuos,
identificacdo da riqueza alélica da colecao, representatividade da colecao, estrutura
genética por meio da variacdo genética e também a similaridade ou distancia
genética entre acessos (SIGRIST, 2009).

Neste contexto, Cristians et al. (2018), mencionam que é crucial que analises
moleculares e quimicas sejam adotadas para garantir a seguranca, eficacia e
gualidade do material vegetal .

Existem diferentes tipos de marcadores moleculares. A escolha do tipo de
marcador a ser empregado depende de fatores relacionados ao objetivo da

pesquisa.

2.4.1 Microssatélite

Hoffmann e Barroso (2006), afirmam que nos ultimos anos o uso de
marcadores tem sido uma estratégia eficiente e de interesse em varias areas do
conhecimento. Dentre eles, merecem destague 0s microssatélites, por serem

considerados ideais para estudos genéticos e de melhoramento, uma vez que
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combinam varios aspectos de interesse: a co-dominancia; multialelismo, o alto
polimorfismo, a dispersdo abundante e uniforme em genomas de plantas e a
eficiente deteccdo por Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain
Reaction - PCR).

Microssatélites, sdo também conhecidos como Short Tandem Repeats (STR
s), Simple Sequence Repeats (SSR) ou Simple Sequence Length Polymorphis
(SSLP), dada a sua natureza repetitiva, o tamanho do fragmento dos locus tende a
aumentar ou diminuir. Os microssatélites apresentam muitas vantagens e
aplicabilidades, mas, sua grande limitacao reside na necessidade do isolamento e
desenvolvimento de primers especificos para cada espécie, ou ter disponivel primers
de espécies relacionadas para testar transferibilidade (TURCHETTO-ZOLET et al.,
2017).

Para Aboulila e Mansour (2017), os marcadores microssatélites sdo técnicas
poderosas, facilmente marcados e altamente polimorficos, no entanto, apresentam
uma grande desvantagem que é o tempo e 0 custo necessarios para caracteriza-los.
Os autores reconhecem que com o desenvolvimento de novos protocolos aumenta a
confiabilidade e reduz custos, tornando cada vez mais praticos para aplicacfes de
rotina em muitas espécies.

A grande vantagem dos SSR, sobre outros marcadores moleculares, séo a
reprodutibilidade, simplicidade e rapidez, pequena quantidade de DNA requerida,
baixo custo de utilizacédo, grande poder de resolucao e altos niveis de polimorfismo.
Além disso, eles podem ser usados para analises de transferibilidade. Outra
vantagem € o uso de primers especificos para amplificacdes de regibes gendmicas
bem definidas, cujo nimero de repeticdes do motivo SSR sera responsavel pela
variabilidade observada. A desvantagem da técnica esta no tempo que se gasta
para identificar e caracterizar os locus e a dificuldade em determinar precisamente o
tamanho dos fragmentos (HOFFMANN E BARROSO (2006).

A andlise da transferibilidade pode ser confirmada através da avaliacdo de
presenca ou auséncia de bandas, dependendo do objetivo do estudo. Os
microssatélites apresentam alto grau de transferibilidade, portanto esses
marcadores podem detectar variabilidade em um grande numero de espécies
relacionadas (TURCHETTO-ZOLET et al., 2017).
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Hoffmann e Barroso (2006), reiteram que uma vez disponibilizado os primers
para a espécie em estudo, sua maior vantagem em relacdo a outros marcadores
moleculares sdo a praticidade, o alto polimorfismo e a boa distribuicdo no genoma.

Buso et al. (2003), explicam que a analise de locus microssatélites é realizada
por meio da técnica de PCR utilizando-se iniciadores (primers) complementares.
Essas variagbes no numero de repeticdes constituem-se em variagdes no
comprimento do segmento amplificado, os quais sédo detectados pela separagéo
destes fragmentos por meio da eletroforese.

Ressaltam ainda, que a grande desvantagem do uso do SSR em larga escala
€ 0 custo elevado e intensiva mao de obra, se considerar todas as etapas de seu
desenvolvimento inclusive a obtencdo dos primers. No entanto, uma vez obtidos os
primers, os custos e a demanda de méo de obra sdo reduzidos drasticamente e 0s
ensaios laboratoriais sdo rapidos, aumentando a acessibilidade da técnica,
constituindo, portanto, uma ferramenta extremamente eficiente na identificacdo e
diferenciacdo de individuos (BUSO et al., 2003).

Sigrist (2009), diz que o0s microssatélites apresentam caracteristicas muito
desejaveis, pois, entre outras, eles permitem avaliar rapidamente um grande namero
de individuos para um grande numero de locus em pouco tempo, sao facilmente
visualizados em géis, sdo amplificados via PCR, o que facilita sua obtencdo mesmo
com poucas quantidades de DNA e os primers que amplificam podem ser
compartilhados entre laboratorios.

Por fim, Turchetto-Zolet et al. (2017), reiteram que as técnicas para estudos
com marcadores moleculares tém sido muito aprimoradas, bem como o surgimento
de diferentes plataformas de sequenciamento de alto desempenho, tecnologias
aliadas as analises de bioinformatica e estatistica, assim como, a necessidade de
aumentar a sensibilidade e resolucdo na genotipagem que culminou com um rapido
avanco nas técnicas e o surgimento de diferentes metodologias de sequenciamento

de alto desempenho.
2.4.2 CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequences)
Outro marcador que vem sendo amplamente usado com sucesso € a

Sequéncia Polimérfica Amplificada e Clivada (CAPS), esse método tem sido testado

em diferentes plantas.
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CAPS sao primers sintetizados pela comparacdo das sequéncias disponiveis
em bancos de dados publicos ou cDNA ou por clonagem e sequenciamento de
fragmentos de DNA amplificados por RAPD (Random Amplified Polymorphism DNA).
A analise de CAPS é versétil e pode ser combinada com outras técnicas para
aumentar a possibilidade de encontrar polimorfismo de DNA (AMORIM, 2009).

O desenvolvimento dos marcadores CAPS, decorre das diferencas entre os
genotipos na distribuicdo dos sitios de restricdo. Como as enzimas reconhecem
sequéncias de bases especificas no DNA, a alteracdo em uma base pode criar ou
eliminar um sitio de restricio em determinado loco do genoma, gerando o
polimorfismo (AMORIM, 2009).

Faleiro (2007), afirma que esses marcadores sao fragmentos de DNA
amplificados via PCR, utilizando-se de primers especificos (20 a 30 pb), seguido da
digestdo com endonucleases de restricao.

Sao marcadores aplicados com sucesso, seu principio € muito simples e com
base em trés etapas consecutivas: a PCR com Iniciadores especificos; seguida da
Digestao de fragmento de amplificacdo com enzimas de restricdo (endonucleases);
e a Separacédo de produtos de digestdo em gel de agarose; portanto, CAPS é uma
combinacao de técnicas de PCR com métodos classicos baseado na amplificacéo
de pequenos fragmentos de DNA em vez do genoma inteiro (KANG-TSU et al.,
2010; HEUBL, 2013; HU; TSAIN; LIN, 2014).

Os marcadores CAPS também sdo chamados de marcadores PCR-RFLP,
pois sao derivados do RFLP- (Restriction Fragment Length Polymorphism)
(TURCHETTO-ZOLET et al., 2017).

Faleiro (2007), reforca que suas principais vantagens sédo a co-dominancia e a
alta reprodutividade e a principal desvantagem é a necessidade de conhecimento
prévio de sequéncia de DNA para a construcao dos primers.

De acordo com Shavrukov (2016), as bases de dados que proporcionam
sequenciamento de genomas de plantas estdo crescendo muito rapidamente, no
entanto, uma grande parte das pesquisas utilizam o CAPS, com analises manuais e
individuais nao-automaticas, por se tratar de marcadores adequados para
laboratérios simples para estudar fragmentos isolados do genoma ou gene de
interesse individual.

Em 2006 Bertea et al. (2006), descreveram um método rapido baseado no

uso da regido 5S-rRNA-NTS utilizando os  primers forward 5'-
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GTGCTTGGGCGAGAGTAGTA-3" e reverse 5-TTAGTGCTGGTATGATCGCA-3’)
como uma ferramenta para impresséo digital de DNA de plantas, que combina
analises de polimorfismo de PCR, sequenciamento e comprimento de fragmento de
restricao.

A sequéncia do gene 5S-rRNA tem sido utilizada para estudo de diversidade
genética porque ela é organizada em unidades repetidas de matriz em tandem que
compreendem uma regido de codificacdo de 120 pb conservada e um espacador
ndo transcrito (NTS) de comprimento varidvel nos nucleotideos. Esta sequéncia,
tem sido importante para avaliar algumas espécies de plantas medicinais e
aromaticas identificando quimiotipos. A regido 5S-rRNA-NTS € um componente de
todos os ribossomos, exceto na mitocondria de certas espécies. A funcdo do gene
esta associada com um componente da grande subunidade ribossdmica em todos
0S organismos eucarioticos. Portanto, a alta divervegéncia nas regides espacadoras
fornece um bom modelo para estudar a organizacdo do genova em diferentes
espécies de plantas e recentemente, tem sido usada em varias espécies para
estudar variacdes intraespecificas, evolucdo do genoma e reconstrucao filogenética
(GNAVI, BERTEA, AFFEI, 2010).

2.4.3 SCoT (Start Codon Targeted)

Este Marcador molecular tem ganhado muita popularidade, devido sua
superioridade comparada a outros marcadores de DNA dominantes. Ele foi descrito
por Collard e Mackill em 2009 e é considerado de maior preciséo e resolucao, sendo
uma boa opc¢ao para diferenciacdo genética em estudos de diversidade e analise da
estrutura genética das populacdes (GORJI et al., 2011).

Este marcador é uma técnica simples e inovadora de marcacdo de DNA, de
facil exequibilidade realizada por PCR. Capaz de atender aos programas de
melhoramento de plantas em prol das necessidades comerciais e académicas
(ABOULILA; MANSOUR, 2017).

O marcador molecular SCoT exibe alto polimorfismo e poder de resolucao,
isso se da, por serem multilocus, desta forma sdo muito Uteis para analise da
estrutura da populacdo, manejo efetivo de recursos genéticos e ainda, pode ser

utilizado para enriquecer programas de melhoramento genético que visam maior


https://www.sinonimos.com.br/exequibilidade/
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rendimento, melhor qualidade, adaptabilidade e resisténcia a pragas e doencas.
(SATYA et al., 2015),

Para Marakli (2018), o marcador SCoT apresenta inUmeras vantagens mas as
principais séo: a confiabilidade e a eficiéncia da técnica, serem muito informativos e
relativamente de baixo custo, podendo ser usado sozinho ou em combinagdo com
outros marcadores.

Os pesquisadores Collard e Mackill (2009), descreveram um protocolo para
utilizacéo de 36 primers (Tabela 2), denominado Start Codon Targeted, (SCoT), a
técnica foi validada por eles, a partir de seus experimentos com arroz (Oryza sativa).
Este sistema € baseado em pequenas regifes conservadas de genes de plantas
representados a partir do codon inicial de traducao ATG que serao flanqueadas. A
técnica requer utilizacdo de PCR, em padréo eletroforético com gel de agarose,
tornando a técnica adequada para a grande maioria das plantas e de facil uso em

laboratérios de pesquisa.

Tabela 2 — Primers das sequéncias de marcador molecular SCoT

Primer | Sequéncia

Primer | Sequéncia

Primer | Sequéncia

1 CAACAATGGCTACCACCA

13 ACGACATGGCGACCATCG

25 ACCATGGCTACCACCGGG

2 CAACAATGGCTACCACCC

14 ACGACATGGCGACCACGC

26 ACCATGGCTACCACCGTC

3 CAACAATGGCTACCACCG

15 ACGACATGGCGACCGCGA

2T ACCATGGCTACCACCGTG

4 CAACAATGGCTACCACCT

16 ACCATGGCTACCACCGAC

28 CCATGGCTACCACCGCCA

3 CAACAATGGCTACCACGA

17T ACCATGGCTACCACCGAG

29 CCATGGCTACCACCGGCC

B CAACAATGGCTACCACGC

18 ACCATGGCTACCACCGCC

30 CCATGGCTACCACCGGCG

T CAACAATGGCTACCACGG

19 ACCATGGCTACCACCGGE

3 CCATGGCTACCACCGCCT

& CAACAATGGCTACCACGT

20 ACCATGGCTACCACCGCG

32 CCATGGCTACCACCGCAC

9 CAACAATGGCTACCAGCA

21 ACGACATGGCGACCCACA

33 CCATGGCTACCACCGCAG

10 CAACAAT GGCTACCAGCC

22 AACCATGGCTACCACCAC

34 ACCATGGCTACCACCGCA

11 AAGCAATGGCTACCACCA

23- CACCATGGCTACCACCAG

35 CATGGCTACCACCGGCCC

12 ACGACATGGCGACCAACG

24 CACCATGGCTACCACCAT

36 GCAACAATGGCTACCACC

Fonte: Collard e Mackill (2009)

Uma pesquisa recente, utilizando o marcador SCoT, objetivou investigar a
diversidade genética entre varias populacdes de pistaches masculinos e femininos.

O estudo revelou que o marcador SCoT é uma ferramenta molecular Gtil e valiosa
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para separar populagbes masculinas e femininas de pistache e determinar a
diversidade genética entre as populacdbes (MALEKZADEH; MAHMOODNIA;
AMIREBRAHIMI, 2019).

2.5 Caracterizacao Quimica

Para se validar a presenca de classes quimicas em uma determinada espécie
vegetal e correlacionar a sua atividade biolégica, deve-se realizar uma triagem
guimica, mas para isso, € imprescindivel, primeiramente, fazer uma extracdo de
substancias quimicas usando um determinado solvente para a obtencdo de um
extrato bruto. Esse extrato deve ser submetido a um estudo fitoquimico, no qual é
possivel obter um perfil quimico dos metabdlitos secundarios, presentes no extrato
bruto, através das técnica analiticas, tais como CLAE - UV Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia acoplada a um detector de ultravioleta, também conhecida com a
sigla HPLC (High Performance Liquid Cromatography).

Para tanto, um dos métodos mais usados atualmente € a cromatografia ou
perfil cromatogréafico. A palavra cromatografia em grego tem duas raizes: chroma
(cor) e graphein (escrever).

A Cromatografia € um método fisico-quimico, que separa componentes de
uma mesma mistura, a partir de duas fases, enquanto uma se mantem estacionaria,
a outra se move atraves dela, € basicamente utilizada a partir de pequenas colunas,
preenchidas de materiais previamente preparados e uma fase mével que é eluida
sob altas pressdes. Capaz de realizar separacdes e andlises quantitativas de uma
grande quantidade de compostos presentes nas amostras (COLLINS; BRAGA;
BONATO, 2006).

A identificacdo da amostra, se da através da comparacdo dos tempos de
retencdo de padbes com os tempos de retencdo dos componentes da amostra
analisados, nas mesmas condicbes cromatograficas. O resultado mostra
cromatogramas que revelam a formacao de um pico em um determinado tempo, que
recebe o0 nome de tempo de retencdo. Desta forma, os componentes s&o
identificados, quando apresentam o tempo de retencdo identificados ou
extremamente semelhantes (SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2014).

Para Collins, Braga e Nonato (2006), a CLAE utiliza instrumentos que podem

ser totalmente automatizados, com eles torna-se possivel a deteccdo de muitos e


http://www.jpmb-gabit.ir/?_action=article&au=169034&_au=Khalil++Malekzadeh
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diferentes compostos e ainda permite analisar agueles compostos que aparecem em
menor concentragdo. No entanto, essa técnica também apresenta algumas
limitacdes, como o alto custo da instrumentalizacéo, alto custo na operacionalizacao
e necessidade de experiéncia em seu manuseio. Ainda assim, isto ndo impede sua
utilizagéo, e por isso a CLAE tem sido cada vez mais empregada.

Os cromatogramas, representam o tempo de retencdo em minutos pela
resposta do detector em relagdo ao padrdo usado. Assim, se a amostra ndo produz
um pico no mesmo tempo de retengcdo, pode-se considerar que 0 composto em
guestdo estd ausente ou sua presenca ocorre em nivel de concentracao abaixo do
limite de detecc¢ao do procedimento (SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2014).

Devido aos grandes avancos tecnologicos, a CLAE se tornou uma das
técnicas de maior emprego, devido sua capacidade de separar amostras cada vez
mais complexas, contendo compostos de caracteristicas variadas, em tempo
reduzido de andlise, alta resolucdo e boa andlise qualitativa e quantitativa
(COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

Da mesma forma, Skoog, Holler e Crouch (2014), consideram o método como
sensivel e de facil adaptacdo para determinacdes quantitativas. Afirmam que a
CLAE é a mais usada de todas as técnicas analiticas de separacdo e que sua
popularizacdo se deu por sua capacidade de separacdo de compostos nao volateis

e por sua ampla aplicabilidade a substancias de grande interesse para a industria.

2.6 Teste de Inibicdo Enziméatica

Depressdo, ansiedade e doencas neurodegenerativas, estdo diretamente
associadas ao aumento da expectativa de vida, com isso had a necessidade de
descoberta de drogas capazes de prevenir, postergar ou mesmo estabilizar tais
enfermidades é urgente.

Dentre outras terapéuticas, o tratamento farmacolégico das doencas
neurodegenerativas e distarbios psiquiatricos consistem no controle sintomatico
através do uso de inibidores da enzima monoamina oxidase (IMAO), uma reducéo
dos seus niveis de atividade resulta no aumento das concentracfes de certos
neurotransmissores cerebrais, além de uma diminuicdo na producdo de peroxido de
hidrogénio, subproduto da reacdo catalisada pela MAO (FOLLMER; BEZERRA
NETTO, 2013).
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Os medicamentos sintéticos sdo muito eficazes, no entanto, evidenciam o
aparecimento de efeitos indesejados, por esta razdo, aumentam o numero de
estudos na identificacdo de produtos naturais, em especial de origem vegetal, que
inibam a enzima Monoamina Oxidase (MAO).

A MAO-A tem sido importante alvo terapéutico por desempenhar um papel
importante nos transtornos de depressdo e ansiedade, enquanto a MAO-B esta
envolvida em doengas neurodegenerativas. Estas enzimas estdo localizadas na
membrana mitocondrial externa, que catalisa a desaminagdo oxidativa de
monoaminas (FOLLMER; BEZERRA NETTO, 2013).

2.7 Reducdao do radical DPPH (2,2- diphenyl-1-picrylhydrazyl)

Este teste foi primeiramente sugerido em meados de 1950, e a partir dai o
meétodo foi utilizado para detectar doadores de hidrogénio em produtos naturais, e
mais tarde, determinar a atividade antioxidante de fendis, alimentos e amostras
biologicas (BENZIE et al.,1999).

Para Xie e Schaich (2014), o ensaio do DPPH é simples e pode ser
executado nos laboratorios mais rudimentares, por isso, tém se visto extensas
aplicacdes do método, no entanto, desde o seu desenvolvimento, sofreu inGmeras
variagdes nas concentracdes, no tempo, bem como no calculo da acéo antioxidante.

E considerado um método indireto, pois, caracteriza-se por uma reacédo de
oxireducéo entre o oxidante e o antioxidante. O radical DPPH ¢ estavel de cor lilas,
mas quando reduzido passa a ter coloracdo amarela, para Benzie et al. (1999), a
intensidade da mudanca de cor é proporcional a atividade deste antioxidante ou a
concentracdo do mesmo.

O método € basicamente demonstrado pela capacidade do DPPH em reagir
com doadores de hidrogénio, assim, na presenca de substancias antioxidantes o
mesmo recebe H* e é reduzido, ou seja, evita a oxidacdo. Sua principal vantagem é
a possibilidade de ser facilmente detectado por espectrometria e por sua precisao na
avaliacdo da atividade antioxidante de produtos naturais (SANCHEZ-MORENO,
2002).
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E reconhecido que dados de eficacia e seguranca de varias plantas
medicinais ainda nao sao suficientes para dar suporte ao seu uso, por vezes, devido
a falta de metodologias adequadas, para avaliar essas plantas.

Esta pesquisa se justifica por considerar que ainda existe resisténcia dos
profissionais prescritores quanto ao uso de fitoterdpicos; em funcdo da origem
extrativista da maioria das plantas medicinais comercializadas no Brasil, o que
compromete a espécie e sustentabilidade; considerando que além disso, 0s quesitos
fraude e contaminacdo do material, seja por falta de cuidados na coleta e ou falta de
tratamento do material coletado; a troca de uma espécie por outra ou ainda
presenca de fungos e bactérias; bem como, a variabilidade quimica e genética
podem interferir na qualidade e eficacia do medicamento, seja pela falta de
padronizacdo dos extratos, que podem conter ou ndo o principio ativo ou pela
presenca de compostos toxicos em quantidade desconhecida (MOREIRA;
SALGADO; PIETRO, 2010).

Cristians et al. (2018), reforca que ndo existe uma pratica padrédo para
identificar as espécies de plantas medicinais comercializadas e usadas em produtos
fitoterapicos; assim, os consumidores e a industria sofrem com fraudes e praticas
antiéticas, nas quais as espécies vegetais podem ter substituicdo e adulteracao.
Essa situacdo pode levar a eventos de intoxicacdo ou auséncia de eficacia

terapéutica.

Considera-se a Stachytarpheta cayennensis uma espécie com grande
potencial para utilizacdo no SUS, entretanto ha necessidade de estudos sobre a
variabilidade genética, composi¢do quimica, potencial antioxidante e sua capacidade
de inibir a enzima MAO-A. Portanto estudos quimicos, farmacologico e genético
desta espécie possibilitara a producdo de um material padronizado e por

conseguinte seguro para uso da populacéo.



37

4 HIPOTESE




38
Hipotese

A espécie Stachytarpheta cayennensis apresenta uma variabilidade genética
e quimica que se expressa em diferentes quimiotipos, capazes de reduzir a enzima

MAO-A e apresentar atividade antioxidante.
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5.1. Objetivo geral

Avaliar a espécie Stachytarpheta cayennensis do ponto de vista, genético,
quimico e farmacoldgico visando a disponibilidade de material padronizado para as

Farmaéacias Vivas.

5.2. Objetivos especificos

- Coletar folhas de individuos provenientes de diferentes colecdes,

- Estudar a estrutura e a diversidade genética da colecdo utilizando o
marcador molecular microssatélite, CAPS e SCoT,

- Quantificar teor de verbascosideo,

- Verificar o potencial antioxidante

- Identificar sua capacidade de inibicdo da enzima MAO-A.
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6.1 Coleta das amostras

O material vegetal utilizado foram folhas jovens de Stachytarpheta
cayennensis, num total de vinte e oito amostras. As exsicatas encontram-se
inseridas no acervo da Universidade de Ribeirdo Preto — UNAERP sob nimero de
registro HPMU — 1891 e 1892. A atividade de acesso ao Patrimdnio Genético foi
cadastrada no SisGen (n° do cadastro AO7DOAS).

Destas, vinte individuos foram coletados na Colecéo de Plantas Medicinais da
Farméacia da Natureza, distrito de Jurucé, municipio de Jardindpolis (SP),
identificadas aqui pela letra T e oito plantas coletadas na cole¢cdo de plantas
Medicinais da Universidade de Ribeirdo Preto (UNAERP), Ribeirdo Preto (SP),
identificadas com a letra U (Tabela 3).

Tabela 3 —Identificacdo dos locais de coleta e procedéncia dos acessos de

Stachytarpheta cayennensis utilizados na pesquisa

Localidade Amostra

Colecéo de Plantas

Medicinais da Farméacia T1 T6 T11 T16
da Natureza, distrito de T2 T7 T12 T17
Jurucé, municipio de T3 T8 T13 T18
Jardinépolis — SP T4 T9 T14 T19

5 T10 T15 T20
Colecédo de plantas uz25 u34 u40 u45
medicinais da uU33 U39 u44 u46

Universidade de Ribeirao
Preto - UNAERP
Ribeirdo Preto - SP

Procedéncia do material: (T1-20) = Jardindpolis - SP; (U25) = Ribeirdo Preto - SP; (U33) =
Piracicaba - SP; (U34; U39; U40; U44) = Araxa - MG; (U45) = Jaboticabal - SP; (U46) =
ltuiutaba - MG.

Fonte: préprio autor
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6.2 Caracterizacdo Molecular

6.2.1 Extragdo do DNA Gendmico

O método para obtencdo de DNA foi baseado em DOYLE e DOYLE (1990)
modificado e descrito a seguir. Folhas jovens e frescas foram pesadas na
guantidade de 100 mg diretamente em microtubos de 2 mL, maceradas em
nitrogénio liquido e silica com a ajuda de um bastéo de vidro até a obtengcdo de um
fino po, imediatamente foi adicionado 1.000 pL de tampéo de extragcdo CTAB
(brometo de cetiltrimetilaménio), Tris-HCI 100 mM pH 8,0; EDTA (&cido etileno
diamino tetra acético) 100 mM; NaCl 1,4 M; solucéo de CTAB 2 % p/v; solugao de [3-
mercaptoetanol 2 % v/v; PVP (polivinilpirrolidona) 2 %. Os microtubos foram
mantidos em gelo até o processamento de todas as amostras, apés foram incubadas
em banho-maria a 65 °C por 30 minutos, em seguida foram acrescentados 200 uL
de clorofil (cloroférmio-alcool isoamilico 24:1 v/v), os tubos foram cuidadosamente
invertidos cinco vezes. A solucédo foi centrifugada a 12.000 rpm (rotacdo por minuto)
a 4 °C, durante 5 minutos, o sobrenadante foi transferido para microtubos de 1,5 mL,
adicionou-se a solugdo 600 pL de isopropanol (- 20 °C), os tubos foram
homogeneizados por inversdo e colocados no freezer durante 10 minutos para
acelerar a precipitacdo. Apos o tempo de precipitacdo os tubos foram centrifugados
a 12.000 rpm a 4 °C durante 10 minutos. O pellet de DNA aderido ao tubo foi
visualizado e a fase liquida foi descartada, os tubos foram repousados sobre papel
absorvente. No passo seguinte os pellets foram lavados em 1 mL de tampé&o de
lavagem (etanol a 70 %, acetato de amonia 7,5 mM); os pellets foram deslocados e
0s tubos mantidos em repouso a temperatura ambiente durante 20 minutos e
centrifugados novamente a 12.000 rpm a 4 °C por 10 minutos, descartado o
sobrenadante, e lavados duas vezes em etanol 70 %, descartados o sobrenadante e
repousados sobre papel absorvente e secos a temperatura ambiente. Os pellets
foram ressuspendidos em 50 uL de &gua ultra pura e armazenado a - 20 °C.

As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose, a 1 % (m/v)
acrescido de brometo de etideo a 0,001 %, para verificacdo da qualidade do DNA
obtido. A eletroforese foi conduzida em tampao TBE (Tris base, acido bérico, EDTA,

pH 8) a 90 V, 2,66 V/cm e 400 mA por aproximadamente 90 minutos.



44
Materiais e Métodos

A visualizacdo foi feita em transluminador Gel Doc 2.000 da Bio Rad e
documentada pelo programa Carestream Molecular Imagine Software.

O DNA foi quantificado em espectrofotdmetro NanoDrop (IMPLEN P360), e a
razao entre 260/280 nm foi calculada e utilizada para estimar a pureza das amostras
de DNA.

6.2.2 Teste de transferibilidade de Microssatélite

O DNA extraido de cada individuo foi armazenado em freezer -20 °C, e a
partir destes foram retiradas as aliquotas para diluicdo e obtencdo de concentracédo
final a 10 ng/pL, a fim de padronizar as reagdes de PCR.

A amplificag&o foi realizada em uma mistura contendo 7,8 yL agua ultra pura,
1,5 yL de tampao de reacéo (10x), 1,2 uL BSA (2,5 mg/mL), 1,5 yL dNTPs (2,5 mM),
1,2 pL de primers (forward e reverse 50 uM), 0,3 yL de Tag DNA Polimerase (5 U/
ML) e 1,5 uL de DNA (10 ng/uL). Totalizando 15 uL de reacédo por individuo.

Para o teste de transferilibilidade foi utilizado um conjunto de seis iniciadores
(LABO5, LADO3, LAEO3, LAF04, LAHO6 e LAHO09), desenvolvidos por Rocha et al.
(2015) para a espécie Lippia alba (Verbenaceae) e estao descritos na tabela 4.

As reacOes de PCR foram realizadas em um termociclador (marca JG modelo
Gene Mate Series), as condi¢cdes dos ciclos consistiram em 5 minutos iniciais a 94
°C, seguidos de 1 minuto de desnaturacéo a 94 °C, 1 minuto de anelamento a 55 °C
e 1 minuto de alongamento a 72 °C repetidos por 35 ciclos e finalizando com 10

minutos de extensao a 72 °C.
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Tabela 4 — Sequéncias dos locus microssatélites desenvolvidos por Rocha et al.
(2015), para a espécie Lippia alba

LOCUsS PRIMERSEQUENCE (5°-3")
LABO5S |F TCCACCTCTTCTGCTTCACA

R CAGTTCGTGGCATCTGTGTT
LADO3 |F CGACCTAAGACACACCTAAGCA

R TGGAAATATGGGTTCACCTTG
LAEO3 |F GCAGCTCCAAATCCAACAG

R GTTGATTGCCAAAGCGTCTA
LAEO9 |F GCATGAAATAATAAAATAAAAGACTCC

R CCCCTAAACCCCAAACTCAT
LAFO4 |F GGCCTTGTGGTAAGATCCTG

R ACCATGCTGGGTTTATGTCC
LAGO4 | F TGGAATTGGCTAGGCATGAT

R GGGTTGACCAAAAAGTCACAA
LAGO5 |F CGATTCTGGAAAATCTGGGTA

R TGTTCTTGATGTTCATAAACCCTA
LAHO6 |F TACACCACCACAGCAGCAC

R ACAGGCTTTACGCACGAAGT
LAHO9 |F CGTGTCTCGGGATATACGTG

R CCTCACAAGAAAGCATGTGG

Fonte: Rocha et al., (2015).

Para a otimizac&o dos primers com o objetivo de alcancar melhores condicdes
de amplificacdo, a temperatura de anelamento (55 °C) descrita na pesquisa de
Rocha et al. (2015), foi modificada. Assim, as PCRs foram realizadas com
temperatura variadas (1- 45 °C, 2- 46,3 °C, 3- 47 °C, 4- 49,5 °C, 5- 51,7 °C, 6- 53,8
°C, 7- 55,9 °C, 8- 58,1 °C, 9- 60,4 °C, 10- 62,2 °C, 11- 64 °C e 12- 65,1 °C).

Os fragmentos resultantes do processo de PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1 %, acrescido de 0,001 % de brometo de etideo,
em tampédo TEB 1X. Apoés a polimerizacdo da matriz foi realizada sob condicdes
controladas em cuba horizontal Bio Rad (Electrophoresis Power Supply — EPS
6000), a 70 V. por um periodo aproximado de trés horas, usando marcador de peso
molecular de 100 pb. A visualizacdo do gel foi feita em transluminador Gel Doc
2.000 da Bio Rad e documentada pelo programa Carestream Molecular Imagine

Software.
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6.2.3 CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequences)

O DNA gendmico foi armazenado em freezer -20 °C, foram retiradas as
aliquotas para diluicdo e obtencdo de uma concentracao final a 20 ng/ul, a fim de
padronizar as reacdes de PCR.

Foram utilizados 20 ng/uL de DNA para amplificacdo de sequéncias da
regido: 5S-rRNA-NTS, (forward: 5’- GTGCTTGGGCGAGAGTA GTA- 3’ e reverse: 5'-
TTAGTGCTGGTATGATCGCA-3’), primers utilizados por Bertea et al. (2006).

As reacgOes de amplificacdo foram compostas por uma mistura contendo 31,8
ML agua ultra pura, 10 uL de tampao de reacdo (5X), 0,2 uL de dNTPs (2,5 mM),
2,0 yL de primers forward (10 uM) e 2,0 yL de primers reverse (10 uM), 0,5 uL
de Tag DNAPolimerase (Taq — Promega 5 u/uL), 1,5 uL de MgCl, e 2,0 yL de DNA
(10 ng/pL). Totalizando 50 L de reacéo por individuo.

As reacoes de PCR foram realizadas em um termociclador (marca JG modelo
Gene Mate Series) em diferentes temperaturas. As condi¢cdes dos ciclos consistiram
em desnaturacdo inicial de 4 minutos a 94 °C, seguidos de 30 segundos de
desnaturacdo a 94 °C, 1 minuto de anelamento a 52 °C e 1 minutos de de extenséo
a 72 °C, repetidos por 30 ciclos e finalizando com 5 minutos de extensédo a 72 °C .

O produto da PCR foi aplicado em gel de agarose a 1,5 % com tampéo TBE,
corado com brometo de etideo 0,001 % e submetido a eletroforese em cuba
horizontal Bio Rad (Electrophoresis Power Supply — EPS 6000), a 90 V por um
periodo aproximado de duas horas e trinta minutos usando marcador 100 pb.

O gel foi colocado sobre o transluminador de bancada (marca Vilber Lourmat)
para a visualizacdo e extracao das bandas de interesse.

As bandas com tamanhos aproximados de 500 pares de base (marcador
Promega — 100 pb DNA Ladder - G2101) foram recortadas do gel e purificadas com
kit de purificacdo (Promega — Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System — A9281).

Os parametros utilizados na digestdo com enzimas de restricdo foram
realizadas a partir de uma mistura contendo 17,15 pL agua ultra pura, 1,85 uL
Enzima Eco RI (37,5 U), 3,0 uL de tampéo de reacéo (10X), 3,0 yL BSA (10 mM) e
5,0 pL amostra (15 ng/uL). Totalizando 30 uL de reacgédo por individuo.

Todas as reacfes foram realizadas segundo o protocolo proposto por Gnavi,
Bertea e Affei (2010), desta forma, o produto da purificacdo (amostra), foi

quantificado e diluido a 15 ng/pL, em seguida foi submetido a incubacdes para a
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digestdo com as enzimas Cla | (AT/CGAT), EcoR | (G/IAATTC), Hha | (GTT/AAC ) e
Mse | (T/TAA). As amostras foram colocadas a 37 °C por 60 minutos para a digestao
em termociclador (marca JG modelo Gene Mate Series). Na sequéncia,
respectivamente, todo o produto da digestéo foi acrescido de 5 yL de tampé&o de
carregamento e aplicado em gel de agarose a 1 %, submetidos a eletroforese em
tampdo TEB em cuba horizontal Bio Rad (Electrophoresis Power Supply — EPS
6000) durante duas horas e meia a 90 V. (GNAVI; BERTEA; AFFEI, 2010).

A visualizacdo foi feita em transluminador Gel Doc 2.000 da Bio Rad e
documentada pelo programa Carestream Molecular Imagine Software.

6.2.4 SCoT (Start Codon Targeted)

Para o presente estudo as amostras de DNA foram submetidas ao ensaio
SCoT, a técnica da reacdo de PCR foi realizada de acordo com o protocolo descrito
por Collard e Mackill (2009).

Apos testes de amplificacdo com os primers SCoT, optou-se em selecionar
um total de 10 primers (01, 03, 08, 09, 13, 21, 24, 29, 34 e 35), dentre os listados na
tabela 2.

O DNA extraido de cada individuo foi armazenado em freezer -20 °C, e a
partir destes foram retiradas as aliquotas para diluicdo e obtencédo de concentracao
final a 10 ng/puL, a fim de padronizar as reacdes de PCR.

A amplificacéo foi realizada em uma mistura contendo agua ultra pura 4,4 L,
1,0 uL de tampéo de reacdo (10X), 1,0 yL de dNTPs (2,5 mM), 0,1 puL de Taqg
DNA Polimerase (5 U/uL), 1,0 yL de primers (8 uM) e 2,5 yL de DNA (10 ng/uL).
Totalizando 10 yL de reacédo por individuo. Importante dizer que o Tampao da
enzima é suplementado com MgCla.

As reacdes de PCR foram realizadas em um termociclador (marca JG modelo
Gene Mate Series) em diferentes temperaturas. As condi¢cfes dos ciclos consistiram
em 3 minutos iniciais a 94 °C, seguidos de 35 ciclos de 1 minuto de desnaturacéo a
94 °C, 1 minuto de anelamento a 50 °C e 2 minutos de extensdo a 72 °C, e
finalizando com 5 minutos de extenséo a 72 °C.

O produto das amplificacdes foi visualizado em gel de agarose 1,5 % corado

com brometo de etideo 0,001 % e submetido a eletroforese em cuba horizontal Bio
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Rad (Electrophoresis Power Supply — EPS 6000), a 60 V. por um periodo
aproximado de 180 minutos, usando marcador 100 pb.
O gel foi visualizado no transluminador (Gel Doc 2000 da Bio Rad) e

documentado através do programa Carestream Molecular Imagine Software.

6.3 Caracterizacao Quimica

6.3.1 Preparo do material vegetal

Para o preparo dos extratos, as folhas de cada individuo foram
acondicionadas em pequenos sacos pardos semi kraft (largura 9,5 cm X
comprimento 24,5 cm x 5 cm lateral), abertos, devidamente identificados, colocados
em estufa de secagem com circulacdo (Modelo MA035/5/10P Marca Marconi), a
45°C por 24 horas.

Os individuos coletados na Colecdo de Plantas Medicinais da Farmacia da
Natureza, por serem amostras com maior quantidade de folhas, foram triturados
individualmente em moinho Macro de faca (modelo MA680, marca Marconi), até
obter granulatura de 32 mesh. As amostras oriundas da Colecdo de Plantas
Medicinais da UNAERP, por terem uma quantidade pequena de folhas, foram
individualmente trituradas em micro moinho de faca (modelo MA048, marca
Marconi), até obter granulatura de 32 mesh, pesados (500 mg cada) e transferidos

para tubos, previamente identificados.

6.3.2 Preparo do extrato AQuoso

Os extratos de cada amostra foram obtidos por infusdo em 10 mL de agua
fervente para cada 500 mg de droga vegetal (5 %), por 5 minutos. Foram filtrados
em algodao e transferido para um novo frasco. Foi realizada uma nova extracdo com
o material vegetal utilizando mais 10 mL de agua fervente, aguardou-se 5 minutos.
Os extratos foram filtrados novamente e adicionados aos frascos contendo o extrato
da primeira extracao; posteriormente, os frascos foram tampados com fibra de TNT

(Tecido néo tecido).
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Para o preparo de extratos das amostras U33, U39, e U44, devido a pequena
guantidade de droga vegetal (< 500 mg), a extracao foi realizada utilizando o volume
de agua proporcional a 5 %.

Ap6s a extracdo, os extratos foram congelados em freezer (-20 °C) e
liofilizados para remocé&o da agua.

6.3.3 Cromatografia Liquida de alta Eficiéncia com Detector de Ultravioleta

A cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de ultravioleta (CLAE-
UV), foi realizada em equipamento da marca Shimadzu® (Kyoto, Japdo), sob as
seguintes condic¢des: o extrato seco (1 mg) foi solubilizado em 1 mL de metanol (de
grau CLAE), filtrado usando filtro seringa 45 p e a solugcédo (20 uL) foi injetada em
CLAE, em coluna analitica de fase reversa Luna C-18 250 mm x 10 mm, 5 p
(Phenomenex, California, USA) acoplada a detector de arranjo de diodo SPD-M10A.

Como sistema fase movel, foi utilizado: agua + CH3COOH 0,1 % (A) e
metanol (B), utilizando um gradiente de 10 a 70 % B (0 até 32 minutos); de 70 a 10
% B (32 até 35 minutos); 10 % B (35 até 40 minutos) com vazéao de 1 mL/min. por 40
min. e a deteccao foi realizada com UV a 330 nm para o verbascosideo. O reagente
padrdo de verbascosideo usado, foi da marca Sigma Aldrich. As analises foram
realizadas em triplicata.

As curvas analiticas foram obtidas isoladamente dos compostos, sendo 0s
padrdes, solubilizados em metanol nas concentracdes de 500; 250; 125; 62,5; 31,25
e 15,625 ug mL1.

6.4 Andlise dos Dados Moleculares e Fitoquimicos

As quantificacbes dos compostos foram submetidas a Andlise de Variancia
(ANOVA) utilizando o programa SISVAR V.4.3 (FERREIRA, 2003), sendo as médias
dos gendtipos comparados pelo teste de Scott-Knott a 5 % de significancia (SCOTT;
KNOTT 1974).

A partir das imagens de géis, geraram uma leitura para a configuracdo de uma
matriz binaria de 0 e 1 (presenca ou auséncia de bandas nos individuos). A partir da

matriz de similaridade entre individuos foi obtida pelo programa FreeTree v.0.9.1.50 .
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As relacdes genéticas foram mostradas com a elaboracdo de um dendograma, no
programa Tree VieW e MEGASG6.

Na obtencao da medida da similaridade genética foi efetuada empregando-se
o coeficiente de Jaccard (a/a+b+c), onde “a” representa o numero de concordancia
positiva do tipo 1-1, “b” € o numero de discordancia 1-0 e “c” é o tipo de discordancia
0-1. Em seguida o agrupamento foi realizado pelo método da média aritmética ndo
ponderada Unnweighted Pair Group Methol With Arithmetic Mean (UPGMA). A
mesma matriz foi analisada por PCoA (Anélise em Coordenadas Principais) visando
determinar a formacgéo dos grupos (PEAKALL; SMOUSE, 2006).

Para a discriminagéo dos grupos génicos entre os individuos foi empregado o
método bayesiano utilizando o programa STRUCTURE versédo 2,1 (PRITCHARD et
al., 2000). Neste estudo foram testadas as probabilidades de 01 a 20 agrupamentos
(K=1 a K=20) seguindo os parametros: 300000 burning e 500000 MCMC. O modelo
“‘no admisture” com frequéncias alélicas nao correlacionadas foi utilizado, pois se
trata de germoplasma. A escolha do valor de K para melhor agrupar os acessos foi
feita com base no critério proposto por Evanno et al. (2005).

Na andlise dos dados quimicos, as areas referentes aos picos dos
cromatogramas das amostras e da curva analitica foram tabuladas e analisadas no
software Excel® (Microsoft) para obtencdo da regressdo linear, quantificacdo e
céalculos dos parametros de linearidade, precisdo, exatidao, limite de quantificacéo e
limite de deteccdo.

Foi gerada uma matriz das varidveis quantitativas baseada na distancia
euclidiana e a partir desta matriz foi realizado o agrupamento utilizando o método
UPGMA.

6.5 Inibicdo Enzimatica MAO A

6.5.1 Preparacdo das amostras e extratos

Para preparacdo das amostras foi utilizado 10 g de cada amostra seca e

moida, feito uma mistura Unica, na sequéncia, foram preparados 0s extratos aquoso

e hidroalcdolico.
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Extrato Aquoso: pesado 10 g da mistura das amostras, adicionado 100 ml de
agua fervente, com 5 minutos de espera, filtrado, congelado e posteriormente
liofilizado.

Extrato hidroalcoolico: pesado 10 g da mistura das amostras, adicionado 100
ml solucdo hidroalcéolica 70 %, deixado por sete dias. Foi filtrado, congelado e
posteriormente liofilizado.

Para o ensaio, em microtubos previamente identificados, foi pesado, 5 mg/mL
de extrato seco hidroalcoolico e 5 mg/mL de extrato seco aquoso. Eles foram
solubilizados em uma solucao de sulféxido de dimetilo (DMSO) a 2,5 %.

As demais concentragdes de ambos os extratos foram realizadas a partir de
diluicdes seriadas. No teste, a maior concentracdo dos extratos avaliados foi de 1
mg/mL e a concentracao final de DMSO foi de 0,5 %.

6.5.2 Reagentes e padrdes

Monoamina oxidase A recombinante humana, tiramina, clorgilina, acido
vanilico, 4-aminoantipirina, peroxidase de radbano e tiramina foram adquiridos da
Sigma Aldrich.

6.5.3 Atividade de Inibicdo da MAO-A

A inibicdo da MAO-A foi realizada em placas de 96 pocos seguindo o
protocolo de Lopez et al. (2016), com modificacdes.

Foram adicionados em cada poc¢o 50 pL da solugdo cromogénica (0,8 mM de
acido vanilico, 2.5 mM de 4-aminoantipirina e 4 U/mL de peroxidase de rabano,
preparados em tampao fosfato pH 7,6), 100 uL a 3 mM de tiramina, 50 yL do extrato
de Stachytarpheta cayennensis em metanol, e 50 pL de MAO-A 8 U/mL.

Em seguida a placa foi incubada a 37° C e absorbancia foi lida a 490 nm a
cada 5 minutos por meia hora. O controle positivo (clorgilina) e do solvente (metanol)

foram considerados na placa.
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6.5.4 Andlise dos dados da Inibicdo da MAO -A

Trés avaliacdes independentes das atividades inibitorias da MAO-A foram
realizadas e os dados adquiridos foram analisados usando o software GraphPad
Prism. Os valores de ICso do extrato hidroetandlico, feniletandides purificados e o
controle positivo foram calculados por regressdo nao-linear, simulando parcelas de

log (concentragéo de inibidor) versus porcentagem de inibicdo normalizada.

6.6 Ensaios de atividade antioxidante em Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl

Uma das técnicas atualmente utilizada para detectar a capacidade
antioxidantes de compostos, € 0 método baseado na eliminacdo do radical livre
estavel 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH?¢)

6.6.1 Preparo da Solucédo DPPH 0,004 %

Inicialmente foi feito o preparo da solucédo de DPPH (0,004 %), para tanto foi
pesado 0,004 g de DPPH e diluido 10 mL de metanol p.a; a solucdo foi transferida
para um baldo volumétrico de 10 mL e completado o volume, o frasco foi coberto
com papel aluminio.

Foi verificado a absorbancia da solucao para garantir que a mesma estivesse
menor que 1 (entre 0,8 a 0,99 em um comprimento de onda de 517 nm) depois

armazenada temperatura de 4° C.

6.6.2 Preparo dos extratos para ensaio de atividade antioxidante

Foi pesado separadamente em microtubos, previamente identificados, 40 mg
de extrato seco hidroalcoolico e 40 mg de extrato seco aquoso que foram dissolvidos
em 2 mL de metanol p.a, para se obter uma concentracédo de 20 mg/mL.

As demais concentracdes de ambos os extratos (10 mg/mL; 5 mg/mL; 2,50
mg/mL; 1,2 mg/mL; 0,6 mg/mL; 0,3 mg/mL; 0,15 mg/mL; 0,07 mg/mL e 0,039

mg/mL), foram feitas a partir de diluicdo seriada.

6.6.3 Preparo das solucdes para leitura em espectrofotometro a 517 nm
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Foi transferido 100 puL de cada um dos extratos preparados em diferentes
concentragbes para um microtubo devidamente identificado; em seguida foi
acrescentado 1.900 pL da solucéo de DPPH.

Assim, as concentracgdes finais testadas dos extratos foram 1000 pg/mL; 500
pg/mL; 250 pg/mL; 125 pg/mL; 62,5 pg/mL; 31,25 pg/mL; 15,62 pg/mL; 7,81 pg/mL;
3,90 pg/mL e 1,95 pg/mL.

O branco foi preparado com 100 pL de metanol p.a acrescido de 1900 uL da
solugcéo de DPPH.

As solugdes foram incubadas por 15 minutos com protecao da luz a 30 °C.

Na sequéncia foi adicionado 2mL de metanol p.a. na cubeta do
espectrofotdmetro para zerar descartando o na sequencia.

Foi adicionado 2 mL do branco para a leitura da absorbancia, em seguida o
descarte do branco.

Adicionou se 2 mL da solugéo contendo o extrato hidroalcéolico na primeira
concentracdo (20 mg/mL), e em seguida a leitura do valor da absorbancia foi

realizada. Este procedimento foi realizado para todas as solucdes preparadas.

6.6.4 Analise dos Dados da atividade antioxidante dos extratos

Os valores de absorbancia foram utilizados para calcular o percentual de
atividade antioxidante dos extratos analisados em diferentes concentragdes,
seguindo a equacéo abaixo.

Célculo da % de atividade antioxidante dos extratos

% atividade antioxidante = AB — AA x 100
AB
Onde: AB =valor da absorbancia do branco
AA = valor da absorbéancia da amostra

Os valores obtidos foram empregados na andlise de regressao linear para
determinar o ECso - concentragdo de antioxidante necessaria para sequestrar 50 %
dos radicais DPPH.

As andlises foram efetuadas em triplicata e os resultados apresentados como

meédia + desvio padréo
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A Rutina foi a solugéo controle (positivo), usada na concentracéo final de 4

mg/mL.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO
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7.1 Caracterizagcédo Molecular

7.1.1 Extracgéo e Integridade do DNA Gendmico

As modificacbes no protocolo de extracdo do DNA de Stachytarpheta
cayennensis, foram eficientes, evidenciando a integridade e boa qualidade,
apresentando uma razdo 260/280 nm de 1,8 (Figura 3).

Figura 3 — Analise eletroforética da extracao de DNA
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Fonte: propria

Para Macédo (2018), o protocolo Doyle e Doyle (1990), € o método de
extracdo de DNA mais utilizado, pois, apresenta boa resposta para diferentes
espécies vegetais. Sua base em CTAB mostra muita eficiéncia, no entanto necessita
de variacoes de acordo com a espécie e o tecido utilizado, essas modificacdes
podem ser pela adicdo de antioxidantes, agentes desproteinizantes e outros, podem

melhorar a eficiéncia na obtencédo do DNA.

7.1.2 Amplificacdo por PCR e variabilidade Genética utilizando marcador molecular

Microssatélites

O produto da reacdo de PCR utilizando os primers de microssatélite (Figura 4)
evidenciou que ndo houve amplificacdo com a temperatura de anelamento (55 °C),
sugerida por Rocha et al., (2015). As diferentes temperaturas de anelamento

utilizadas também nao foram eficientes (Figura 5).
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Figura 4 — Perfil do gel de agarose via PCR
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Figura 5 — Perfil do gel de agarose via PCR com utilizag&o de primers em diferentes
temperaturas. Grupo 10 (62,2 °C), Grupo 11 (64 °C) e Grupo 12 (65,10 °C)
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Fonte: propria

No caso da espécie Stachytarpheta cayennensis, apesar de ser da mesma
familia da Lippia alba (Verbebaceae), a transferibilidade dos primers microssatélites
desenvolvidos por Rocha (2015), para Lippia alba, ndo foram eficientes na
amplificacdo de fragmentos, o que impossibilitou o estudo de diversidade genética
utilizando este marcador molecular.

Silva (2019), também realizou estudo de transaferibilidade de microssatélites
entre Campomanesia adamantium (gabirobeira) e Eucalyptus spp, espécies
diferentes, mas que pertencem a mesma familia (Mirtaceae) e relatou a néo
eficiéncia da transferibilidade, concluindo que embora Eucalyptus spp. e C.
adamantium sejam da mesma familia, é possivel que essas espécies tenham pouca

homologia entre seus genomas, até mesmo pela grande distancia do local originario
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de cada uma, sugerindo que a nao transferibilidade seja atribuida a distancia

genética entre os materiais avaliados.

7.1.3 Amplificagdo por PCR e variabilidade genética utilizando marcador molecular
CAPS

Varios autores reconhecem a eficiéncia dos marcadores CAPS como uma
ferramenta poderosa para distinguir genétipos. Reforcam que a combinacdo de
técnicas biomoleculares e quimicas permitem uma constru¢cdo de mapa genético e
uma caracterizagcado molecular da regidao 5S-rRNA-NTS de seu genoma. Relatam que
a metodologia é satisfatéria e garantem a qualidade dos dados obtidos. Concluindo
gue os marcadores moleculares CAPS sao valiosos recursos para programas de
melhoramento e estudos genéticos (AMORIM, 2009; GNAVI et al., 2010; LIU et al.,
2016; RUBIOLO et al., 2009).

Entretanto, apesar da amplificacdo da regido 5S-rRNA-NTS em S.
cayennensis ter sido eficiente, separando alguns individuos (Figura 6), esta
dissimilaridade n&o esta correlacionada com o teor de verbascosideo (r=0,085).
Resultado diferente foi obtido no estudo realizado por Bertea et al. (2006), ao
analisar a mesma regiao espacadora do gene 5S-rRNA em Salvia divinorum, onde
mostraram uma diferenca marcante na composicao do 6leo e Impressao digital de
DNA entre os diferentes quimiotipos identificando a existéncia de dois ecotipos,
sugerindo portanto este método como sendo adequado para investigacdes

fitoquimicas, forenses e toxicoldgicas.
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Figura 6 — Dendograma da distancia genética de Jaccard pelo método de
agrupamento UPGMA em individuos de Stachytarpheta cayennensis utilizando o
marcador molecular CAPS
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Fonte: prépria

7.1.4 Amplificacdo por PCR e variabilidade genética utilizando marcador molecular
SCoT

Os 36 primers descritos (Tabela 2), foram utilizados em duas amostras, para
se evidenciar os melhores primers quanto a nitidez e o polimorfismo; assim, um total
de 10 iniciadores SCoT (01, 03, 08, 09, 13, 21, 24, 29, 34 e 35), foram
selecionados. Esta selecdo levou em conta a quantidade de bandas amplificadas e

a presenca e auséncia das mesmas nas diferentes amostras.
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Figura 7 — Resultado da amplificacdo da reacdo de PCR utilizando marcador

molecular SCoT
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Fonte: propria

Os dez primers escolhidos amplificaram de 8 a 14 bandas, por primer, com

um total de 107 bandas amplificadas apresentando 100 % de polimorfismo, Os

iniciadores 1, 21 e 35 exibiram o maior nimero de bandas polimdrficas (Tabela 5).

Tabela 5 — Numero e porcentagem de bandas polimoéficas obtidas por primers SCoT

na analise molecular dos individuos de Stachytarpheta cayennensis

Primer Sequéncia Total de %Bandas
Bandas Polimorficas

1 CAACAATGGCTACCACCA 14 100
3 CAACAATGGCTACCACCG 12 100
8 CAACAATGGCTACCACGT 8 100
9 CAACAATGGCTACCAGCA 9 100
13 ACGACATGGCGACCATCG M 100
21 ACGACATGGCGACCCACA 14 100
24 CACCATGGCTACCACCAT 8 100
29 CCATGGCTACCACCGGCC 8 100
34 ACCATGGCTACCACCGCA 9 100
35 CATGGCTACCACCGGCCC 14 100

Total 107 100

Fonte: proprio autor



61
Resultados e discussdo

Para Marakli (2018), o marcador SCoT apresenta inUmeras vantagens mas as
principais sdo: o baixo custo, a confiabilidade, a eficiéncia da técnica, e a
possibilidade de ser usado sozinho ou em combinagdo com outros marcadores.

O marcador molecular SCoT foi eficiente para analisar a variabilidade
genética em individuos de Stachytarpheta cayennensis. A eficiéncia ja foi
evidenciada por Satya (2015), em estudos usando Boehmeria nivea L. Gaudich, eles
concluiram que o polimorfismo genético gerado pelos marcadores SCoT também
podem ser utilizados para rastreamento e reconstrucdo da histéria de reproducéo
dos gendétipos domesticados.

Os individuos selecionados neste trabalho se dividiram em 3 grupos como
pode ser visto no dendograma obtido pelo calculo de similaridade genética utilizando
o indice de Jaccard (Figura 8) e no grafico de dispersdo de Analise em Coordenadas
Principais (Figura 9).

O primeiro grupo denominado A € composto por 17 individuos, sendo todos
procedentes da Colecdo de Plantas Medicinais da Farmacia da Natureza, distrito de
Jurucé, municipio de Jardinépolis, SP, (T1, T2, T3, T4, T5, T6, T7, T8, T9, T10, T11,
T12, T13, T15, T16, T17, T19); o segundo grupo denominado B € composto por 7
individuos, todos procedentes da Colecdo de plantas Medicinais da UNAERP,
Ribeirdo Preto, SP, (U25, U33, U39, U40, U44, U45, U46); por fim o grupo
denominado C é constituido por 4 individuos, sendo 3 provenientes da Colecédo de
Plantas Medicinais da Farmacia da Natureza, (T14, T18, T19) e um da Colecéo de
Plantas Medicinais da UNAERP (U34).

O grupo A, formado exclusivamente por individuos coletados na Colecao de
Plantas Medicinais da Farmacia da Natureza, apresentaram grande nivel de
parentesco, mostrando alta similaridade genética. Muito provavelmente esta
similaridade esta relacionada ao tempo que esta cole¢cdo vem sendo mantida por
multiplicacdo de progénies advindas de polinizacdo cruzada entre 0s mesmos
individuos da colecéo.

Entretanto, o grupo B, composto por individuos exclusivamente da Colecéo de
Plantas Medicinais da UNAERP, apresentou uma maior diversidade genética entre
os individuos, pois, esta colecdo € composta por genotipos recentemente
introduzidos procedentes de diferentes localidades (Ribeirdo Preto; Piracibaca e
Jaboticabal —SP, Araxa e ltuiutaba — MG).
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O grupo C é composto pelos individuos com maior diversidade genética,

sendo o individuo U34 procedende de Araxa o mais divergente (Figura 9).

A similaridade genética media entre os individuos da colecdo de Palntas

Medicinais da Farmécia da Natureza foi de 55% e da Colecdo de Plantas Medicinais

da UNAERP de 47%, apresentando uma diferenca entre elas de 18%.

Figura 8 — Dendograma da distancia genética de Jaccard pelo método de

agrupamento UPGMA em individuos de Stachytarpheta cayennensis utilizando

marcadores moleculares SCoT
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Figura 9 — Analise das coordenadas principais (PCoA) em individuos de

Stachytarpheta cayennensis
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O trabalho realizado por Aboulila e Mansour (2017), utilizando o marcador
molecular SCoT demonstrou ser uma ferramenta poderosa para caracterizar a
diversidade genética, revelando altos niveis de polimorfismo em gendtipos de
cevada egipcia. Concluindo que a identificacdo da variabilidade genética é um

recurso importante para o melhoramento e manejo do germoplasma sem

necessidade de muito tempo e custo.

O custo da tecnologia de genotipagem e sequenciamento, tem reduzido,
facilitando a identificacdo de genes e aceleracdo no desenvolvimento de novas
cultivares (PADUA, 2018). A utilizacdo dos marcadores moleculares facilita o
direcionamento de aclGes associadas a caracterizacdo, conservacdo e uso dos
recursos genéticos. A identificacdo da variabilidade genética em plantas permite a

obtencdo via melhoramento genético, de variedades mais produtivas, resistente a
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pragas, doencas e adaptadas aos diferentes ambientes (FALEIRO; AMABILE;
SILVA, 2018).

O marcador molecular SCoT foi projetado utilizando-se regides curtas que
flanqueiam o cédon de inicio da traducdo do DNA (ATG), portando ele se destaca
por ser confiavel para correlacionar sequéncias funcionais, sendo portanto uma
ferramenta valiosa no estudo da diversidade genética de plantas medicinais. Nos
ultimos anos o interesse pelo conhecimento da diversidade do germoplasma de
espécies medicinais tem aumentado pois a producdo de medicamentos fitoterapicos
tem desempenhado um papel significativo como alternativa aos produtos
farmacéuticos sintéticos (MARAKLI, 2018).

Outra andlise muito utilizada para conhecimento do germoplasma das
espécies € 0 metodo bayesiano utilizando o programa STRUCTURE. Em
Stachytarpheta cayennesis esta analise evidenciou a presenca de dois grupos
génicos (K=2), em que os individuos ndo apenas compartilham grupos génicos
diferentes, mas propor¢cdes dos diferentes grupos em alguns individuos. Os
individuos da Colecdo de Plantas Medicinais da Farmacia da Natureza (T) s&o
constituidos em maioria pelo grupo génico indicado pela cor verde (T1; T3; T4,
T5;T6; T8; T9; T10; T12 e T13), outros quatro individuos compartilham proporcdes
diferentes dos grupos verde e vermelho (T2; T11; T15 e T17), e outros cinco
individuos apresentam apenas o grupo génico vermelho (T14; T16; T18; T19 e
T20). Os individuos da Colecéo de Plantas Medicinais da UNAERP (U), apresentam

apenas o grupo génico vermelho (Figura 10).
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Figura 10 — Grupos génicos de individuos de Stachytarpheta cayennensis
analisados através do programa STRUCTURE. A mesma cor para genotipos
diferentes, indica que eles pertencem ao mesmo grupo. Cores diferentes no mesmo

individuo indica a porcentagem do genoma compartilhado com cada grupo

TIT2 T3T4TS T6 T7 T8 TITI0THTR TI3TH TI5 T6 T17 T8 T19 T2D L5 L33 L34 L0 U0 U4 UdSUG

Fonte: préprio autor

Esta andlise ndo assume estrutura pré definida, ela visa delinear grupos de
individuos com base em seus gendtipos, permitindo assim a estimativa mais
provavel do nimero de clusters. E uma quantificacdo de quio provavel cada
individuo pertence a cada grupo e identifica a presenca de mistura de populacdes ou
seja hibridizacdes (EVANNO; REGNAUT; GOUDET, 2005). Portanto, fica evidente
gue a Colecdo de Plantas Medicinais da Farméacia da Natureza contém quatro
hibridos (T2, T11,T15 E T17) que contemplam proporcdes diferentes dos dois
grupos géncios.

Em um estudo realizado por Huded et al. (2020) com germoplasma de café
utilizando marcadores moleculoares SRAP e SCoT, eles ralatam que a relacdo entre
as colecdes de germoplasma € essencial para o0 sucesso de programas de
melhoramento e conservacdo de recursos genéticos, sugerindo que presenca de
misturas entre os individuos sugere a possibilidade de trocas genémicas entre 0s
acessos ou linhagens parentais pertencentes a diferentes pool génicos.

Apesar da similaridade genética ter sido maior na Cole¢cdo de Plantas
Medicinais da Farmacia da Natureza, ela apresenta dois grupos génicos distintos,
gue podem ser ampliados com a indrodug&o de novos invividuos.

Portanto a introducéo dos individuos da Colecdo de Plantas Medicinais da
Unaerp na Colegéo de Plantas Medicinais da Farmacia da Natureza ira favorecer a
diversidade genética, aumentando a plasticidade fenotipica da colecdo, ou seja a
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capacidade que os organismos apresentam de alterar a sua fisiologia ou morfologia
de acordo com as condicdbes ambientais, conferindo assim uma menor

vulnerabilidade a colec¢é&o.
7.2 Caracterizacao Quimica

Na Figura 11, visualiza-se o perfil cromatografico do extrato aquoso de
Stachytarpheta cayennensis, podendo-se observar o tempo de retencdo médio de
22.792 minutos para o verbascosideo o qual foi equivalente ao tempo de retencao

do padréo.

Figura 11 — Cromatograma obtido do extrato aquoso
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Fonte: préprio autor

Da mesma forma, no trabalho de Oliveira e S& (2016), que analisou a mesma
espécie a partir de CLAE - UV e pela técnica Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN), observou majoritariamente os compostos verbascosideo e isoverbascosideo
(90%).

Portanto, os individuos de Stachytarpheta cayennensis analisados
apresentaram como principal componente o verbascosideo.

Os individuos procedentes da Colecdo de Plantas Medicinais da UNAERP
apresentaram maior média no teor de verbascosideos (84,7 mg/g PS) do que os
individuos da Colecédo de Plantas Medicinais da Famacia da Natureza (37,7 mg/g

PS), portanto os individuos da Colecdo de Plantas Medicinais da UNAERP
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produzem 2,25 vezes mais verbascosideo do que os individuos da Colecdo de
Plantas Medicinais da Farméacia da Natureza.

Os individuos apresentaram uma grande diversidade quimica, sendo o
genotipo U40 o mais produtivo em relagédo ao teor de verbascosideo (193,64 mg/g
PS), com uma diferenca significativa entre todos os outros genoétipos. Sendo que 0s
genotipos menos produtivos foram o U33 e T14 com 6,18 e 7,6 mg/g PS
respectivamente.

Portanto o gendétipo mais produtivo apresentou 31 x mais verbascosideo do
gue o gendtipo menos produtivo (Tabela 6). A distancia entre a Colecdo de Plantas
Medicinais da UNAERP e a Colecado de Plantas Medicinais da Farméacia da Natureza
€ de apenas 22 km, as condi¢fes climéaticas sdo muito semelhantes, e ambos os
genotipos com maior e menor teor de verbascosideo estdo na Colegcédo de Plantas
Medicinais da UNAERP (U40 e U33), sendo que o U40 é procedente da cidade de
Araxa (MG) e o U33 da cidade de Piracicaba (SP).

Tabela 6 — Resultado do teste de média realizado entre os individuos conservados

em ambas as colecdes

Amostra Teor de verbascosideos  Amostra Teor de verbascosideos

mg/g PS mg/g OS do extrato
T1 62,219 T15 173,41 b
T2 62,80 g T16 21,22 |
T3 18,92 m T17 19,28 m
T4 43,54 | T18 32,92 k
T5 37,11 | T19 31,71k
T6 34,43 k T20 19,57 m
T7 15,42 n u25 71,01 f
T8 23,07 | u33 6,18 0
T9 44,06 i u34 100,57 d
T10 15,15n U39 4591 i
T11 50,33 h u40 193,64 a
T12 18,05 m u44 40,95 i
T13 23,191 u45 143,49 c
T14 7,60 0 u46 76,03 e

As médias seguidas pela mesma letra na coluna néao diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Scott-Knott a 5 % de probabilidade.

Fonte: proprio autor

A matriz gerada com as variaveis quantitativas, teor de verbascosideo,
baseada na distancia euclidiana utilizando o método de agrupamento hierarquico de

ligacdo média entre grupos (Unweighted Pair-Group Averege — UPGMA), separou as
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amostras em trés grupos distintos, alto, médio e baixo teor de verbascosideo (Figura
12).

Os maiores produtores foram os acessos denominados U40, T15 e U45 com
média de producdo de verbascosideo de 170,18 mg/g PS, a maioria das amostras
coletadas na Colecédo de Plantas Medicinais da UNAERP. Os individuos com médio
teor (74,52 mg/g PS) foram U34, T1, T2, U25 e os demais individuos ficaram todos
no grupo com baixo teor de verbascosideos, com meédia de 27,43 mg/g PS. Os
individuos pertencentes ao grupo de alto e médio teor produzem 6x e 3x mais
verbascosideo do que os individuos do gurpo de baixo teor.

Figura 12 — Analise de agrupamento entre 0s constituintes quimicos para cada
individuo de Stachytarpheta cayennensis
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Fonte: proprio autor

A partir dos resultados obtidos com a andlise dos grupos génicos avaliados,
foi constatado que ndo houve correlagcdo genética com o teor de verbascosideo
produzido pelos individuos de Stachytarpheta cayennensis em ambas as colec¢des.
A figura 13 evidencia que os individuos mais promissores estao inseridos em
diferentes grupos genéticos.

Portanto, a introducdo dos individuos da Colecdo de Plantas Medicinais da
UNAERP na Colecdo de Plantas Medicinais da Farmacia da Natureza além de

trazerem um ganho no aumento da diversidade genética, também contribuira para
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aumentar a média de producdo do teor de verbascosideo, principalmente com a
introducado dos individuos U40 (193,64 mg/g PS) e U45 (143,49 mg/g PS).

Figura 13 — Dendograma baseado na matriz genética obtido utilizando o marcador

molecular SCoT em individuos de Stachytarpheta cayennensis
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Andlises de controle de qualidade quimico por si s6 podem ndo garantir a
identidade da matéria prima, a base de plantas medicinais, principalmente se
adulteradas por espécie que produz os mesmos compostos. Portanto, o uso
concomitante de marcadores moleculares pode garantir o reconhecimento das
espécies botanicas melhorando a qualidade do material utilizado como fitoterapico
(CRISTIANS et al., 2018).

Portanto, estudos moleculares e quimicos sao fundamentais para a
exploracdo sustentdvel de plantas medicinais. Sendo assim, S80 necessarios
esforcos na manutencédo e caracterizacdo molecular e quimica do germoplasma o
gue contribui para a selecdo de genoétipos com maior rendimento, permitindo o

manuseio correto do germoplasma (CELESTINO et al., 2015).



70
Resultados e discussdo

7.3 Atividade de inibicdo da enzima MAO-A

Embora a espécie Stachytarpheta cayennensis apresente acao sobre o
sistema nervoso central com efeitos ansioliticos e sedativos in vivo (AKANMU et al.,
2006; OLAYIWOLA; IBIKUNLE, 2013) e seus principais metabdlitos secundarios,
verbascosideo e isoverbascosideo, sejam potentes inibidores da MAO-A in vitro
(PEREIRA et al., 2019) os extratos hidroalc6olico e aquoso de Stachytarpheta
cayennensis néo inibiram a atividade da enzima MAO-A em nenhuma das
concentragOes avaliadas.

Vieira (2001) confirmou que o extrato aquoso de Stachytarpheta cayennensis
nao apresentou qualquer atividade farmacologica no sistema nervoso central de
camundongos, porém, ele constatou que este extrato atua diretamente no
metabolismo de barbitdricos no sistema hepatico, causando um atraso na
degradacdo metabdlica desses, razdo pela qual observa uma potenciacdo do
barbitarico.

Os resultados dessa pesquisa sugerem que o0S extratos avaliados na
concentracdo de 1 mg\dl ndo interferem na atividade da enzima MAO-A e que outros
mecanismos podem estar associados aos efeitos ansioliticos e sedativos exercidos

pela espécie.

7.4 Atividade antioxidante dos extratos hidroalcoolico e aquoso de Stachytarpheta

cayennensis frente ao radical DPPH

A capacidade antioxidante do extrato aquoso de Stachytarpheta cayennensis,
avaliada como percentual de inibicdo frente ao radical DPPH, esta representado na
tabela 7. Nota-se que houve variacdo de 3,3 % a 89,9 % de atividade antioxidante,

em concentracdes crescentes de 1,9 ug mLta 125 ug mL* do extrato.
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Tabela 7 — Capacidade antioxidante do extrato aquoso de Stachytarpheta

cayennensis frente ao radical DPPH

Concentragéo do extrato % de inibig&o
aquoso (ug mL™)
1,9 3,3+1,0
3,9 55+1,8
7,8 10 £3,7
15,6 15,2 £9,3
31,2 35,9+9,5
62,5 56,9 £7,2
125,0 89,9 +1,0

Fonte: préprio autor

A capacidade antioxidante do extrato hidroalcoolico de Stachytarpheta
cayennensis também foi avaliada frente ao radical DPPH e o percentual de inibicao
deste extrato esta representado na tabela 8. Nota-se que houve variacdo de 4,8 % a
92,7 % de atividade antioxidante, em concentracdes crescentes de 1,9 ug mLta 125

ug mLtdo extrato.

Tabela 8 — Capacidade antioxidante do extrato hidroalcoolico de Stachytarpheta

cayennensis frente ao radical DPPH

Concentracdo do extrato % de inibicéo
hidroalcéolico (ug mL™)
1,9 4,8+1.4
3,9 11,3 3,1
7,8 18,1 +1,4
15,6 34,0 4,2
31,2 58,7 £2,9
62,5 89,9+24
125,0 92,7 £0,3

Fonte: préprio autor



72
Resultados e discussdo

Os resultados obtidos mostram que ambos os extratos de Stachytarpheta
cayennensis apresentam capacidade antioxidante significativa, embora o extrato
hidroalcéolico tenha se destacado com atividade mais expressiva quando avaliado
nas concentracdes de 15,6 ug mL*?, 31,2 ug mLte 62,5 ug mL* (Figura 14).

Figura 14 — Comparagéo entre a capacidade antioxidante dos extratos aquoso e
hidroalcéolico de Stachytarpheta cayennensis
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Comparacdo entre a capacidade antioxidante dos extratos aquoso e hidroalcéolico de
Stachytarpheta cayennensis. A analise estatistica foi pelo teste de ANOVA comparando as
mesmas concentracdes entre os diferentes tratamentos (hidroalcédlico x aquoso). Os resultados
sdo expressos como meédia e desvio padrdo. Foi utilizado Bonferroni como pés-teste sendo a
diferenca estatistica representada como *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001.

Fonte: préprio autor

Os resultados obtidos nesta analise sugerem que, embora pertencentes a
mesma espécie, 0s extratos estudados apresentam potencial antioxidante distintos.
O extrato hidroalcéolico apresentou ICso de 26,0 +0,06 ug mL*?, enquanto que o
extrato aquoso, o ICso encontrado foi de 52,1 +10,81 ug mL™?. A rutina, controle

positivo utilizado neste ensaio, apresentou ICso de 10,1 + 0,68 ug mL* (Tabela 9).
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Tabela 9 — ICso dos extratos hidroalcéolico e aquoso de Stachytarpheta cayennensis

e do controle positivo rutina, frente ao radical DPPH

Tratamento ICs0 (Mg mL™)
Extrato hidroalcéolico 26,0 +0,06
Extrato aquoso 52,1 +10,81
Rutina 10,1 +0,68

Fonte: préprio autor

Outros extratos de Stachytarpheta cayennensis (hexanico, cloroférmico,
etanolico, butandlico) ja foram avaliados em relagcdo a atividade antioxidante
(ONOFRE et al., 2015a; SOUZA et al., 2010), com resultados que corroboram com
0s encontrados no presente estudo ao comprovar o potencial da espécie frente a
processos oxidativos.

Provavelmente a acédo antioxidante exercida pelos extratos hidroalcoolico e
aquoso de Stachytarpheta cayennensis esteja associada principalmente a presenca
de compostos fendlicos previamente encontrados na espécie, Ccomo
leucosceptosideo A, martinosideo e jionosideo D, verbascosideo e isoverbascosideo
(FROELICH et al.,, 2008). O verbascosideo e isoverbascosideo, por exemplo,
guando isolados de Stachytarpheta cayennensis e testados separadamente
mostraram acao antioxidante significativa (SOUZA et al., 2011), o que evidencia a
participacdo destas substancias na capacidade antioxidante da espécie.

Em relacdo aos valores de ICso frente ao radical DPPH, notou-se que o
extrato hidroalcoéolico foi mais potente quando comparado ao aquoso, 0 que pode
estar associado aos diferentes perfis quimicos destes extratos, ocasionados pelo
uso de solventes de diferentes polaridades e emprego de processos de extracao
distintos. Neste contexto, o estudo realizado por Onofre et al. (2015b) avaliou a
capacidade antioxidante de extratos de polaridades crescentes de Stachytarpheta
cayennensis (hexano, acetato de etila e etanol) em fungéo das diferentes classes de
metabdlitos presentes em cada extrato, confirmando que o emprego de solventes
distintos durante o processo de extracdo é uma estratégia importante na prospecc¢ao
de metabdlitos fendlicos na espécie e que a presenca desta substancias esta

associada a atividade antioxidante exercida pela espécie.
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Compostos fenolicos séo de fato moléculas amplamente reconhecidas como
potencias antioxidantes devido a capacidade de doacdo de elétrons e pela
habilidade de estabilizacdo do elétron ndo pareado dentro da estrutura aromética
(OLSZOWY, 2019). O interesse por espécies medicinais que contenham em sua
composicdo estas moléculas tém crescido ao longo dos anos, dada a comprovada
participacdo do estresse oxidativo em diversas patologias como Alzheimer
(TONNIES; TRUSHINA, 2017), Parkinson (TRIST, HARE, DOUBLE, 2019), cancer
(AGGARWAL et al., 2019), diabetes (AMIN et al., 2019) entre outras.

Assim, os resultados encontrados neste ensaio sugerem que a espécie
Stachytarpheta cayennensis, em especial seu extrato hidroalcéolico, € fonte
promissora de compostos antioxidantes, podendo ser uma alternativa importante
para estudos que buscam novos extratos medicinais com este potencial

farmacologico.



75

8 CONCLUSAO
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Nessa pesquisa o0s dados demonstraram que ndo foi possivel a
transferibilidade dos primers de microssatélites apesar das espécies pertencerem a
mesma familia. JA& o marcador molecular CAPS foi eficiente em separar 0s
individuos, mas néo identificou a existéncia de quimiotipos.

Os ensaios com marcadores SCoT evidenciaram polimorfismo entre todas as
amostras. As analises cromatrograficas identificaram uma grande variabilidade
qguimica, indicando que a colecdo de Plantas Medicinais da UNAERP tem maior
média de producédo do verbascosideo do que a Colecado de Plantas Medicinais da
Farméacia da Natureza, concluindo portanto que a introducdo dos individuos da
Colecdo de Plantas Medicinais da UNAERP na Colecao de Plantas Medicinais da
Farméacia da Natureza além de trazer um ganho no aumento da diversidade
genética, também contribuird para aumentar a média de producdo do teor de
verbascosideo. Foi possivel confirmar pelo método de sequestro de radicais livres
(DPPH) que a espécie apresenta atividade antioxidante, entretanto os individuos
avaliados, nas condi¢cdes ensaiadas ndo apresentaram capacidade de inibicdo da
enzima MAO-A.

Contudo, fica claro que o gervao € um importante alvo terapéutico ja discutido
em outras pesquisas, podendo ser amplamente utilizada para fins fitoterapéuticos,

possibilitando ainda o uso e 0 manejo sustentavel desse importante recurso natural.
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