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RESUMO

INTRODUGCAO: O estigma de milho é parte da flor feminina de Zea mays L., bem conhecida
pela medicina tradicional chinesa. A literatura cientifica relata suas atividades farmacoldgicas,
mas sdo poucos os estudos cientificos que realizam um mapeamento quimico global e
correlacionam os metabdlitos com as atividades investigadas por meio de uma metabolémica.
OBJETIVO: Caracterizar o perfil metabolémico e as atividades antioxidante, antimicrobiana
e citotoxica de extratos do estigma de Zea mays L. in natura e seu produto comercial.
MATERIAIS E METODOS: Os extratos foram obtidos a partir do estigma do milho, por
maceracdo em diferentes solventes, como hexano, acetato de etila e etanol. A atividade
antioxidante foi fornecida pelo método de sequestro de radicais livres 2,2-difenil-1-picril-
hidrazil (DPPH) e os fendis totais foram quantificados pelo ensaio de Folin-Ciocalteu. A
atividade antimicrobiana foi avaliada pelo método de microdiluicdo em caldo contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, além de fungos ndo filamentosos. A citotoxicidade foi
avaliada contra uma linhagem tumoral de glioma de camundongo (C6), através da analise da
viabilidade celular pelo método de reducdo do brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazélio (MTT). O perfil metabolémico foi avaliado por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLAE-EM) e cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas (CG-EM). Na analise univariada foram utilizadas analises de
variancia (ANOVA), plotagem de vulcéo e andlise de correlagdo. Na anélise multivariada os
métodos foram o PLS-DA, VIP e o mapa de calor. Em geral, 0s extratos etanélicos apresentam
melhor atividade antioxidante e maiores valores de fenois totais. RESULTADOS E
DISCUSSAO: A atividade antioxidante (ICso) variou de 77,44 ng mL™ para o extrato etandlico
do estadio reprodutivo 1 (E1R1) até 950,31 pg mL™? para o extrato hexanico do produto
comercial (CH). Os valores de fendis totais variaram de 12,95 mg EAG g-1 para extrato
etanolico com etanol de produto comercial a 46,14 mg EAG g-1 para extrato etandlico no
estadio reprodutivo 1. O extrato com acetato de etila estadio reprodutivo 1 (EAR1) apresentou
melhor atividade antibacteriana contra Bacillus subtilis e Pseudomonas aeruginosa (500 ug
mL?). O extrato EAR1 apresentou maior atividade citotdxica, pois conseguiu diminuir a
viabilidade da linhagem tumoral C6 (100 pg mL™) em 40,74%. Foram identificados trinta



metabdlitos. CONCLUSAOQ: Embora alguns estudos apresentem as atividades bioldgicas dos
extratos de Zea mays L., este foi o pioneiro em apresentar uma avaliagdo metabolémica global
de extratos com diferentes polaridades e correlacionar os resultados das atividades antioxidante,
citotoxica e antitumicrobiana com os metabolitos localizados nos extratos. A ramnose,
yiamoloside B, acido 2-ceto-L-glucénico, glicose, acido latico, acido glicérico sdo 0s
metabdlitos mais correlacionados com as atividades bioldgicas. A utilizacdo dos solventes,
acetato de etila e etanol, influenciou o perfil metabolémico dos extratos, EAR1, E1R1 e E2R3,
e estes apresentaram atividades biologicas superiores quando comparados com 0s extratos
hexanicos. Os extratos no estadio fenoldgico reprodutivo 1 apresentaram perfil metabolémico
importante para as atividades bioldgicas testadas neste estudo quando comparado estadio
fenoldgico reprodutivo 2. Os extratos obtidos das amostras in natura apresentaram maiores

atividades bioldgicas quando comparados com as amostas comerciais.

Palavras-chave: Seda de milho, Metabolémica, Glioma murino C6.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Corn silk is part of the female flower of Zea mays L., well known in
traditional Chinese medicine. The scientific literature reports its pharmacological activities, but
there are few scientific studies that perform a global chemical mapping and correlate the
metabolites with the activities investigated through a metabolomics. OBJECTIVE: To
characterize the metabolomic profile and the antioxidant, antimicrobial and cytotoxic activities
of extracts of the stigma of Zea mays L. in natura and its commercial product. MATERIALS
AND METHODS: The extracts were chosen from the corn silk, by maceration in different
solvents, such as hexane, ethyl acetate and ethanol. The antioxidant activity was requested by
the 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazil (DPPH) free radical scavenging method and the total
phenols were quantified by the Folin-Ciocalteu assay. Antimicrobial activity was evaluated by
the broth microdilution method against Gram-positive and Gram-negative bacteria, in addition
to non-filamentous fungi. Cytotoxicity was evaluated against a mouse glioma tumor line (C6),
through analysis of cell viability by the 3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT) method ) The metabolomic profile was evaluated by high performance liquid
chromatography coupled to mass spectrometry (HPLC-MS) and gas chromatography coupled
to mass spectrometry (GC-MS). In the univariate analysis, analysis of variance (ANOVA),
volcano plotting and correlation analysis were used. In the multivariate analysis of the methods
were the PLS-DA, VIP and the heat map. In general, ethanolic extracts have better antioxidant
activity and higher values of total phenols. RESULTS AND DISCUSSION: The antioxidant
activity (ICso) ranged from 77.44 pg mL™ for the reproductive stage 1 ethanolic extract (E1R1)
to 950.31 pg mL* for the hexane extract of the commercial product (CH). The values of total
phenols vary from 12.95 mg EAG g* for ethanol extract with commercial product ethanol to
46.14 mg EAG g for ethanol extract in reproductive stage 1. The extract with ethyl acetate
reproductive stage 1 (EAR1) showed better antibacterial activity against Bacillus subtilis and
Pseudomonas aeruginosa (500 pg mL™). The EAR1 extract showed the highest cytotoxic
activity, as it managed to decrease the viability of the C6 tumor line (100 pg mL™) by 40.74%.
Thirty metabolites have been identified. CONCLUSION: Although some studies present the



biological activities of Zea mays L. extracts, this one was the pioneer in presenting a global
metabolomic evaluation of extracts with different polarities and correlating the results of
antioxidant, cytotoxic and antitumicrobial activities with the metabolites in the extracts.
Rhamnose, yiamoloside B, 2-keto-L-gluconic acid, glucose, lactic acid, glycolic acid are the
metabolites most correlated with biological activities. The use of solvents, ethyl acetate and
ethanol, influenced the metabolomic profile of the extracts, EAR1, E1R1 and E2R3, and these
higher biological activities when compared with hexane extracts. The extracts in the
reproductive phenological stage 1 important metabolomic profile for the biological activities
tested in this study when compared to the reproductive phenological stage 2. The extracts
obtained from their own natural heat greater biological activities when compared with the

commercial samples.

Keywords: Corn silk, Metabolomics, Murine glioma C6.
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1. INTRODUCAO

As plantas medicinais tém se mostrado cruciais para o tratamento de doencas. Cerca de
70.000 espécies de plantas ja foram utilizadas pelo menos uma vez para fins medicinais (PAN
et al., 2014). Estas plantas conseguem se defender do estresse biotico e abiotico sintetizando
compostos de diversas classes quimicas, conhecidos como metabdlitos secundarios
(BALLHORN et al., 2009). Os metabolitos secundarios sdo sintetizados por animais, plantas e
microrganismos, ainda que ndo estejam de forma direta implicados nos processos fisiolégicos
cruciais a vida (LIU et al., 2016).

Diversos metabdlitos secundarios sdo sintetizados por plantas e os pesquisadores
utilizam extratos de diversas espécies para estudos cientificos que possivelmente contribuam
para o tratamento de muitas doencas humanas (OURABAH et al., 2020; ANAND et al., 2017,
DE SOUZA et al., 2020).

Os extratos de plantas possuem metabdlitos secundarios que pertencem as diversas
classes quimicas, como fenolicos, flavoinoides, carotenoides (GUNATHILAKE;
RANAWEERA; RUPASINGHE, 2018), saponinas (XU et al., 2016), esteroides (SULTANA,
2018). Alguns destes metabolitos possuem atividade antioxidante (ALVARADO-MARTINEZ;
ADITYA; BISWAS, 2019), anticancerigena (AHAMED et al., 2020), antibacteriana
(MANILAL et al., 2020), antifingica (ZAHABI et al., 2020) e neuroprotetora (JUNSATHIA
etal., 2018).

A atividade antioxidante de plantas medicinais é crucial. O desequilibrio entre a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN), frente ao sistema de
defesa antioxidante, pode causar diversas doencas em humanos principalmente doencas
cardiovasculares e neurodegenerativas (ROJAS; BUITRAGO, 2018).

As plantas medicinais sdo utilizadas de forma alternativa no tratamento de algumas
patologias. Mas esta medida alternativa advém de experimentos cientificos que buscam
identificar as atividades bioldgicas destas plantas. Uma destas abordagens engloba o teste de
plantas contra microrganismos patogénicos. O surgimento de microbios patogénicos resistentes
aos antibidticos tornou o tratamento convencional com medicamentos menos eficaz. Novos
compostos antimicrobianos e antiflngicos sdo inescusaveis para combater esses micrébios
patogénicos. Neste ponto 0s metabdlitos secundarios sintetizados por plantas sdo considerados
uma fonte importante para novas descobertas de drogas (GUADIE et al., 2020; DIKHOBA et
al., 2019).
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Os estudos cientificos apresentam resultados que associam a utilizacdo de plantas
medicinais com vias vinculadas a evolugdo e aumento do cancer. Os resultados destes estudos
propiciam a busca por agentes anticancer, quimiopreventivos e quimioterapicos. O estudo
cientifico das plantas medicinais no controle da proliferacéo e diferenciacdo celular vem sendo
realizado ha mais de 50 anos, mas os estudos que demonstram sua relevancia como reguladores
fisiologicos e farmacoldgicos no apoptose celular séo recentes (SAFE; KASIAPPAN, 2016;
CHANVORACHOTE et al., 2016).

O estigma de milho € parte do 6rgdo feminino da planta, porcdo achatada do gineceu,
localizada na parte extrema superior do carpelo e apresenta um liquido que auxilia a captacdo
do gréo de polen. O estigma de milho vem sendo usado na medicina popular tradicional para
o tratamento de cistite, edema, calculos renais e disturbios diuréticos. Entretanto a maioria dos
produtores descartam o estigma ap0s a producédo de milho. Alguns artigos cientificos mostraram
atividades bioldgicas que estdo associadas a classes, como: esteroides, alcaléoides, saponinas,
taninos e compostos de polifenois (NURHANA; ROSLI E MOHSIN, 2012).

Atualmente estudos evidenciaram que o extrato do estigma do milho detém atividade
anti-adipogénica, com base na sua capacidade de reduzir o acimulo de lipidios na célula,
diferenciacdo de adipdcitos e lipogénese, mas também para otimizar a f-oxidacdo (PARK et.
al., 2012).

O uso terapéutico do estigma de milho mais citado esta relacionado ao tratamento de
doencas do sistema urinario, seguido de sua utilizacdo no tratamento da hipertensdo e
constipacdo. O uso medicinal de estigmas de Zea mays L. como diurético é citado em 93 livros
de fitoterapia em 13 paises (RAGHURAM; CASTRO-CHAVES, 2000).

O estigma de milho passou a ser um produto comercial, bastante reconhecido pela
medicina popular e pela alopatia tradicional como um diurético moderado auxiliando na
eliminacdo de calculos renais. Adicionalmente, os estigmas do milho sdo empregados para o
tratamento da hiperplasia de préstata, cistite, gota e nefrite cronica (MCINTYRE et al., 1993).

Entretanto, h& caréncia de estudos cientificos que identifique e quantifique os
metabdlitos do estigma de milho numa avaliagdo global e correlacione-os com as agdes
farmacoldgicas. Portanto, o objetivo desse trabalho é avaliar as atividades bioldgicas de extratos
do estigma de milho; realizar avaliacdo metabolomica destes extratos e utilizar técnicas de

analise multivariadas para correlacionar os metabolitos com as atividades testadas.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Plantas medicinais

O reino plantae é composto por plantas autotréficas, pluricelulares e eucariontes (TLILI;
SARIKURKCU, 2020; UKWUBILE et al., 2020; TUSEK et al., 2020; HAZRA et al., 2019).
Estas plantas tém contribuido significativamente para o desenvolvimento de novos
medicamentos, pois sdo delas que se retiram numerosas substancias organicas bioativas. O uso
tradicional das plantas medicinais tradicionais demonstra um papel proeminente nos sistemas
de cuidados médicos de muitos paises (GIANNENAS et al., 2020; ULLAH et al., 2020;
ANYWAR et al., 2020; SUAREZ, 2019).

Durante muito tempo os metabolitos secundarios presentes nas plantas ndo eram
considerados como alvo de pesquisa. Porém, atualmente sabe-se que muitas dessas substancias
estdo ligadas aos mecanismos que possibilitam a adequagdo do produtor a seu meio e a
atividades bioldgicas (THAKUR et al., 2019).

A concentracdo dos metabdlitos secundarios esta associada as oscilacGes temporais e
espaciais. Apesar da existéncia de um controle genético a expressao pode sofrer transformacdes
resultantes da interagdo de processos bioquimicos, fisioldgicos, ecoldgicos e evolutivos (GAO
et al., 2020; BHATTACHARYA, 2019; TAKSHAK; AGRAWAL, 2019; JAMWAL;
BHATTACHARYA; PURI, 2018).

Os metabolitos secundarios aumentam a probabilidade de sobrevivéncia das plantas,
pois a producdo destes metabdlitos proporciona adaptacGes que favorecem a protecdo contra
herbivoros, patdgenos e diversos estresses ambientais (MAHAJAN; KUIRY; PAL, 2020).
Estes metabdlitos secundarios possuem uma variedade de funcées nas plantas e sua importancia
ecoldgica tem relacdo com efeito medicinal para os seres humanos (GARCIA-LARA; SERNA-
SALDIVAR, 2019).

Muitos estudos farmacol6gicos com plantas estdo sendo realizados em diversos paises
com intuito de identificar plantas que possuam compostos bioativos previamente estudados em
outras espécies e também novas moléculas com atividades biol6gicas benéficas a saide humana
(PARK; BAE; OH, 2020; KALTBACH et al., 2020; MAJOLO et al., 2019).

A populacdo brasileira possui uma herancga cultural no uso de plantas medicinais para
tratar diversas patologias agudas e cronicas. Esta pratica, em nivel mundial, impulsionou as
industrias farmacéuticas a buscar por compostos bioativos. A literatura cientifica apresenta um

relatorio consideravel sobre o avanco na biotecnologia de plantas medicinais e seus
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constituintes na prevencdo de doencas (NEWMAN; CRAGG, 2020; HARVEY; EDRADA-
EBEL; QUINN, 2015; SOFOWORA, 2013).

Os estudos cientificos demonstram que as atividades farmacoldgicas encontradas em
plantas medicinais advém de metabolitos que apresentam atividade antioxidante
(SARIKURKCU et al., 2020; GOMEZ-MARTINEZ et al., 2020), antimicrobiana (GULUMA
et al., 2020; BOEIRA et al., 2020) e citotoxica (ELSA; SREEJA; PRIYA, 2020; PHAM et al.,
2018).

As plantas medicinais, como por exemplo: Opuntia ficus-indica (L.) Mill possui
atividade antioxidante (ANTUNES-RICARDO et al., 2020), Vaccinium macrocarpon possuli
atividade antibacteriana (DUBREUIL et al., 2020). Neste contexto é cada vez maior os estudos
farmacoldgicos que advém das plantas medicinais com o intuito de definir o perfil quimico de
espécies de plantas e suas atividades bioldgicas (ZAHN et al., 2019; ZHANG et al., 2020a).

2.2 Atividade antioxidante

O oxigénio guarda um papel essencial na complexa evolucao da vida na Terra, sobretudo
devido a conformidade bioguimica entre a fotossintese e a respiracdo aerdbia que preserva o
equilibrio na biosfera do planeta. Organismos aer6bios utilizam o oxigénio para produzir
adenosina trifosfato (ATP), ou seja, para gerar a energia necessaria para a manutencao da vida
(CALBET et al., 2020; VANLERBERGHE et al., 2020).

A oxidacdo é uma parcela indispensavel da vida aerdbica e do metabolismo celular
originando radicais livres de modo natural ou por uma disfuncdo bioldgica. Os radicais livres
apreentam elétron desemparelhados no centro de atomos de oxigénio e nitrogénio e sdo
chamados de espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies reativas de nitrogénio (ERN)
(CAGNIN; CHEMELLO; AHMETOV, 2019; MAREMONT et al., 2019; CHOLEWA,;
NEWMIRE; ZANCHI, 2019; SIHEM et al., 2020).

A sintese excessiva de radicais livres ou deficiéncia de antioxidantes proporciona
prejuizo aos organismos aerobicos, como, lesdes em células e tecidos, proporcionando
modificacfes macromoleculares nas proteinas, lipidios e DNA, configurando o que é conhecido
como estresse oxidativo (OLIVEIRA et al., 2017). O estresse oxidativo pode colaborar para o
surgimento de diversas doencas, como cancer (ABUDAWOOD et al., 2020), distarbios
neurodegenerativos (ELFAWY; DAS, 2019) e doengas cardiovasculares (DAIBER,;
CHLOPICKI, 2020).
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As doencas degenerativas tém como importante fator causal a exposicdo ao estresse
oxidativo devido & uma pausa na sinalizacdo redox e controle do estresse oxidativo (ZHAO et
al., 2020; ZHANG, et al., 2019; FERREIRA et al., 2017). Entretanto, os antioxidantes induzem
mecanismos que controlam os efeitos deletérios produzidos pela grande producédo de radicais
livres (RAJABPOOR; GHADERIAN; SCHAT, 2019).

Os mecanismos de defesa frente aos danos que advém da producédo de radicais livres
podem ser enziméaticos e ndo enzimaticos (MIRONCZUK-CHODAKOWSKA;
WITKOWSKA; ZUJKO, 2018; DUBEY et al., 2020). Os enzimaticos sdo antioxidantes
enddgenos e compreendem o superdxido dismutase (SOD), o qual estimula através da catalase
a reacdo de desproporcdo do anion superdxido ao peréxido de hidrogénio e oxigénio
(OMORUYIl et al., 2020). A catalase (CAT) (FERNANDES et al., 2019), glutationa peroxidase
(GPx) (JIN et al., 2020), glutationa redutase (GR) (SANNASIMUTHU et al., 2019) e
peroxirredoxinas (Prxs) tornam neutras a peroxidacdo de hidrogénio, produzindo agua e
molécula de oxigénio (HAN et al., 2020).

Os antioxidantes ndo enzimaticos endogenos estdo no plasma sanguineo,
ceruloplasmina, ferritina, transferina e albumina e atuam contra os radicais livres ligando ions
de metais de transicdo (SHANG et al., 2020; ZHANG et al., 2019; LAZOU et al., 2020). H&
também os antioxidantes alimentares, como vitamina E, vitamina C, carotenoides, minerais
como zinco, manganés, cobre, selénio e polifendis, como flavonoides, &cidos fendlicos,
estilbenos e lignanas (SYTAROVA et al., 2020; LEVENSON, 2020).

Os compostos fendlicos sdo conhecidos como metabolitos sintetizados
biogeneticamente a partir do &cido chigimico e policetideos, cuja estrutura consiste em um anel
aromatico contendo um ou mais substituintes hidroxilas. Existem muitos estudos cientificos
gue mostram que os extratos de plantas possuem diversas atividades bioldgicas que melhoram
a salde por meio da grande variedade de moléculas que agem contra os radicais livres, como
fendlicos, antocianinas e carotenoides (GUNATHILAKE; RANAWEERA; RUPASINGHE,
2018).

Véarios métodos sdo vidveis para a elucidacdo da atividade antioxidante de extratos
vegetais ou substancias isoladas, como co-oxidagao do 3-caroteno/acido linoleico, sequestro do
perdxido de hidrogénio, sequestro do radical peroxil (método ORAC), sequestro do radical
superdxido - xantina oxidase, sequestro do acido hipocloroso e sequestro do radical 2,2-difenil-
1-picril-hidrazil (DPPH) (ALVES et al., 2010). O método de sequestro do DPPH é

frequentemente utilizado e leva em consideracéo a reacdo quimica de oxirreducao. Na presenca
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de um agente redutor com possibilidade de doar um elétron a cor parpura tende a mudar para o
amarelo e a medida da absorbancia é realizada & 515 nm.

O DPPH é um radical livre consolidado pela ressonéancia do elétron desunidos que afasta
a sua dimerizacao e inativacdo como radical livre. Quando na configuracdo reduzida ele expde
coloragédo divergente da oxidada e possibilita a deteccdo dos processos de oxirredugéo de
substancias potencialmente antioxidantes. Quando o material em analise detém determinada
natureza antioxidante ele reage com o DPPH dando origem ao formato reduzido do reagente
(DPPH-H). A reducdo provoca a alteracdo de sua coloracdo passando da cor violeta para
amarelada (KANDI; CHARLES, 2019).

2.3 Atividade antimicrobiana

As bactérias, fungos, virus e protozoarios proporcionam problemas de grande dimenséo
a saude humana quando invadem o sistema bioldgico humano. Muitos destes microrganismos
causam diversas doencas infecciosas que trazem muitos maleficios a saude humana (ANTABE;
ZIEGLER, 2020; COLE; KRAMER, 2016).

O Staphylococcus aureus € uma bactéria gram-positiva que pertence a microbiota
humana ocasionando doencas como: infecgdo alimentar, pneumonia, meningite, endocardite,
sindrome do choque tdxico e septicemia (VANEGAS et al., 2020; VANHECKE et al., 2019).

A Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria gram-negativa presente na agua, no solo e
se reproduz de forma eficiente em ambientes Umidos. A maioria dos casos de infec¢do por esta
bactéria envolve pacientes hospitalizados que possuem imunossupressdo subjacente (EKLOF
et al., 2020; DERAKHSHAN; HOSSEINZADEH, 2020; ZAMUDIO et al., 2019).

A Salmonella typhimurium é uma bactéria gram-negativa transmitida através da
ingestdo de alimentos contaminados. Esta bactéria € o motivo principal de intoxicacéo alimentar
em todo o mundo proporcionando variados sintomas gastricos, sendo a gastroenterite a mais
prevalente (NADI et al., 2020). A Escherichia coli é uma bactéria gram-negativa encontrada
no trato gastrointestinal e estd relacionada a infec¢Ges intestinais e doengas extra-intestinais
(DUBREUIL, 2020; VILA et al., 2016)

O Bacillus subtilis € uma bactéria gram-positiva e considerada ndo patogénica. Esta
bactéria € um agente que combate outros microrganismos, ou seja, € uma bactéria antagonica
que pode produzir metabdlitos com antividade antimicrobiana (SIDOROVA et al., 2020).

O Bacillus cereus é uma bactéria gram-positiva e pode causar intoxicagdo alimentar ao

ser humano. Os estudos mostram que este microrganismo esta distribuido no ambiente e quando
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sdo expostos a algum estresse podem produzir esporos, o qual possibilitam patologias que
acometem o estdbmago e intestino. Os individuos que possuem a grande quantidade desta
bactéria cursam com diarréia e émese (HUANG; FLINT; PALMER, 2020).

O Micrococcus luteus € uma bactéria gram-positiva e esta presente no meio ambiente
podendo ser encontrada na epiderme de humanos de forma transitoria. Esta bactéria é
frequentemente usada para producdo de metabdlitos que combatem micrébios. Entretanto, pode
proporcionar infeccbes em pacientes imunodeprimidos (NWACHUKWU et al.,, 2019;
PEKALA et al., 2018).

O Staphylococcus epidermidis é uma bactéria gram-positiva encontrada na epiderme e
mucosas dos humanos. Tem sido considerada por muito tempo como microrganismo
inofensivo. Entretanto, é oportunista e se aproveita de episddio de imunossupressdo para se
proliferar. Essa bactéria é um agente patogénico encontrado com frequéncia em pacientes que
sofrem com infecgdes hospitalares (DONG et al., 2019).

A Candida albicans é um fungo diploide encontrado no trato intestinal humano, mas
pode se deslocar quando algum individuo possui uma patologia imunossupressora. Esse agente
microbiano pode se deslocar do intestino para a corrente sanguinea e atingir érgdos. A Candida
glabrata é um fungo haploide, sapréfito e convive no trato gastrointestinal, 6rgdo genital e vias
respiratdrias. Este € um agente fungico oportunista que acomete individuos imunossuprimidos
(MORENO et al., 2019; MAURYA; SEMWAL; SEMWAL, 2020).

A utilizacdo aumentada de antibidticos atinge a salde humana, e 0 uso frequente, e
muitas vezes insdiscriminado dos medicamentos, ocasioma 0 aumento da resisténcia destes
antimicrobianos frente aos microrganismos (ANAND et al., 2020; ZHAN et al., 2020).

Em razdo da resisténcia de patégenos aos antimicrobianos € indispensavel a pesquisa de
novos agentes para a tratamento de infec¢des. Drogas formadas por extratos brutos ou
compostos biologicamente ativos isolados de espécies vegetais utilizadas na medicina popular
sdo capazes de promover fontes promissoras para a pesquisa de novos farmacos (ROUMY et
al., 2020).

Diversos estudos demonstraram tratamento de doencas através de plantas medicinais.
Entre as patologias tratadas estdo as infec¢Ges causadas por microrganismos. Muitos extratos
de plantas possuem atividade antimicrobiana comprovada através de testes que oferecem
confiabilidade cientifica (ALEKSIC; KNEZEVI, 2019; OGBOLE; SEGUN; FASINU, 2018;
WANG et al., 2016; AKINPELU et al., 2015).
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A atividade antimicrobiana foi identificada no extrato metandlico da folha da Salacia
macrosperma, frente ao Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella typhimurium, Candida albicans (MAHENDRA et al., 2020).

O extrato metanolico do caule da Salsola kali L. apresentou atividade antibacteriana e
antifungica frente a Micrococcus luteus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, C.
glabrata. Ambos os testes antimicrobianos realizados com os extratos de plantas utilizaram o
método de microdiluicdo em caldo (BOULAABA et al., 2019).

O meétodo de microdiluicdo emprega pequenos volumes de caldo que séo inseridos as
placas de plastico estéreis especificas para microdiluicdo. As quais possuem pocos de fundo
redondo ou conico. Este método é ultilizado para realizar um screening da atividade
antimicrobiana de 6leos essenciais, substancias puras e extratos de plantas (KNEZEVIC et al.,
2018).

Uma das formas de apresentar a atividade antimicrobiana de extratos de plantas
considera a determinacdo de uma minima quantidade da substancia necessaria para inibir o
crescimento do microrganismo-teste (CIM). O método de microdiluicdo em caldo € um dos
métodos mais conhecidos para a avalia¢do da atividade antimicrobiana em plantas (SATOH et
al., 2019).

A densidade bacteriana é indicada por turvacdo, desse modo, quando ndo existe
crescimento microbiano 0 meio se mantém limpido, quando sim, o meio fica turvo.
Consequentemente, o grau inibitorio tem relacdo com a turbidez do meio e pode ser aplicado
para avaliar a atividade antimicrobiana de amostras polares, apolares, além disso, € simples e
rapido. As principais vantagens deste método é a sensibilidade do método a pequenas
quantidades de amostras, reprodutibilidade dos resultadose producdo de resultados
quantitativos (VEIGA et al., 2019).

2.4 Atividade citotdxica

A busca por plantas medicinas para tratar patologias vem aumentando em diversos
paises, pois normalmente as plantas apresentam uma toxicidade menor em relagdo as drogas
sintéticas. Entretanto, um grande acervo de estudos cietificos mostram o risco toxico associado
ao uso de plantas para células humanas (BORAH; BANIK, 2020; TWILLEY etal., 2017; HAO,
2019).

As pequisas cientificas que avaliam a citotoxicidade sdo de grande relevancia, pois

estabelecem a atividade toxica de metabolitos isolados e extratos de plantas. O nivel minimo
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de toxicidade as vezes € negligenciado no uso tradicional, mas é crucial para a producdo de um
medicamento seguro (ZHANG et al., 2020).

A literatura cientifica vem demonstrando que os metabolitos ou extratos que advém de
plantas podem ter atividades toxicas frente as celulas cancerigenas (ABUBAKAR et al., 2020;
LALITHA et al., 2020).

O céncer é conhecido como neoplasia maligna devido ao crescimento progressivo e sem
normalidade de células tumorais que pode surgir na maioria dos 6rgédos ou tecidos do corpo.
Esta condicdo clinica é a segunda principal causa de morte no mundo e correspondendo a cerca
de 9,6 milhGes de mortes no ano de 2018 (WHO, 2018).

O céncer do Sistema Nervoso €é a causa da morte de 175.000 pessoas por ano (WHO,
2020). Considerando todos os tipos de canceres que acomete 0 SNC, encontramos 0s tumores
que acometem as glias. Esta célula tem como principal funcdo nutrir os neurdnios (SUVA;
TIROSH, 2020).

O glioma € o tumor cerebral primario mais frenquente, incluindo ependimoma,
oligodendroglioma, oligoastrocitoma misto, astrocitoma. O glioblastoma multiforme é um
astrocitoma anaplasico, sendo um dos tumores mais agressivos que atinge o cérebro de
humanos. Este tipo de tumor maligno corresponde a metade dos tumores primarios do sistema
nervoso central (OSTROM et al., 2019). O glioblastoma corresponde a cerca de 80% dos
gliomas, além de ser responsavel por 50% dos tumores primarios do sistema nervoso central
(LOUIS et al., 2016).

O teste de citotoxicidade direcionado as células cancerigenas € de extrema relevancia
para os estudos sobre o cancer, visto que um perfil de toxicidade celular atenuado em células
ndo cancerigenas pode indicar a ndo aleatoriedade do agente frente as células saudaveis
(DILSHAD et al, 2020; GRACA et al., 2019; BEEBY et al., 2020).

Existem variados ensaios de toxicidade que possivelmente podem ser empregados.
Dentre algumas formas de avaliar a toxicidade, € muito utilizada a exposi¢do de substancias as
células tumorais e avaliar os aspectos da morfologia celular e diferenciacdo de celulas. A
linhagem C6 é uma das mais utilizadas em estudos neuroquimicos. Sua terminologia C6 faz
referéncia ao sexto clone do agente alquilante N-nitrosometilureia ap6s a injecdo desta
substancia nos ratos. Apos a injecao do agente foi observado que as células continham proteinas
S-100, esta proteina é encontrada no cérebro de vertebrados de forma exclusiva. Os tumores
cerebrais induzidos pelo uso da N-nitrosometilureia possuem grande semelhanga com os

astrécitos e possuem a proteina S-100, sua quantidade aumenta de acordo com o
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desenvolvimento tumoral. Cerca de cinco estirpes clonal distintas foram estudadas e apenas a
estirpe C6 contém uma quantidade consideravel da proteina (BENDA et al., 1968).

A atividade citotoxica das drogas em cultura de células tumorais pode ser investigada
por meio de uma avaliacdo microscépica, atraves da analsie dos danos ocorridos as células em
cultura e através da viabilidade celular. O ensaio do MTT se fundamenta na medida do dano
causado pela droga no metabolismo celular de glicidios usualmente através da atividade de
desidrogenases.

A atividade da célula é calculada pela atenuacdo do brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-
il]-2,5- difeniltetrazolium (MTT). As reacbes com o MTT s&o utilizadas para identificar a
atividade de desidrogenases em células com viabilidade. O sal de tetraz6lio ndo reage de forma
direta com as desidrogenases, mas com os derivados da reacdo NADH ou NADPH que reduzem
0 MTT para a formazan (SKEHAN et al., 1990; MOSMANN, 1983; CARMICHAEL et al.,
1987).

2.5 Metaboldémica e plantas medicinais

Com o crescimento das pesquisas cientificas que viabiliza o estudo de genes, proteinas
e metabdlitos, e a evolucdo na descoberta de novos farmacos, do controle e biomonitoramento
de doencas, se faz imprescindivel o desenvolvimento de ferramentas de investigacdo das
alteracdes bioldgicas que ocorrem nos seres vivos relacionadas a fatores genéticos, ambientais
e intervencdes externas (ADAMSK, 2020).

As ciéncias 6micas abrangem areas cientificas que apresentam uma ampla diversidade
de disciplinas. Tendo como alvo o estudo robusto das caracteristicas das estruturas de
dessemelhantes familias de moléculas em diversos organismos com o objeto de compreender a
acao dos organismos e suas alteracGes bioldgicas. Logo depois da descoberta do genoma os
estudos reverteram-se a elucidagdo das funcdes de todos os genes, bem como a caracterizagédo
de suas interacGes com fatores ambientais. Em vista disto, surgiu o transcriptoma (conjunto dos
transcritos-RNA), o proteoma (conjunto de proteinas) e o metaboloma (conjunto de
metabdlitos). Os metabdlitos sdo produtos de processos celulares e sua determinacdo pode ser
considerada a Ultima resposta de um sistema bioldgico que sofreu alteragcbes (MANZONI,
2018).

O metabolismo celular é realmente entendido como uma rede complexa de reac6es
bastante ordenadas e interconectadas, da forma que mesmo pequenas alteragdes como a redugédo

na concentracdo ou atividade de uma enzima podem causar modificagdes concomitantes na
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concentracdo de centenas de metabolitos. Essas possiveis transformacgdes sdo estudadas na
metabomica (SETHI et al., 2017).

Metabolémica é definida como uma area da ciéncia que utiliza ferramenta para a
identificacdo de metabolitos em condicGes qualitativas e quantitativas em um sistema bioldgico
(SLISZ et al., 2012). A metabolémica é uma das "Omicas" na biologia do sistema que vem se
desenvolvendo para entender as alteracdes de nivel molecular em diversas condi¢bes (ZHANG,;
HATZAKIS; PATTERSON, 2016).

As andlises metaboldmicas podem ser classificadas como: alvo (do inglés, targeted
metabolomics) e determinada como a andlise quantitativa de um ou mais metabdlitos
selecionados de forma prévia pertencentes a uma estipulada classe quimica, ou que estejam
relacionados a rotas metabolicas especificas, e metabolémica global (do inglés, untargeted
metabolomics) que se baseia na andlise qualitativa de um grande numero de metabdlitos,
relativos a variadas classes quimicas compreendidas no sistema bioldgico em estudo.
(KUEHNBAUM; BRITZ-MCKIBBIN, 2013).

A metabolémica expde um enorme desafio analitico, especialmente por causa da
diversidade das propriedades quimicas, fisicas e concentracdo dos metabdlitos encontrados em
amostras bioldgicas. Os metabdlitos podem apresentar variadas configuragdes e composicdes
quimicas, englobando compostos muito polares a compostos apolares. Obter um método
analitico qualificado para abranger todas as classes de metab6litos em uma Unica andlise é um
trabalho impossivel(VILLAS-BOAS; BRUHEIM, 2007).

A espectrometria de massas é a técnica de analise mais utilizada na metabolémica por
ser bastante sensivel e viabilizar agilidade nas analises por ser bastante seletiva. O modo de
utilizacdo para esta técnica se faz através da infusdo direta dos extratos, entretanto ha problemas
de supressao de ionizacdo dos sinais adquiridos, mas este problema pode ser minimizado por
meio da utilizacdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia e da cromatografia gasosa
(MIRNEZAMI, R. et al., 2014).

A cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) € uma das técnicas
de anélise de maior utilizagdo em pesquisas na metabolémica, fornecendo dados que se repetem
muitas vezes, demonstrando robustez. A analise de metabdlitos volateis por headspace é
constantemente utilizada para alcancar a fracdo volatil do conjunto de todos os metabdlitos do
sistema bioldgico. Contudo, grande parte de metabdlitos que formam o metaboloma precisam
ser derivatizados, para alcangar em temperaturas atenuadas a volatilidade. A derivatizacdo é um

procedimento que envolve alteragdes de composto quimicos com o intuito de produzir novos
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produtos com melhores propriedades cromatogréficas. O uso de CG-EM demonstra uma grande

vantagem que € resultado da elaboracdo de bibliotecas de espectros exibindo elevada
confiabilidade na identificacdo dos metabdlitos, outro dado fornecido é o tempo de retencdo e
0 padrdo de fragmentacdo alcancado em consequéncia da ionizacdo por elétrons
(WECKWERTH; KAHL, 2013; KOEK et al., 2011)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLAE-
EM) tem ganhado grande notoriedade nas pesquisas envolvendo andlises de metabolomas
(THEODORIDIS et al., 2012; PEZZATTI et al., 2020). Essa técnica se mostra robusta, sensivel
e seletiva. No que tange a cobertura de identificacdo de metabdlitos secundérios, a CLAE-EM
é considerada uma técnica abrangente, pois promove 0 mapeamento quimico extenso de um
metaboloma. Esta cobertura é consequéncia da grande variedade de fases estacionarias a
disposicao, possui variadas formas de separacdo, como a eluicdo em fase reversa, com ou sem
pareamento idnico, interacdo hidrofilica, e troca ibnica (THEODORIDIS et al., 2019).

Avalia-se que existam mais de 200.000 metabdlitos em plantas (ERNST et al., 2014).
Levando em consideracdo esta variedade de metabdlitos secundarios contidos em cada planta,
a analise do metaboloma de plantas € crucial para o entendimento da sua composi¢do quimica,
otimizacdo na producdo, cultivo e possiveis testes relacionados as atividades bioldgicas
(FERNANDEZ et al., 2016).

Os estudos de avaliacdo metaboldmica global do estigma de milho (Zea mays L.), objeto
de estudo dessa dissertacdo, sdo escassos. A maioria das analises metabolémicas abordada nos
estudos até entdo sdo classificadas como alvo (do inglés, targeted metabolomics). Mesmo sendo
guantitativa, este tipo de estudo direciona a anlise para determinados metabolitos presente em
uma classe e estes possuem rotas metabolicas comuns.

A anélise metaboldémica global € muito importante na busca de uma analise de diversas
classes quimicas contidas numa espécie. Levando em consideragdo a caréncia da aplicacdo da
anélise metaboldmica global em estigma de milho. Este estudo apresenta a aplicagdo de técnicas
metalabolémicas para mapear grande parte do metaboloma do estigma de milho. As técnicas
foram: cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM) e cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massa (CLAE-EM) para realizar este

mapeamento quimico mais abrangente.



26

2.6 Milho
2.6.1 Origem

O milho se originou nas terras altas do México entre 7.000 e 10.000 anos atras.
Evidéncias arqueoldgicas mostraram que o milho foi cultivado no ano 2000-2500 aC. em um
sitio arqueoldgico com o nome "Nac Neish". Essa € a primeira evidéncia paleoetnobotéanica de
sua domesticacdo, localizada na parte sul do estado de Tamaulipas no México. Existem outros
sitios arqueoldgicos valiosos localizados nos estados de Puebla, Oaxaca e México. A Zea
mexicana e Zea perennis sao espécies mais antigas registradas ha 5000 anos aC. Essas espécies
foram encontradas nos sitios arqueolégicos chamados "La Playa" e "Nevada", localizados no
vale de Tehuacan. Dois tipos de planta do milho chamados Chalco e Balsas foram encontrados
no oeste do México, situados em altitudes altas e baixas, respectivamente (GALINAT, 1988;
CUEVAS SANCHEZ, 2011; SERNA-SALDIVAR, 2015).

2.6.2 Descricdo botanica

A Zea mays L. € a nomenclatura cientifica de uma espécie domesticada pertencente a
divisdo: Angiospermae, reino: Plantae, divisdo: Magnoliophyta, classe: Liliopsida, ordem:
Poales, familia: Paceae, género: Zea e epiteto especifico: mays. Estes podem ser milho doce,
ceroso e roxo. As cultivares sdo abundantemente cultivadas e utilizadas na industria de
alimentos (ANDERSON; BROWN, 1952).

2.6.3 Cultivares de milho

A cultivar é uma forma de planta cultivada e possui um gendtipo e fenotipo distintos.
No Brasil sdo utilizadas variedades e hibridos. As variedades sdo adquiridas através do
cruzamento de plantas da mesma linhagem. A variedade é um grupo de plantas com
caracteristicas comuns e apresentam estabilidade no material genético devido ao cuidado na
reproducéo dessas plantas para que o cruzamento ndo ocorra (ORTON, 2020)

Os hibridos s&o adquiridos atraves do cruzamento delineado entre diferentes plantas de
linhagem pura. Os hibridos mais utilizados no Brasil s&o: hibridos de variedades que s&o
produtos de cruzamento genético entre duas variedades e aqueles de linhagem e hibridos de
linhagem, este é o mais comercializado, sendo separados em trés tipos diferentes. Hibrido

simples: cruzamento entre duas linhagens puras; hibrido triplo: cruzamento entre uma linhagem
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pura e e um hibrido simples; hibrido duplo: cruzamento entre dois hibridos simples (SANTOS
et al., 2020).

Existe uma diversidade em relacdo aos tipos de sementes utilizadas no cultivo no
mercado. Os hibridos simples sdo os mais utilizados no comércio. Tendo em vista a demanda
das industrias e a necessidade do pequeno e médio agricultor. Muitos estudos foram realizados
com o objetivo de melhorar geneticamente as sementes produzidas pelos hibridos, levando em
consideracdo a escolha do tipo de semente para uma regido em crescimento, melhor
gerenciamento cultural e fatores ambientais que influenciam a expressao do gene da semente e,
consequentemente, nas caracteristicas da planta, e mais intrinsecamente, sua composicao
quimica (WANG et al., 2020; REZENDE et al., 2020; ALBUQUERQUE et al., 2008).

2.6.4 Reproducao da planta de milho

O milho (Zea mays L.) é uma especie monoclina onde as flores estaminadas (masculina)
estd localizada na borla, enquanto a flores pistiladas (feminina) estd localizada na espiga do
milho. Esses 6rgdos aparecem como flores e sdo responsaveis pela reproducédo da planta, a qual
ocorre através da transferéncia do polén para o estigma, esse processo &€ conhecido como
polinizacdo. Uma planta de milho pode se autofertilizar ou esse processo reprodutivo pode ser
feito através da polinizacdo cruzada, onde a transferéncia é feita de uma flor masculina de uma
planta para outra da mesma espécie. A inflorescéncia masculina produz 25 milhGes de gréos de
polen (os hibridos modernos tém cerca de 750.000 a 1 milhdo devido ao tamanho menor das
borlas) (DARRAH; MCMULLEN; ZUBER, 2019).

2.6.5 Fenologia da planta de milho

O crescimento e desenvolvimento de uma planta de milho seguem um padrdo. No
entanto, o intervalo de tempo entre as etapas de crescimento pode variar entre diferentes
cultivares, ano agricola, data de plantio e localizagdo. Portanto, € necessario identificar 0s
estadios de desenvolvimento da planta que podem estar no estadio vegetativo (V) e reprodutiva
(R). Dentro do estadio vegetativo, hd uma faixa de crescimento indicada por nimeros que
representam o numero de folhas, por exemplo: estadio vegetativo (V1) a VN, que descreve a
ultima folha deste estadio (ASSEFA et al., 2014).

2.6.5.1 Estadio vegetativo
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O primeiro estagio da inicio a emergéncia. Neste estadio a germinagdo geralmente
ocorre entre quatro e cinco dias, mas a duracdo exata desse periodo depende diretamente de
fatores ambientais. A formacdo do sistema radicular nodal comeca nesse estadio e o
alongamento das primeiras raizes inicia-se no estadio V1 e ap0s o estadio V3 o crescimento é
quase zero (Figura 1) (MAGALHAES et al., 1995).

No estadio V1 a primeira folha com colar aparece e a partir deste ponto até a floracéo
(R1) os estadios vegetativos sdo determinados a partir da ultima folha desenvolvida. O
meristema apical da planta fica abaixo da superficie do solo até o estadio V5. No estadio V2,
as raizes nodais comegam a crescer no subsolo (Figura 1) (RITCHIE; HANWAY 1989).

No estadio V3 as folhas sdo completamente desenvolvidas. No entanto, o ponto de
crescimento ainda esta abaixo da superficie do solo e o caule ainda esta se formando. Nesse
estadio, os pélos radiculares do sistema nodal comegam a emergir e o crescimento radicular
seminal estagna. No estadio V5, cinco folhas estardo completas, hd também o inicio emergéncia
da espiga do milho e da borla. No estadio V4, predominam as raizes nodais que ocupam maior
densidade do solo em comparacdo as seminais. As folhas ainda se desenvolvem no ponto de
crescimento da planta (apical) (Figura 1) (MAGALHAES et al., 1995).

No estadio V6, a borla esta acima do nivel do solo, o caule estd sendo esticado e 0
sistema radicular esta crescendo. A falta de 4gua neste estadio pode interferir negativamente no
desenvolvimento das plantas, principalmente no armazenamento de acUcares (Figura 1)
(MAGALHAES et al., 1995).

No estadio V9, ha um grande desenvolvimento dos 6rgdos das flores, no entanto, o caule
permanece esticado. Em contraste, a borla tem pouco desenvolvimento. Na transigdo para o
estadio V10, a planta comeca a crescer gradualmente, onde ha um grande acumulo de nutrientes
gue duram até o inicio do estadio reprodutivo. Apds esse periodo, o crescimento foliar entre
estadios ocorre em periodos mais curtos. Até o estadio de desenvolvimento foliar total, a taxa
é de aproximadamente 2 a 3 dias por folha (Figura 1) (RITCHIE; HANWAY 1989).

No estadio V12, os grdos tém seu tamanho definido. Se duas a quatro folhas basicas
forem perdidas nesse estadio, isso comprometera diretamente a produgdo. No estadio V17, os
grdos sdo definidos por linha, e uma semana depois ocorre a floragdo (Figura 1)
(MAGALHAES et al., 1995).

No estadio V15, o estigma de milho comeca a emergir dos picos. Se o estresse hidrico
ocorre quinze dias antes e apoés a floracdo, afeta diretamente a formacao de gréos. No periodo

subsequente, a margem livre ja pode ser vista (Figura 1) (MAGALHAES et al., 1995).
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O est&dio V18 comeca uma semana antes da floracdo. As raizes aéreas aparecem neste
estadio e sdo responsaveis pela absor¢do de agua e nutrientes. A falta de agua neste estadio
pode dificultar a emissdo do estigma (Figura 1) (MAGALHAES et al., 1995).

No estadio de pendoamento a transmissdo da inflorescéncia masculina ocorre antes que
0 estigma do milho seja exposto, o intervalo de tempo entre eles pode chegar a 4 dias. O
intervalo entre a fertilizacdo e o primeiro estadio reprodutivo pode variar de acordo com a
cultivar e os fatores ambientais (Figura 1) (MAGALHAES et al., 1995).

Figura 1- Estadio vegetativo de Zea mays (L.).

VE V1 V2 V4 V6 V10 Vi2 Vi4 Ensiea foha ~ VT

Fonte: Fonte: K-State Research and Extension (2016).

2.6.5.2 Estadio reprodutivo

No estadio R1, o estigma de milho € totalmente visivel na parte externa da espiga.
Durante esse periodo o "cabelo" do milho retém o pdlen para polinizar. A fertilizacdo do évulo
ocorre ap0os 24 horas de retencdo de pélen. O estigma de milho cresce até ser fertilizado. Em
todos os estadios os fatores ambientais sdo essenciais para o desenvolvimento da planta. Nesta
etapa, a baixa umidade e altas temperaturas inviabiliza a polinizacdo e consequentemente a
producdo de gréos (Figura 2) (RITCHIE; HANWAY, 1989; MAGALHAES et al., 1995).

No estadio R2, a espiga de milho esta proxima do seu tamanho maximo. O acumulo de
amido nos gréos se inicia neste estadio. Neste estadio o estigma de milho comeca a escurecer
e secar (Figura 2) (RITCHIE; HANWAY, 1989; MAGALHAES et al., 1995).

No estadio R3, os grdos tém um liquido mais amarelado demonstrando a transformacéo
de acucares menos complexos em um polissacarideo. Além disso, € precisamente neste estadio
que os fotoassimilados encontrados em outras partes da planta sdo transferidos para a espiga
(Figura 2) (MAGALHAES; 1995).



30

No estadio R4, os gréos se tornam mais pastosos e consistentes. Este estadio é atingido
apos 25 dias da emergécia do estigma de milho. O acimulo de amido e o ganho de peso dos
gréos nesse estadio é constante, atingindo metade do peso que serd atingido na maturidade
fisiologica (Figura 2) (MAGALHAES et al., 1995)

O estadio R5 € caracterizado pela formacdo de uma parte concava na parte elevada do
grdo, mais conhecida como dente. E essencial saber que nem todos os gendtipos terdo o "dente”,
portanto o melhor parametro é observar a rigidez dos graos (RITCHIE; HANWAY 1989,
FANCELLI; DOURADO NETO, 2000).

O estadio R6 é alcancado 60 dias apds a polinizacdo. Nesse periodo os grdos atingem
seu peso seco maximo e envelhecimento das folhas, garantindo uma aparéncia mais opaca. Esse
estadio compreende o tempo ideal para a colheita. A umidade dos grdos pode variar entre 0s
hibridos (Figura 2) (RITCHIE; HANWAY 1989, FANCELLI; DOURADO NETO, 2000).

Figura 2 - Estadio reprodutivo do milho Zea mays (L.).

Fonte: K-State Research and Extension (2016).

2.7 Estigma de milho e seus compostos bioativos

O estigma de milho é parte da flor feminina de Zea mays L, fica no topo do fruto do
milho, sendo considerado um subproduto obtido da producdo de milho, descartado como lixo
junto com outras partes do milho como resultado da falta de utilizacdo. As principais classes
quimicas encontradas no estigma sdo: esteroides, sitosterol, estigmasterol, alcaloides,
saponinas, acidos graxos (EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007), flavonoides
(SOSA et al., 1997; SNOOK et al., 1993) e outros fendlicos (NURHANA; ROSLI; MOHSIN,
2012; EBRAHIMZADEH et al., 2008).
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Figura 3 - Estigma de Zea maﬁL.).

Fonte: lvone Lopes (2016).

Os metabdlitos secundarios desempenham um papel essencial nas plantas através da
interacdo destas com o0 meio ambiente para sua sobrevivéncia. Estes metabdlitos exercem um
papel relevante para o desenvolvimento de medicamentos utilizados na medicina atual
(SRIVASTAV; EGBUNA; TIWARI, 2020).

2.7.1. Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos representam uma grande classe de metabdlitos presentes na
maioria das plantas. O estigma de milho possui diversos compostos fendlicos. O extrato
metandlico do estigma de milho apresentou o teor de compostos fendlicos de 272,81 mg de
EAG /100 g, enquanto o extrato aquoso continha 256,36 mg de EAG 100 g, Através do método
colorimétrico Folin-Ciocalteau (NURHANAN; ROSLI; MOHSIN, 2012). (NURHANAN;
ROSLI; MOHSIN, 2012). Entretanto, em outra pesquisa que utilizou uma espécime nimero
280 foi de 118, 94 + 2,78 mg g .. Esta extracéo foi realizada com etanol-agua (1:1) e o teor
fendlico foi determinado usando o (EBRAHIMZADEH; POURMORAD; HAFEZI, 2008).

Os diferentes gendétipos de milho podem alterar a composi¢do de seus compostos
fenolicos. O estudo de Sarepoua et al. (2015) utilizou 0 método colorimétrico Folin-Ciocalteau
e exibiu um teor significativamente maior de compostos fendlicos no estigma de milho do
estadio reprodutivo 4, em relacdo ao estadio reprodutivo 6. O conteudo fenolico total variou de
26,5 ug EAG g (milho ceroso branco, variedade WWC1 no estadio R6) a 206,8 ug EAG g
(milho ceroso roxo, variedade PWC5 no estadio R4), nas amostras que utilizaram solventes
metandlicos nas variedades de milho avaliadas.

No entanto, o estudo de Zili¢ et al. (2016) avaliado através do método colorimétrico

Folin-Ciocalteau apresentou teores de compostos fenolicos significativamente maiores em
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relacdo ao resultado exposto no estudo de Sarepoua et al. (2015). O teor de compostos fendlicos
nos estigmas de milho hibrido ZP foi mais elevado no estadio reprodutivo 1 (R1), em relacéo
ao estadio reprodutivo 4 (R4). Considerando as plantas de milho hibridas estudadas (ZP Exp,
ZP 555, ZP 341 e ZP 366), 0 maior teor de compostos fendlicos foi de 8101,6 + 73,5 mg de
EAG 100g™ (ZP Exp — estadio R1) e o menor foi 2093,9 + 215,7 mg de EAG 100g™* (ZP 555
— estadio R4).

O conteldo total de compostos fendlicos nos extratos etandlicos do estigma de milho
avaliado através do método colorimétrico Folin-Ciocalteau variou de 21,40 + 7,47 a 13,41 £
4,78 mg de EAG g de extrato. O maior teor de compostos fendlicos foi encontrado no milho
doce (cultivar — SP: bicolor) e o menor teor foi identificado no milho ceroso (KT: ATS5), ambos
no estadio R3 (CHAINTTIANAN et al., 2016).

O conteudo fenolico total do extrato etandlico do estigma de milho (cultivar YeDan-13
— estadio R6) avaliado através do método colorimétrico Folin-Ciocalteau foi de 38,2 mg de
EAG g (WANG; ZHAO, 2019).

Os flavonoides pertencem ao maior grupo de compostos fendlicos no estigma de milho.
A estrutura genérica de um flavonoide consiste em dois anéis aromaticos conectados por um
anel heterociclico oxigenado conhecido como anel C. Diferentes estruturas no anel dos
flavonoides os classificam como flavanois, flavanonas, antocianinas e isoflavonoides
(RANUM; PENA-ROSAS; GARCIA-CASAL, 2014).

Com o uso da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), alguns flavosideos
foram isolados e identificados no estigma de milho: ax-5-metano-3-metimicina (1), ax-4-OH-
3-metoximicina (2), 7,4-di-hidroxi- 3-metoxiflavona-2-O-null -L-ramnosil-6-C-fucosideo (3),
2 "-O-a-L-ramnosil-6-C-3" - desoxiglucosil-3'-metoxiluteolina (4), Ax -4 " - hidroxi-3 -'-
metoximisina (5), 6, 4'-di-hidroxi-3'-metoxiflavona-7-Oglucosideo) (6) (REN; QIAQO; DING,
2013; REN, 2018).

Alguns outros acidos e derivados fendlicos, bem como derivados do &cido vanilico,
também foram identificados por espectrometria de massas em cromatografia liquida em tandem
(CL-EM /EM), como, vaniloil hexose (7), naringenina 4'-O-glucosideo (8) (CHAIITTIANAN;
SUTTHANUT; RATTANATHONGKOM, 2017).

Através da anélise CL-EM, foram identificados o &cido cafeico (9) e acido p-cumarico
(10). Dentre os éacidos cafeoilquinicos (11), os principais &cidos identificados foram
respectivamente: acido 4-O-cafeoilquinico (4-CQA) (12), acido 5-O-cafeoilquinico (5-CQA)
(13) e 4cido p-coumaroilquinico (P-CQA) (14) (ZILIC et al., 2016).
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O estudo de Yu et al. (2008) usando reacéo espectral em cromatografia em camada fina
(CCF) identificou os flavonoides predominantes. As fracOes particionadas de acetato de etila
de um extrato etanolico bruto do estigma de milho, mostraram luteolina (16), formononetina
(17) e apigenina (18).

O estudo de Guo et al. (2004) mostrou que através da cromatografia liquida de alta
eficiéncia de fase reversa foi possivel identificar os flavonoides gliosideos, incluindo a
quercetina (19), maysina (20), apimaisina (21), estes foram os metabolitos majoritarios. Vale
ressaltar que a base populacional do estudo foi a segunda geragédo parental (F2), resultado de
um cruzamento entre as linhas puras GE37 (P1A1) e 565 coletadas no estadio R1. A analise
foi realizada com extrato etanolico.

A avaliacdo metabolémica do extrato etandlico do estigma de milho roxo, no estadio
fenolégico R3, através da CLAE, revelou a presenca do acido protocatecuico (22), acido
vanilico (23), acido p-cumarico (10) e acido hidroxicindmico (24) (CHAIITTIANAN et al.,
2016). Os polifendis foram definidos como os principais metabdlitos do estigma de milho.
Respectivamente, nesta ordem, antocianinas, quercetina (19), acidos fenolicos e derivados
(CHAIITTIANAN; SUTTHANUT; RATTANATHONGKOM, 2017). O contelGdo de
antocianina de 1,57 e 192,96 mg de EGC 100 g, contribuiu para a cor rosa e purpura. O
contetido de quercetina (19) foi de 58,22 + 1,34 mg g . Vale ressaltar que neste estudo a

quercetina foi um dos flavonoides majoritarios presentes no estigma de milho iraniano,

2.7.2 Terpenos

Os terpenos sao 0s principais compostos em diversas espécies de plantasse apresentam
diversas bioldgicas. As plantas que possuem flores demonstram um teor maior de terpenos. Os
egipcios comecaram a usar esses metabdlitos para fins religiosos, cosméticos e medicinais.
(THOMPSON, 2005; GERSHENZON; DUDAREVA, 2007; ZHOU; PICHERSKY, 2020; EL-
GHORAB; EL-MASSRY SHIBAMOTO, 2007).

Alguns terpenos foram identificados no extrato do estigma de milho egipcio utilizando
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. Para obter o extrato foi utilizado o
solvente diclorometano. Os principais constituintes foram, 6, 11-oxidoacor-4-eno (25),
citronelol (26), trans-pinocanfona (27), ledol (28), globulol (29), neo-iso-3-tujanol (30) e
hidrato de cis-sabineno (31). Outros terpenos também foram identificados em concentragdes
mais baixas, como timol (32), cis-crisantol (33), tujopsadieno (34), 7-epi-R-selineno (35), o-

cimeno (36), acido isovalérico (37), (E) -hexen-2 (38), cubenol (39), tricicleno (40), alfa-pineno
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(41), céanfora (42), acetato de citronelil (43), acetato de neoisodi-hidrocarveol (44), cis-carveol
(45), viridiflorol (46), 1-epi-cubenol (47), p-cimeno-7-ol (48), selina-3,7 (11) -dieno (49),
eugenol (50), verbeno (51), sabineno (52), careno (53) cis-alfa-terpina (54), transcarveol (55),
carvacrol (56), aromadendereno (57), acor-4-eno (6,11-oxido) (58), germacreno (B) (59), beta
oxido de himachaleno (60) farnesol (61) (EL-GHORAB; EL-MASSRY SHIBAMOTO, 2007).

2.7.3 Esterdides

Fitoesterois € um termo coletivo para esterdis e estandis vegetais com uma estrutura
semelhante ao colesterol, diferindo apenas nas cadeias laterais. Eles sdo 0s componentes
essenciais das paredes e membranas celulares das plantas. Os pequenos constituintes do 6leo
de milho, os fitoesterdis, séo classificados em subgrupos: 4-desmetilsterdis, 4,4-dimetilesterdis,
4-monometilsterdis e sitosterdis. A classificacdo é baseada no nimero do grupo metil na
posicdo C-4 (STUMPF, P; MUDD, J; NES, W, 1987).

2.8 Estudos farmacoldgicos com o estigma de milho

Especificamente na Franca, o estigma de milho é usado para diminuir gordura corporal
(TSUDA et al., 2003; WANG et al., 2011). Além disso, foram lancados no mercado produtos
a base de cha e capsulas de folhas de milho com alegacdes de melhoria referente a reducéo da
pressao arterial e cura de infecgdes do trato urinario.

Com evidéncia cientifica as atividades bioldgicas do estigma de milho tém sido
relatadas na literatura, como: anti-diabético (GUO et al., 2009), diurético (VELAZQUEZ et al.,
2005), inibicdo antiproliferativa induzida por lipopolissacarideo (1) e (2), respectivamente,
inibicdo da hiperglicemia em ratos diabéticos induzidos por aloxana e efeitos hipolipidémicos
do polissacarideo no estigma de milho (GUO et al., 2019)

A atividade antiadipogénese no estigma do milho foi investigada e a atividade esperada
néo foi evidenciada. Por outro lado, foi encontrada como uma rica fonte de fibras alimentares,
antocianinas e flavonoides (CHAIITTIANAN et al., 2016).

2.8.1 Atividade antioxidante do estigma de milho

O oxigénio € um composto abundante no planeta e responsavel pela producéo eficiente
de energia em animais e plantas. A disparidade entre oxidacdo e a acdo antioxidante de defesa
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é causada por um desequilibrio entre pro-oxidante e antioxidante. Este desequilibrio condiciona
a geracdo de espécies toxicas de radicais. Os radicais livres sdo geralmente eliminados por
antioxidantes e estimulam os niveis de enzimas antioxidantes (BJELAKOVIC et al., 2007).

As espécies reativas de oxigénio podem causar danos as biomoléculas como o DNA,
causando cancer, bem como a doencas neurodegenerativas e cardiovasculares (CICHO-LACH,;
MICHALAK, 2014).

O extrato de etanol do cultivar YeDan-13 mostrou uma atividade antioxidante através
do ensaio DPPH com valor de ICso de 116.2 pg mL (WANG; ZHAO, 2019). De acordo com 0
trabalho de Zilic et al. (2016), utilizando o ensaio DPPH, avaliaram os estigmas de milho, em
estagios diferentes de maturidade e obtiveram valores de 1Cso de 0,059 mg para o ZP 341, no
estagio R1, que foi o mais antioxidante que o do estagio R4, com ICsode 0 0,180 mg.

O estudo de Chaiittianan et al. (2016), foram utilizados dois cultivares distintos: o
estigma de milho doce (SP: Bicolor e SV: ATS5) e estigma de milho ceroso (KJ: Kaimook-49
e KT: Big white -852). As amostras foram coletadas no estadio R3 e foi realizado o teste de
determinacédo do poder de reducdo do ferro (FRAP). Este teste definiu o potencial de extracédo
com base na reducdo de Fe3* para Fe?* Também foi utilizado o ensaio DPPH que avalia a
capacidade de doagéo de hidrogénio ou a eliminacdo de radicais. Os resultados dos dois testes
mostraram a atividade antioxidante. A maior atividade foi identificada nos extratos SP (0,44 +
0,08 mg Fe?*eq g extrato e 11,74 + 1,21 mg Vit C eq g extrato) quando comparado ao SV, KJ
e KT, respectivamente. A atividades antioxidante encontrada nos extratos estavam relacionadas
as concentracdes totais de fendlicos e flavonoides.

O estudo de Vranjes et al. (2016) utilizando ratos (Mus musculus albino variedade
NMRI), analisou a atividade antioxidante do homogenato de rim através do ensaio de DPPH,
além de ensaios enzimaticos, glutationa e peroxidacao lipidica. Para esta avaliacdo foi utilizado
a superdxido dismutase (SOD), esta enzima foi determinada em aliquotas pelo método de Misra
e Fridovics (1972) com base na inibigdo da transformagéo da adrenalina em adrenocortical a
pH 10,2, a qual foi maior nos rins de camundongos tratados com extrato de estigma de milho
(16,03 U mg de proteina em relacdo as demais plantas) em comparacdo com as demais plantas
utilizadas neste estudo (mirtilo e salsa) (MATKOVICS et al., 1977). A avaliagdo dos rins de
camundongos tratados com extrato do estigma de milho na concentracao de 75 nmol de guaiacol
mg de proteina e da a glutationa peroxidase (GSH-Px) usando hidroperéxido de cumeno nos
rins de animais que ingeriram estigma de milho (75,18 nmol GSH mg de proteina) foi

considerada significante. Entretanto, os rins de animais que ingeriram o estigma de milho
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apresentaram baixa atividade da CAT com a concentragdo de 49,11 nmol de H2O, mg de
proteinas, a qual foi aferida através de um espectrofotdbmetro a 240 nm.

A acdo reduzida da glutationa foi elevada nos rins de animais que ingeriram extrato do
estigma de milho (187,14 nmol mg de proteina). A peroxidacdo lipidica foi medida por TBARS
(quantidade de substancias reativas ao &cido tiobarbitirico) e os valores foram expressos como
equivalentes de malonildialdeido (MDA); a calibracdo da curva foi preparada com
malonyldialdeido bisdiacetal. A peroxidacéo lipidica foi reduzida com um valor de 4,20 nmol
MDA mg de proteina nos rins. A capacidade de eliminar os radicais livres (RSC) foi

determinada usando o DPPH.

2.8.2 Atividade antiobesidade do estigma de milho

Os efeitos antiadipogénicos nos extratos do estigma de milho estdo intimamente
relacionados aos seus metabdlitos. Utilizando algumas ferramentas analiticas o estudo com o
estigma de milho conseguiu identificar metabolitos que pertencem a classes quimicas como por
exemplo, flavonoides, polifenois, derivados fendlicos. Esses metabdlitos ja foram
correlacionados com a antividade antiobesidade. O estudo in vivo e in vitro com o estigma de
milho em células pré-adipdcitas 3T3-L1 e camundongos C57BL / 6 identificou uma flavona
glicosilada que contribuiu para a inibicdo da aglomeracao lipidica, tratamento com maysin (25,
50, 75 e 100 mg mL), de modo dependente da dose, atenuou o elevado teor de triglicerideos
nos adipdcitos por 0,27, 68 e 69%), diferenciacdo de adipdcitos (a concentracdo de 75 e 100
mg mL reduziu significativamente as expressdes de PPAR-g em 37 e 51%, respectivamente),
apoptose celular (25, 50, 100 e 200 mg mL por 24h minimizou de forma gradual a viabilidade
celular em 80%, 79%, 72%, e 53%, respectivamente, quando comparado com as células do
grupo controle (100%). Em uma concentracdo de 25mg kg a maysina (20) junto com uma dieta
rica em gordura diminuiu o ganho de peso dos ratos (16.19 = 0.67), quando comparada com a
utilizacdo da dieta gordurosa sem a maysina (22,02 = 0.50) (LEE et al., 2017).

No estudo de Aguirre et al. (2011), observou-se maior potencial antiobesidade para o
extrato etandlico do estigma de milho. As classes quimicas encontradas majoritariamente
foram: flavonoides e fendlicos, quando comparado ao extrato etandlico do estigma de milho
ceroso. A quercetina (19) ¢ um flavonoide que apresenta atividade antiobesidade. Pois
interrompe o ciclo de vida dos adip6citos diminuindo o peso corporal.

Extratos metandlicos do estigma de milho foram administrados em ratos wistar e 0s

exames bioquimicos apontaram atividade hipolipidémica com media de colesterol de
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79,12+3,77 mg dL para os ratos que consumiram a dieta com uma alta teor de colesterol junto
com o estigma de milho na concentragdo de 400 mg kg, quando comparados com o grupo de
ratos que s6 consumiram a dieta com um alto teor de colesterol o resultado foi de 111,16 +1,85
mg dL (AHMED; HAMZA; KOTOB, 2016).

Os extratos etandlicos dos estigmas de milho doce (SP e SV) e de cerosos (KJ e KT) no
estadio R3 foram analisados. E os extratos SP e SV exibiram como componentes principais, 0
glicosideo de quercetina (63) e derivados (118,20 + 2,55 mg 100 g peso seco), acido ferulico
(62) (39,40 = 0,75 mg 100g peso seco) e derivados da catequina (117,90 £ 10,04 mg
equivalentes de catequina/peso seco 100g de fendis). No KJ e KT, os principais compostos
foram, o acido p-cumarico (26,37 + 1,06 mg 100 g de peso seco), derivados do &cido géalico
(65) (93,19 + 1,91 mg de equivalentes de acido galico 100g de peso seco) e derivados de
catequina (109,34 + 5,16 mg equivalentes de catequina 100 g de estigma seco). Estes compostos
quimicos apresentaram atividade anti-adipogénese e inducéo de lipélise. (CHAIITTIANAN et
al., 2016).

2.8.3 Atividades antidiabética do estigma de milho

No estudo de Guo et al. (2009), oonde a aloxana foi utilizada para induzir diabetes em
camundongos e a utilizagdo do extrato de estigma de milho reduziu efetivamente a
hiperglicemia aumentando os niveis de insulina e recuperando as células 3 danificadas. Com a
utilizacdo do extrato aquoso de estigma nos respectivos camundongos diabéticos a glicemia (p
<0,05) e a hemoglobina glicada (p<0,01) foram atenuadas em camundongos hiperglicémicos
induzidos por aloxana (ambos os indicadores com significancia estatistica).

Os extratos de acetato de etila e butanolico tiveram efeito anti-hiperglicémico. Essa
conclusdo advém da diminuicdo da o-amilase (ICso = 156,2 ug mL e 64,8 nug mL,
respectivamente) e a-glicosidase (ICso= 151,2 ¢ 170,8 ug mL, respectivamente) em ensaios
enzimaticos. No modelo de BSA-glicose o extrato de acetato de etila e o extrato butandlico
impediram a formagdo de produtos finais de glicagdo avangada (ICso = 156,8 ug mL e 174,2
ug/ mL, respectivamente). O ensaio que avaliou a nefropatia uilizou extrato etandlico, acetato
de etila, butandlico e aquoso, respectivamente. Estes apresentaram inibicdo de uma cultura
significativa da produgéo de Col IV, FN e IL-6 em células mesangiais (glicose a 200 pg/mL)
(WANG; ZHAO, 2019).

No estudo de Chen et al. (2013), o polissacarideo carboximetilado ativou maior

capacidade inibidora de a-amilase diminuindo a digestdo de carboidratos. A ordem decrescente
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da atividade de inibicdo foi: polissacarideo carboxilmetilado, derivado sulfatado do
polissacarideo, polissacarideo sem modificagéo, derivado acetilado do polissacarideo com os
valores de 1Cso de 5,33, 8,54, 10,07 e 10,31 mg mL, respectivamente.

No estudo de Guo et al. (2019) os polissacarideos do estigma de milho (CSP) com o0s
principais mecanismos moleculares inibiram a a-amilase e a a-glicosidase. A atividade de
inibicdo da enzima a-amilase foi proporcionada pelos polissacarideos, CSP1, CSP2 e CSP3, 0s
respectivos resultados foram expressos em 1Cso: 0,18 mg mL, 0,13 mg mL, 0,17 mg mL e os
valores de ICso referente a agdo dos mesmos polissacarideos frente & a-glucosidase, foram: 1,60
mg mL, 1,21 mg mL e 1,79 mg mL, respectivamente. O CSP também regulou a via de
sinalizacdo PI3K/Akt e promoveu a translocacdo de GLUT4 para a membrana plasmaética. Esta
translocacdo amplia a captacdo de glicose nas células musculares esqueléticas de ratos L6.

O trabalho de Pan et al. (2017), isolou o polissacarideo (PCS2), este carboidrato
composto por d-galactose, D-manose, D - (+) - glicose, D - (+) - xilose, L-arabinose e ramnose.
O tratamento com PCS2 atenuou os niveis de glicose no sangue de camundongos tratados com
glicose nas respectivas concentracfes: 200, 500 e 800 mg kg de PCS2 foram diminuidos em
17,97%, 33,85% e 33,11%, em relacdo ao do grupo com diabetes controlada. Os resultados

mostram que PCS2 tem um efeito antidiabetes.

2.8.4 Atividade anti-inflamatoria do estigma de milho

Wang et al. (2012) testaram a eficacia anti-inflamatoria do extrato aquoso do estigma
de milho em doses de 2 e 4g kg de peso corporal em ratos com pleurisia induzida por
carragenina (Cg). Os resultados mostraram reducdo no nivel de proteina C3 no grupo 4 onde
estdo inseridos 0s animais tratados com carragenina e administrados por via oral 4 g, em relacédo
ao grupo controle 13.2 mg dl £1.7 — p < 0.01), o menor nivel de proteina C4 foi observado no
grupo 4 (4.0 £ 0.3 mg dL, sem significancia estatistica em relacdo ao controle); o menor nivel
de TNF-a foi observado no grupo 4 em relagéo ao grupo controle (360.2+135.7 (pg mL —p <
0.001); o menor nivel de IL-13 foi identificado no grupo 4 em relacdo ao grupo controle
(666.0+49.3 pg mL - p < 0,05); o menor nivel de VEGF-a foi encontrado no grupo 4
(540.0£22.2 pg mL — p < 0.01); o menor nivel de IL-17 foi identificado no grupo 4 (73.7+5.5
pg/mL - p <0.00). O estigma de milho é promissor para tratar doencas inflamatorias que causam
estresse oxidativo.

O estudo de Habtemariam (1998) mostrou uma possivel opcéo para o tratamento de

leucdcitos regulados pelo TNF. O extrato etanélico atenuou a expressédo de ICAM-1 com 50 e
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65% de aderéncia no periodo de 4 e 18 horas de tratamento e diminuiu a expressdo de ICAM-
1 estimulada pelo LPS (1 e 10 pg/mL) com 18 horas. Mostrando que o extrato etandlico possui
atividade anti-inflamatoria. No trabalho de Kim et al. (2017), o extrato etandlico do estigma de
milho e o extrato etandlico com alto teor de maysina (20) na concentragdo de 10, 50 e 100 pg

mL atuaram como promotor anti-inflamatério do LPS induzido por 6xido nitrico e TNF- a.

2.8.5 Atividades neuroprotetora do estigma de milho

O estudo de Choi et al. (2014) testou o efeito da maysina (20), uma flavona glicosilada
presente no estigma de milho coreano (Kwangpyeongok), contra o peroxido de hidrogénio. Este
metabolito secundario induziu as células do neuroblastoma humano (SK-N-MC) a morte
celular. A maysina diminuiu a toxicidade do H202 nas células SK-N-MC. A avaliagdo foi
realizada por teste de viabilidade celular e liberagdo de LDH. Este agente também auxilia na
formatacdo da dose de ERO intracelular e evita a clivagem do PARP. Esta flavona também
diminuiu significativamente danos ao DNA e apoptose celular causado pelo H2O0,. O pré-
tratamento com a maysina (20) (5-50 ug mL), durante um periodo de 2 horas aumentou de
maneira consideravel e dependente da dose os niveis de mMRNAs de enzimas antioxidantes:
CAT, GPx-1, SOD-1, SOD-2 e HO-uM, com o aumento de 2,49, 2,42, 2,40, 3,15 e 14,75 vezes,
respectivamente.

Kan et al. (2012) analisaram extratos etanolicos e extratos em acetato de etila de
variedades de milho (Z. mays var. Intendata, Z. mays var. Indurata, Z. mays var. Everta e Z.
mays var. Saccharata) por sua acdo inibitéria contra acetilcolinesterase (AChE),
butiracolinesterase (BChE) e tirosinase em concentragdes de: 50, 100 e 200 ug /mL . A maior
inibicdo da AChE foi realizada pelos extratos em acetato de etila de Z. mays var. Intendata
(96,69 * 2,06%) e var. indurata (92,73% =+ 0,98%) a 200 ug mL 1. A maior inibicdo de BChE
foi observada no extrato de acetato em etila de Z. mays var. everta. Apenas 0s extratos em
acetato de etila (44,06%) e etanol (61,54% + 4,84%) de Z. mays var. saccharata impediram

tirosinase até 100 pg mL .

2.8.6 Atividades antifadiga do estigma de milho
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Hu et al. (2010) avaliaram a atividade antifadiga dos flavonoides do estigma do milho
(FCS) apds o isolamento destas substancias. A atividade anti-fadiga da FCS foi investigada
através de ratos submetidos a um exercicio de natacdo. O tempo dos grupos classicos de
tratamento nao foi superior ao do controle de crescimento (p <0,05). O tempo medio de natacéo
do grupo de ratos que utilizaram inibiu a producao de &cido latico durante o exercicio e o retardo
do nitrogénio da uréia no sangue em qualquer exercicio em rela¢do ao grupo controle (p <0,05).
A dose de glicogénio hepatico dos ratos que utilizaram tratamento com flavonoides (taxa
crescente de 260,71 e 281,25%) foi mais elevada em relacdo no grupo controle (p <0,05). Os
resultados obtidos com o FCS podem aumentar a tolerancia ao exercicio.

O trabalho de Zhao et al. (2017) testou a atividade antifadiga do polissacarideo (PCS)
composto por ramnose, arabinose, xilose, manose, glicose e galactose. Esse estudo foi
desenvolvido com PCS com o objetivo de prolongar significativamente o tempo de treinamento
para o exercicio em ratos machos foi utilizado polissacarideos na concentracdo de 200 e 400
Em fémeas foram utilizados 400 mg kg (p < 0,05) para minimizar os niveis de nitrogénio da
uréia circulante no sangue (p <0,05) e 26,7% (p < 0,01). O nivel de nitrogénio para as fémeas
foi de 34,5% (p <0,05) e 34,8%, quando utilizada uma concentracdo de 400 mg kg, ambos
conseguiram uma eliminacdo do acido latico (machos p < 0,05 e fémeas p <0,01). O aumento
de &cido latico ocorreu conforme as atividades de lactato desidrogenase (p <0,05) e os dados
de glicogénio hepatico foram encontrados em relacdo aos machos (p < 0,01). O PCS foi testado
nas concentracdes de 100, 200 e 400 mg kg e obteve um aumento relevante de 66,33% em
relacdo ao grupo controle. A concentracdo de 400 mg kg de peso corporal fornece uma dose
mais eficiente para a atividade antifadiga em camundongos machos e fémeas. Corroborando
com o estudo anterior esta aplicacdo teve diminuicdo da fadiga.

2.8.7 Atividades antidiurética do estigma de milho

O estigma de milho ¢ tradicionalmente utilizado para o tratamento de edema, cistite,
gota e litiase renal. O estudo de GRASES et al. (1993) demonstrou que o volume da urina de
ratos que ingeriram uma dieta padrdo mais o estigma de milho com agua por infusdo (2 g L)
teve um volume de urina maior (23.8 + 3.3) em relagdo aos ratos do grupo controle (17.0 £ 2.3)
que consumiram a dieta padrdo com agua. Vale ressaltar que houve diferenca estatistica do
grupo que utilizou o estigma de milho em relagdo ao controle.

No estudo de Pinheiro et al. (2011) foi avaliado a atividade do extrato aquoso do estigma

de milho, considerando a influéncia de agua no rim, eletrélitos e a presséo arterial em ratos
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Wistar anestesiados. Trés grupos foram avaliados: o grupo controle recebeu de forma
intragéstrica de 1mL de agua destilada; o segundo grupo recebeu de forma intragatrica 1 mL
do extrato do estigma de milho a 20%; o grupo 3 recebeu de forma intragastrica 1 mL de solucéo
com furosemida. O volume de urina na bexiga também foi avaliado com o intuitto de calcular
o fluxo de agua de a cada 30 minutos e quantificar os ions de sédio (Qe (Na*)). O grupo controle
apresentou a menor excregdo com 67% (p>0,05), no grupo tratado com o extrato de estigma de
milho o resultado referente a excrecéo foi de 127,5% (p>0,05), mas a maior excre¢do de sédio
advém do uso da furosemida com excre¢édo de 300% (p>0,001).

A excrecdo de potassio (Qe (K™)) no grupo controle foi baixa, entretanto o grupo que
recebeu extrato do estigma de milho apresentou excrecdo de 62% (p>0,05), contudo, o grupo
que recebeu a furosemida apresentou excrecdo de 155% (p>0,05). Em relacdo ao efeito
diurético, o grupo controle ndo exibiu modificacdes relevantes (58%, p > 0,05) em relacdo ao
periodo basal, o grupo tratado com o estigma de milho exibiu aumento de 135% (p > 0,05) em
relacdo ao periodo basal e o grupo tratado com a furosemida, este apresentou excre¢do de 65%,
p > 0,05) em relacdo ao periodo basal. Os resultados exibiram que extrato do estigma de milho
tem atividade diurética, entretanto ndo atua como um diurético de alto potencial, pois ndo
atenuou consideravelmente o potéssio e sédio quando comparado com a furosemida.

O estudo de Vranjes et al. (2016) avaliou os efeitos dos extratos do estigma de urtiga,
salsa e milho na diurese e composicdo eletrolitica no rim de camundongo da variedade Mus
musculus albino NMRI. O maior efeito na quantidade de K* foi identificado no estigma de
milho. O resultado mais relevante foi observado com 7 dias de utilizacdo do estigma de milho
(219,17 mmol L). A quantidade de Na* foi maior nos dois primeiros dias (347,98 e 397,01
mmol L, respectivamente).

O estudo de Solihah et al. (2015) avaliou o efeito de diurese do estigma de milho
utilizando dose dose-resposta no rato Sprague-Dawley. Quantidades de 400, 500, 600, 700 e
800 mg kg. A urina aumentou com os niveis de dosagem de 400-600 mg kg, com variacao de
14,06 a 20,13 mL. O teor de Na* foi significativamente maior em relacdo ao controle negativo
nas doses de 500, 600, 700 e 800 mg kg (62,75 + 3,60; 63.50 + 1.79; 58.67 = 3.74; 62.33 +

3.28). Mais uma vez uma atividade diurética relevante do extrato do estigma de milho.

2.8.8 Atividades toxica do estigma de milho

O estigma de milho é amplamente utilizado na medicina chinesa para tratar varias

patologias e disturbios. O estudo de toxicidade realizado por Wang et al. (2011) foi aplicado
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em ratos Wistar machos. Na busca por contaminantes ndo foi encontrado nenhum valor que
ultrapasse a referéncia limite. N&o foi identificado efeitos adversos vinculados ao tratamento
com o estigma de milho considerando os parametros hematoldgicos em fémeas e machos. Este
estudo concluiu que o estigma de milho ndo apresenta efeitos adversos demonstrando seguranca

Nno consumo.
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Tabela 1- Compostos, estruturas quimicas, atividades farmacoldgicas descritas em estudos fitoquimicos e farmacoldgicos do estigma de milho (Zea mays L.)

NUmero Metabdlitos Estrutura Atividade Referéncia
o, H()/ o ‘ ~ '0C]
AX-5 "-metano-3'- j}ﬁ Lol -
1 o T Antioxidante (REN; QIAO; DING, 2013)
metoximisina
7,4'-di-hidroxi-3'-
metoxiflavona-2 "-O-a- o L .
5 ) ) ‘ Antioxidante (REN; QIAQO; DING, 2013)

L-ramnosil-6-C-

fucosideo

2 "-0O-a-L-ramnosil-6-C-
3 3" - desoxiglucosil-3°- Antioxidante (REN; QIAO; DING, 2013)

metoxiluteolina

Ax-4" - hidroxi-3 -'- (REN, 2018; BORS et al., 1990; WAISS et al., 1979;

Antioxidante

4 metoximisina PIETTA, 2000; SNOOK, et al., 1993)
6, 4’-di-hidroxi-3’- O ol
5 metoxiflavona-7- A@I O a o’ Antioxidante (REN; QIAOQ; DING, 2013)

glucosideo) o
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Glicose de vaniloil

Antioxidante

(CHAIITTIANAN; SUTTHANUT;
RATTANATHONGKOM, 2017)

Naringenina 4'-O-

glicosideo

Antiobesidade

CHAINTTIANAN; SUTTHANUT,;
RATTANATHONGKOM, 2017)

Acido cafeico

Antioxidante e antiobesidade

(ZILIC et al., 2016; NARITA, et al., 2012)

Acido p-coumarico

Antiadipogénese e antioxidante

(EBRAHIMZADEH; POURMORA; HAFEZI, 2008;
CHAINTTIANAN et al., 2016)

10

Acido 1-cafeoilquinico

Antioxidante

(ZILIC et al., 2016)

11

Acido 4-O-cafeoilquinico

Antioxidante

(ZILIC et al., 2016)

12

Acido 5-O-cafeoilquinico

Antioxidante

(ZILIC et al., 2016)

13

P-coumaroilquinico

Antioxidante

(ZILIC et al., 2016)
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Acido 3-O-cafeoilquinico

Antioxidante

(ZILIC et al., 2016)

14 H(>wo%()n
Antioxidante, antimicrobiana, anti-
O on inflamatdria, quimiopreventiva, (YU etal., 2008; BAEK et al., 2017 ; BAEK et al.,
15 Luteolina " O * quimioterapéutica, cardioprotetora, | 2016 ; CHOI et al., 2017 ; LOPEZ-LAZARO, 2009 ; YU
on e antidiabética, neuroprotetora e etal., 2017)
antialérgica
_ " g ™ Antitumoral, anti-inflamatoria e
16 Formononetina O S (YU etal., 2008; TIAN et al., 2013; WU et al., 2017)
° o anti-dislipidemia
on Antiproliferativa, anti-inflamatoria,
o o O ) ) o (YU etal., 2008; VARGO et al., 2006; PAREDES-
17 Apigenina O ] anti-obesidade, antioxidante e
. GONZALEZ et al, 2014)
oo anticncer
Antiadipogénese, atividade
) . O lipolitica, antioxidag&o, anti- (AHN et al., 2008; GONZAL CASTEJON;
18 Quercetina O ]

inflamatéria, imunomoduladora e

anticancer

RODRIGUEZ-CASADO, 2011)
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HO. O 0. ‘ O on
. o o @o Anticancerigena, antibidtica,
19 Maisina _ (WAISS et al., 1979; LEE et al., 2014; CHOI et al, 2014)
bu ;\Q neuroprotetora, imunomoduladora
HO. O 0. | O oH
o o (WAISS et al., 1979; SNOOK, et al., 1993; LEE et al.,
20 Apimaisina Antibiotica
1998)
o . I, Antioxidante, anti-hiperglicémica e (EBRAHIMZADEH; POURMORAD; HAFEZI, 2008;
21 Acido protocatecuico I;)k
Tl neuroprotetora MASELLA etal., 2012)
- . ) i Antioxidante, anti-inflamatoria, (EBRAHIMZADE; POURMORAD; HAFEZI, 2008;
22 Acido vanilico - j@i
o neuroprotetora SINGH et al., 2015)
(EBRAHIMZADEH; POURMORAD; HAFEZI, 2008;
) i Anti-hipersensiva, anticancer, JAISWAL et al., 2011a, JAISWAL et al 2011b,
23 Acido hidroxicindmico @\Nko** P (

diabetes tipo 2 e aterosclerose

JAISWAL et al 2014a, JAISWAL et al 2014b;
NARVAEZ-CUENCA et al., 2012)
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24 6,11-oxidoacor-4-eno NT (EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007)
o ) ) (EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007;
Antiflngica, antibacteriana,
o o BRITO et al., 2012; KOTAN; KORDALI; CAKIR, 2007;
antinociceptiva, anti-piolhos,
o ) VIOLLON; CHAUMONT, 1994; GONZALEZ-
repelente, anti-alérgica, anti-
Citronelol Nt lamatéria. anti i AUDINO, 2011; MICHAELAKIS et al., 2014;
itronelo inflamatéria, antiespasmadica,
25 " g S _ P _ KOBAYASHI et al., 2016; ABE et al., 2003; SADRAEI
antidiabética, anticolesterol, anti-
_ _ o etal., 2013; SRINIVASAN; MURUGANATHAN, 2016,
hiperalgésica, antiansiedade e
. ) BATUBARA et al., 2015; BRITO et al., 2015; UMEZU
anticonvulsivante
et al., 2002; de SOUSA et al., 2006)
26 (E) -3-pinanona jéf NT (EL-GHORAB; EL-MASSRY, SHIBAMOTO, 2007)
27 Ledol NT (EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007)
—_— Sedativa e antimicrobia (EL-GHORAB: EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007;
obulo
28 . » SILVA etal., 2013; TAN et al., 2008)
) ) ) (EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007,
29 Novo-iso-3-tujanol {ﬂ; NT
— SILVA etal., 2013; TAN et al., 2008)
. o o (EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007;
30 Hidrato de cis-sabineno Antioxidante

BERETTA etal., 2011; MEZZA et al., 2018)
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(EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007;

31 Timol @[( Antioxidante antimicrobiana OLMEDO; NEPOTE; GROSSO, 2014; YANG; KHAN;
KANG et al., 2015; VALCOURT et al., 2016)
(1S, 5R, 6S) -2,7,7-
o o (EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007,
32 trimetilbiciclo [3.1.1] NT
SILVA et al., 2013; TAN et al., 2008)
hept-2-en-6-ol
33 Tujopsadieno Uﬁﬁ NT (EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007)
. . ¥ L (EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007,
34 7-epi-R-selineno C’Ol Antimicrobiana .
ALARCON et al., 2015)
35 0-cimeno NT (EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007)
36 Acido isovalérico MOH NT (EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007)
[
37 (E) -hexen-2-al o~ NT EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007)
e L . (EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007
38 Cubenol m Antimicrobiana .
SOLIS et al., 2004)
39 Tricicleno @ NT (EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007)




49

Antioxidante, inflammatoria,

antinociceptiva, antibacteriana,

(EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007;
RATHER et al., 2012; WANG, C. Y.; WANG, S. Y;
CHEN, 2008; KIM et al., 2015; HIM et al., 2008;

40 alfa-pineno antifingica, antiulcerogénica, anti-
) . ] NISSEN et al., 2010; HONG et al., 2004; PINHEIRO et
leichmania, anticancer e
] ) al., 2015; RODRIGUES et al., 2015; CHEN et al., 2015;
antiulcerogénica
WANG et al., 2012)
X . o o (EL-GHORAB, EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007;
41 Canfora >©/ Antioxidante e antimicrobiana
KADRI; ZARAI, 2011; AKARCHARIYA et al., 2017)
Antihepatoma, pré-apoptotica,
fungicidal |arvicida, bactericida’ SHEN, CHEN, DUH, 2012, RAMEZANI, 2006, SINGH,
42 Acetato de citronelilo )LOA)\A)\ repelente / inseticida DHIMAN; MITTAL, 2007; MULYANINGSIH et al.,
2011; SIRIPORN; MAYURA, 2012, RIOS et al., 2013)
Antinociceptiva e antitumoral
Acetato de novoisodi- *DT NT EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007
43 hidrocarveol ’ KADRI; ZARAI, 2011; AKARCHARIYA etal., 2017)
Cis-carveol
EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007,
44 DO NT . .
KADRI; ZARAI, 2011; AKARCHARIYA etal., 2017)
o Antimicobacteriana, anti- (EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007,
45 Viridiflorol

inflamatéria e antioxidante.

TREVIZAN et al., 2016)
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(EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007,

1-epi-cubenol Antiflngica
46 P J SAROJ et al., 2015)
47 P-cimeno-7-ol )\QV NT (EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007)
48 Selina-3,7 (11) -dieno d g NT (EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007)
Antifangica, antibacteriana, anti- (EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007,
49 Eugenol 1Y inflamatoria, antimutagénica e JAGANATHAN et al., 2010; ROTH-WALTER et al.,
antioxidante 2014; CUSTODIO et al., 2010)
50 Verbena IEL NT (EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007)
Sabi Antioxidante, antifingica e anti- (EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007;
abineno 2%
51 inflamatéria BERETTA etal., 2011; VALENTE et al., 2013)
(1S, 6R) -3,7,7-
o S o . (EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007;
52 trimetilbiciclo [4.1.0] ©>< Antinociceptiva e anti-inflamatoria
hent.2 HUANG et al., 2019)
ept-2-eno
53 Cis-alfa-terpina )Q){ NT (EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007)
j@ . (EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007;
54 Transcarveol Wy Antiflingica

ADAM et al., 1998)
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(EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007;

55 Carvacrol m Antimicrobiana e antioxidante DIDRY; DUBREUIL; PINKAS, 1994; OLMEDO;
NEPOTE; GROSSO, 2014)
(1aR, 4aR, 7R, 7aR, 7bS)
-1,1,7-trimetil-4- (EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007;
metilideno-2,3,4a, g L MULYANINGSIH et al., 2011)
56 . ( § Antimicrobiana
5,6,7,7a, 7b-octa-hidro- B
laH-ciclopropa [e]
azuleno
57 Acor-4-eno (6,11-0xido) gﬁ X NT (EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007)
L o (EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007;
58 Germacreno (B) @\4 Antimicrobiana
\J KUMAR, TYAGI, 2013)
Oxido de beta- 0
59 ) NT (EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007)
himachaleno N
60 Farnesol A ' '
HISAJIMA et al., 2008; LIU et al., 2010; LEE et al.,
antitumoral, antinociceptiva 2015, DE OLIVEIRA JUNIOR et al., 2013)
61 Acido fertlico /w Antioxidante (CHAIITTIANAN et al., 2016)
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62 Glicosideo de quercetina Antioxidante (CHAIITTIANAN et al., 2016)
(CHAIITTIANAN et al., 2016; HUNG et al., 2005; KIM;
(-) - Galato de Antiproliferagdo, apopitdtica, HIRAISHI; TSUCHIYA; SAKAMOTO, 2010;
63 epigalocatequina adipogénese SAKURAI et al., 2009)
o o (CHANTTIANAN; SUTTHANUT
Antioxidante, antiviral,
o _ _ o RATTANATHONGKOM, 2017; FARIED et al., 2007;
64 Acido galico antibacteriano e antifungica,
. AYAZ et al., 2005; WANG; PROVAN; HELLIWE,
anticancer
2003; SINGH. et al., 2016)
o N o (CHAIITTIANAN; SUTTHANUT;
65 Naringenina Anti-inflamatoria
RATTANATHONGKOM, 2017; JIN et al., 2017)
o N o HARMON; HARP, 2001; HSU et al., 2006; WILLIAMS
66 Acido clorogénico Antioxidante
etal., 2013)
. . o L (PERO; LUND; LEANDERSON, 2009; NARITA, et al.,
67 Acido quinico Antioxidante e antiobesidade

2012)
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68 Isoorientina Antioxidante (WIDSTROM; SNOOK, 1998 ; DEEPHA et al., 2014)
O on PEDRESCHI.; CISNEROS-ZEVALLOQS, 2007;
o o b O ; Neuroprotetora, antioxidante e PASCUAL-TERESA; SANTOS-BUELGA; RIVAS-
69 Cianidina-3-glicosidea LTt .
v@\ antidiabética GONZALO, 2002; PEDRESCH; CISNEROS-
ZEVALLOS, 2007; CASEDAS et al., 2018)
o oo L (AOKI, KUZE; KATO, 2001; CHAIITTIANAN;
70 Cianidina 99 o NT
N on SUTTHANUT; RATTANATHONGKOM, 2017)
O on (AOKI, KUZE; KATO, 2001; CHAIITTIANAN;
71 Pelargonidina Q Antioxidante SUTTHANUT; RATTANATHONGKOM, 2017; NODA
on et al., 2002)
o o 'y O PEDRESCHI.; CISNEROS-ZEVALLOS, 2007;
Pelargonidina 3- O P o - o
72 licosid I v@\ Anti-inflamatoria e antioxidante PASCUAL-TERESA; SANTOS-BUELGA; RIVAS-
icosidea oY
g "N o GONZALO, 2002; ROY; SEM; CHAKRABORTI, 2008)
_ T Atividade antitumoral, (CHAIITTIANAN; SUTTHANUT, RATT,;
73 Delfinidina /“" O antioxidante, anti-inflamatdria, NATHONGKOM, 2017; JEONG et al., 2016; NODA et

antiangiogénica e antimutagénica.

al., 2002; FAVOT etal., 2003; AZEVEDO et al.,2007)
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(CHAIITTIANAN; SUTTHANUT;
RATTANATHONGKOM, 2017; JIMENEZ et al., 2010)

74 Petunidina /“" O o Antioxidante
~ OH
. o O / L. (CHAIITTIANAN; SUTTHANUT;
75 Peonidina 99 ° Antioxidante
L RATTANATHONGKOM, 2017; SUN et al., 2018)
o o 'Y O > PEDRESCHI.; CISNEROS-ZEVALLOS, 2007;
Peonidina 3- O P o
76 o L9 . Antioxidante PASCUAL-TERESA; SANTOS-BUELGA; RIVAS-
monoglicosidea ﬁ
" o GONZALO, 2002)
. Inibidora da sinalizagéo (CHAIITTIANAN; SUTTHANUT;
o e . oncogeénica, anti-hipertensivo, anti- | RATTANATHONGKOM, 2017; BABA et al., 2017; LEE
77 Malvidina /"‘ o’ . - .
N inflamatéria, antitumoral e etal.,, 2013; HUANG et al., 2014; MARKO et al., 2004;
" antioxidante MATSUNAGA et al., 2009)
Analgésica, anti-inflamatoria,
antioxidantes, anti-hipertensivo,
o o ] (EBRAHIMZADEH, POURMORAD, HAFEZI, 2008;
78 Hesperidina antiviral, anticancer, moduladora

de marcadores inflamatorios e

expressdo génica

COELHO; HERMSDORFF; BRESSAN, 2013)

Fonte: Autoria prépria (2020)
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar o metaboloma e atividades antioxidante, antimicrobiana e citotoxica de extratos

do estigma de milho ((Zea mays L.) de variedade hibrida.

3.2 Objetivos especifico

- Obter os extratos do estigma de Zea mays L. in natura e de seu produto comercial

- Determinar as atividades antioxidante e teor de fenois totais dos extratos;

- Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos frente as bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, bem como fungos néo filamentosos;

- Avaliar os efeitos do tratamento com os extratos na viabilidade de células da linhagem tumoral
de glioma de rato (C6);

- Definir o metaboloma dos extratos obtidos a partir das técnicas de cromatografia liquida de
alta performance e da gasosa, ambas acopladas a espectrometria de massas;

- Correlacionar as atividades antioxidante, antimicrobiana e citotoxica com 0s compostos

bioativos identificados nos extratos obtidos.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao das amostras e preparacao dos extratos

O estigma do milho (Zea mays L.) foi obtido através das sementes hibridas AG1051.
Esta semente é de ciclo semiprecoce, alto porte, sendo muito utilizado por agricultores
familiares por exibir um elevado potencial produtivo. Utilizada para silagem por apresentar
grande producdo de massa verde com elevada digestibilidade, além de tudo, se destaca no
mercado de milho verde e pamonha por causa da sua producdo uniforme de maturagéo e grande
aceitacdo pelos consumidores (SEMENTES AGROCERES, 2012). As amostras foram
cultivadas na fazenda experimental do Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Bioldgicas
da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia, em 3 de abril de 2018. Com 0 objetivo de
preparar 0s extratos as primeiras amostras foram coletadas no dia quatro de junho (primeiro
estadio reprodutivo) e a Gltima amostra foi coletada no dia vinte e quatro de junho de 2018
(terceiro estadio reprodutivo) no municipio de Cruz das Almas, que é localizado na regido
fisiografica do Rec6ncavo Baiano apresentando as coordenadas geograficas de 12°40'19 'S,
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3996'23" W e altitude de 220 m. O clima é subumido e apresenta precipitacdo de 1.170 mm que
pode variar entre 900 e 1.300 mm. Entre margo e agosto os meses apresentam mais chuva e
entre setembro e fevereiro sdo mais secos. A temperatura media anual € de 24,1° C e 0 solo é
classificado como Latossolo Grosso de textura argilosa e relevo plano (RIBEIRO et al., 1995).

As amostras foram divididas em trés grupos. O primeiro grupo abrange amostras in
natura coletadas no estadio reprodutivo 1. Este estagio que compreende o periodo de 7 a 10
dias apds a antese, ou seja, 60 a 65 dias ap6s o periodo de emergéncia das primeiras folhas da
planta chamadas de coleoptilos. O segundo grupo abrange amostras in natura coletadas no
estadio reprodutivo 3. Este estdgio compreende o periodo de 15 dias ap6s a polinizacdo que
acontece no estadio de embonecamento (MAGALHAES; DURAES, 2006). O terceiro grupo
compreende amostras comerciais do estigma do milho adquiridas atraves da compra em loja de
produtos naturais em Salvador — BA. Vale salientar que este produto foi dispensado de registro
conforme ANVISA- RDC N° 277, DE 22 de setembro de 2005.

Figura 4 - Modelo de maceragdo para obtencdo dos extratos do estigma de milho (Zea mays L.)

Amostra 1 -R1 - Amostra2 - R3 - Amostra3 - C -
50g S0g 50g
Amostra 1 — Amostra 1 — Amostra 2 — Amostra 2 - Amostra 3 - Amostra 3 —

R1 - 25¢ R1-25¢g R3 - 25¢g R3 - 25¢ C-25¢g C-25¢g
Extracio Extracio Extracao Extracio Extrac¢io Extracio
direta sucessiva direta sucessiva direta sucessiva

Etanol 1 Hexano Etanol 1 Hexano Etanol 1 Hexano
Acetato de Acetato de Acetato de

etila ctila etila
Etanol 2 Etanol 2 Etanol 2

Os trés grupos de amostras foram secas em temperatura ambiente (25°C) e trituradas

até atingir a textura de um po fino, seguido da utilizacdo de trés solventes para extracdo do ou
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dos principios ativos solventes (hexano, acetato de etila e etanol). Cada grupo foi subdividido
em 2 subgrupos. O subgrupo 1 foi submetido a extracao direta com etanol e o subgrupo 2 sofreu
extracOes sucessivas por ordem de polaridade crescente (hexano, acetato de etila, e etanol). A
extracdo foi realizada por 72h por trés vezes. Os solventes foram removidos sob pressdo
reduzida a 40 °C utilizando um rotaevaporador a vacuo, marca: Fisatom, modelo
801evaporador rotativo (4000 Laborota echo, Alemanha). As amostras permaneceram no
exaustor a temperatura ambiente (25 "C) até a completa evaporagdo de todo o solvente residual
e 0s extratos estarem completamente secos. Foram obtidos quatro extratos de cada amostra,

totalizando doze extratos (Figura 4).

Tabela 2 - Extratos do estigma de milho (Zea mays L.) obtidos a partir das amostras e suas respectivas siglas

Amostra Extrato Sigla
Estigma de Extrato etandlico 1 produzido com a amostra do estadio reprodutivo 1 E1R1
milho in natura — Extrato hexanico produzido com a amostra do estadio reprodutivo 1
estadio R1 HR1
Extrato com acetato de etila produzido com a amostra do estadio reprodutivo 1
EAR1
Extrato etandlico 2 produzido com a amostra do estadio reprodutivo 1
que sofreu extracOes sucessivas previamente E2R1
Estigma de Extrato etandlico 1 produzido com a amostra do estadio reprodutivo 3 E1R3
milho in natura —
estadio R3 Extrato com hexano produzido com a amostra do estadio reprodutivo 3 HR3
Extrato com acetato de etila produzido com a amostra do estadio reprodutivo3 EAR3
Extrato etandlico 2 produzido com a amostra do estadio reprodutivo 2 sofreu E2R3
extragBes sucessivas previamente
Estigma de Extrato etandlico 1 produzido com a amostra comercial CEl
milho— comercial
Extrato hexanico produzido com a amostra comercial CH
Extrato com acetato de etila produzido com a amostra comercial CEA

Extrato etandlico 2 produzido com a amostra comercial que sofreu extracdes CE2
sucessivas previamente

Fonte: Propria autoria (2020).

4.2 Ensaio do sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)
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A atividade antioxidante foi avaliada pelo ensaio de sequestro de radicais 2,2-difenil-1-
picril-hidrazil (DPPH) (SANTOS et al., 2018). Inicialmente, 1mL de DPPH (120 mmol L ?;
metanol) foi adicionado a 1mL de cada extrato (foi diluido em metanol) para fornecer 2mL da
mistura de reagdo com a concentragdo final dos extratos variando de 77 a 1000 pg mL . A
absorbancia foi aferida a 517 nm ap6s 30 min de reacdo. Foi utilizado como branco o metanol
e a solugdo de DPPH (1,0mL; 120 mmol L 1) e etanol (1,0mL) como controle negativo. Os
experimentos foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos através do valor
da concentracdo que representa a quantidade de substancia antioxidante necessaria para reduzir
em 50% (ICso) a concentracdo inicial de DPPH. Para andlise estatistica foi utilizado um
programa computacional de analises estatistica chamado SIRVAR. Os resultados foram

exibidos através de média e desvio padrao.

4.3 Determinacédo de fendis totais

A determinacdo do do contetdo de fendis totais foi realizada pelo método de Folin-
Ciocalteau (SANTOS et al., 2018). Inicialmente, 100 uL do extrato (2 mg mL ~* em metanol)
foram misturados com 50uL do reagente de Folin-Ciocalteu e 750uL de agua. Posteriormente,
100pL de carbonato de sédio (Na.COs, 15% p / v) foi acrescida a solugdo atingindo um volume
final de ImL. A mistura reacional foi condicionada no escuro por 120 min. Apos esse tempo, a
absorbancia foi lida a 725 nm (VersaMax ™ Microplate Reader, EUA). A curva analitica do
padrdo de acido galico foi utilizada para calcular o contetdo fendlico total nos extratos e 0s
resultados foram expressos em mg EAG g de extrato seco. Foi utilizado como branco uma
solucdo contendo metanol e todos os reagentes, exceto os extratos. Para analise estatistica foi
utilizado um sistema computacional de analises estatistica chamado SIRVAR. Foi avaliada a
significancia entre as amostras (p < 0,05), este teste realiza comparacGes multiplas usando
bootstrap, utilizando assim o teste Tukey. Os resultados foram proferidos através de média e
desvio padrdo. Todas as culturas foram adquiridas da Colecdo de Culturas Tropical da Fundagéo

André Tosello.

4.4 Atividades antimicrobiana
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A atividade antimicrobiana dos extratos foi avaliada através da microdiluicdo sucessiva
em placas de 96 pocos e a concentracéo inibitéria minima (CIM) foi determinada (SANTOS et
al., 2018). Para isto, foram utilizados os microrganismos Bacillus subtilis (ATCC 6633),
Bacillus cereus (CCT 0096), Micrococcus luteus (ATCC 10240), Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Escherichia coli (ATCC 94863),
Pseudomonas aeruginosa (CCT 0090), Salmonella typhimurium (ATCC 14028), Candida
albicans (ATCC 18804) e C. glabrata (CCT 0728). Caldo nutriente (Acumedia, EUA) e extrato
de levedura e malte (Acumedia, EUA). Foram utilizados como meios de cultura para o
crescimento de bactérias e fungos, respectivamente. Foi utilizado 10 mg de extrato dissolvidos
em 975 uL de dimetilsulfoxido DMSO, 25 uL de Tween e 4 mL de &gua destilada. As placas
foram incubadas a 36 ° C (24 h) e 26 °C (72 h) para e crescimento de bactérias e fungos,
respectivamente. Cloranfenicol (0,19 — 25 pg mL 1) e garamicina (0,39 — 5,0 ug mL?) Os
extratos foram dissolvidos em 20% de DMSO (v/v) ou em Tween a 20% (v/v), os quais fazem
parte do controle negativo. Os extratos foram considerados ativos quando inibiram o
crescimento microbiano em concentracfes abaixo ou igual a 500 ug mL ~ 1. A CIM foi
estabelecida pela menor concentracdo do extrato que limita o crescimento visivel do
microrganismo utilizado. Dos pog¢os que apresentaram auséncia de turbidez, 10 uLL do contetdo
foram inoculados em meio de cultivo sélido, como agar nutriente ou &gar de levedura e malte
para avaliar se a atividade foi microbiostatica ou microbicida. Todas as amostras foram testadas

em triplicata.

4.5 Atividade citotoxica

4.5.1 Cultura de células de glioma murino (C6)

As linhagens de glioma murino (C6) foram obtida nos hemisférios cerebrais de ratos
Wistar e advém do banco de células do Laboratério de Neuroquimica e Biologia Celular
(LabNg) do Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Bahia. Estas foram
conservadas com 90% de soro fetal bovino (SFB) e 10% de dimetilsulfoxido a razdo de 1,5 —
2,0 x 10° células/mL e condiocionadas em tubos de criopreservagdo a -196° (nitrogénio liquido).
As linhagens de células C6 derivam de tumores gliais de rato induzidos por N-nitrosometilureia
(BENDA et al. 1968). Estas foram cultivadas a uma densidade de 2,5 x 10° células/cm?
(SANTOS et al., 2015). As células foram suspensas em meio Dulbecco (DMEM, Cultilab, SP,
Brasil), suplementadas com 100 Ul mL penicilina G, 100 pug mL de estreptomicina, 2 mM de

L-glutamina, 0,011 g e 10% de soro fetal bovino (Cultilab, SP, Brasil), semeadas em placas de
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cultura em poliestireno (TPP, Suica) e incubadas numa atmosfera umidificada com 5% de CO>
a 37 ° C, até atingir 80% de confluéncia. O meio foi removido e as células foram liberadas para
incubacdo com tripsina (GIBCO® Invitrogen Corporation, Canada — USA - 0, 05%) e 0,002%
de acido etileno diamino (EDTA) e acondicionadas por 2 minutos na incubadora a 37° C. A
acdo enzimatica foi contida com meio de cultura suplementada com soro fetal bovino (10%).
Posteriormente as células foram tratadas em tampdo fosfato (PBS) com pH 7,4. As células
foram centrifugadas a 800 rpm por 5 minutos, ressuspendidas em meio DMEM. Estas células
foram deslocadas para placa de poliestireno de 96 pogos (TPP) numa concentracdo final de
10.000 células por pogo. As células (10 pL) foram transferidas para cdmara de Neubauer para
contagem.

Apds 24h do plaqueamento das células foram tratadas com extrato do estigma de milho
na concentragdo de 100 pg mL™* (1pL solugdo estoque* + 999 puL meio DMEM), este processo
é chamado de tratamento. A solugdo estoque continha 100 mg mL™? = 10 mg do extrato + 100
pL de DMSO

O grupo controle foi tratado com DMSO diluido no meio de cultura no volume
equivalente maximo utilizado nos grupos tratados (0,1%). As placas foram mantidas por 24
horas a 37° C e 5% de CO>. Os ensaios de citotoxicidade foram realizados em trés experimentos
independentes com 8 replicatas por ensaio

4.6 Teste de viabilidade celular

O teste de viabilidade celular utilizado foi o MTT, (4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio. Esse ensaio colorimétrico tem o objetivo de medir a atividade metabdlica de
desidrogenases das mitocondrias em células vivas. Este teste € baseado no principio da
conversdo do substrato de cor amarela (MTT) pela clivagem do sal amarelo tetrazolico para
cristais de formazan de cor purpura por céluas metabolicamente ativas (HANSEN et al., 1989).

Apo0s 24 horas de tratamento das células a viabilidade celular foi medida em placas de
de cultura pelo método classico MTT. O reagente de MTT dissolvido em PBS foi adicionado a
cada pogo (concentragdo final de 1 mg mL). Apds incubacdo de 2h & 37° C e 5% de CO», 100
pL/poco de duodecil sulfato de sodio (SDS) a 20% (p/v) em dimetilformamida (DMF a 50%
em &gua, pH 4,7) foi adicionado para lisar células. As células foram mantidas por 12 horas a
37°C. A absorbancia foi entdo medida a 570 nm utilizando um leitor de microplacas (Thermo
Scientific Varioskan® Flash).
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Os experimentos foram repetidos por trés vezes e os resultados apresentados com a
porcentagem da viabilidade (media e desvio padréo) em relacdo ao controle. Para as anélises
estatisticas foi utilizado o software GraphPad Prim 8.0.2, primeiramente foi utilizado um teste
de normalidade (teste de Kolmogorov-Smirnov, D’Agostino e Pearson e teste de Shapiro-
Wilk). Os dados foram demonstrados em média, os testes paramétrios feitos nos grupos tratados
e controle utilizaram a analise de variancia (ANOVA) e o teste de variadas comparacgdes de

Bonferroni. Foi utilizado p < 0,05 como referéncia de significancia.

4.7 Andlises de metabolémica
4.7.1 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM)

As analises CG-EM foram realizadas em um sistema de cromatografia composto pelo
Cromatografo Gasoso CG-2010, detector de massas modelo QP-2010 Plus, aquisicdo de dados
no modo SCAN e Injetor Automéatico AOC-20i. Foi utilizada coluna caplilar de silica fundida
OV-5 (5% de grupos fenila em metil silicone), com 30 m de comprimento, 0,25mm de didmetro
interno e 0,25 pm de espessura de fase), ionizag¢ao por impacto eletronico com 70 eV, analisador
quadrupolo e injetor split/splitless, operando no modo simples. A temperatura do injetor e
detector foi mantida a 250°C. A rampa de aquecimento do forno cromatografico varia de 80°
C até 260 °C a uma taxa de 3 °C/min, permanecendo 10 minutos nesta temperatura.
Inicialmente, um miligrama de extrato seco foi dissolvido em uma solucdo com metanol e
ribitol (1,0 mg mLt) para preparar uma solucéo estoque (1 mg mL 1).

Para andlises CG-EM, 200 uL da solug¢do estoque foram evaporados usando um
concentrador a vécuo (Thermo Scientifici SPD1010, EUA). O proximo passo foi a
derivatizagdo utilizando solugdo com 95 pL de methoxiamina (4 mg mL 1) em piridina e as
amostras foram condicionadas por 30 min a 60 °C. Posteriormente, foi feita a derivatizacao por
sililagdo, adicionando 95 uL de N-Metil-N- (trimetilsilil) trifluoroacetamida (MSTFA) mais
1% (v / v) de trimetilclorosilano (TMCS).

4.7.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas de alta
resolucéo (CLAE-EM).
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As andlises de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas foram realizadas usando um sistema de cromatografia liquida (Prominence, Shimadzu
Co., Japéo) acoplado a um espectrdmetro de tempo de quadrupolo de massa (microTOF I,
Bruker Daltonics, Alemanha). A separacéo foi feita em coluna C18, tamanho do poro: 100 A,
150 mm x 3 mm, tamanho da particula: 2,6 um, marca: Kinetex®, nimero de referéncia O0F-
4462-YC condicionada a 40 °C, acetonitrila e &gua de grau-HPLC, ambos acidificados com
0,1% (v / v) de acido férmico, usado como uma fase mdvel. A coluna foi recondicionada com
25% de B por 3min. O fluxo foi de 0,2 mL / min ~*. A espectrometria de massas foi operada em
placa positiva com 3,2 kV na interface ESI e 350 ° C em gés seco. Os espectros de varrimento
completo foram adquiridos de 50 a 1000 m / z. Inicialmente, um miligrama de extrato seco foi
dissolvido em acetonitrila de grau HPLC (1,0 mL) para preparar uma solucdo estoque (1 mg
mL "1). Em seguida, 500pL da solugdo-mae foram diluidos em 500uL de acetonitrila e injetados

diretamente no equipamento.

4.7.3 Processamento de dados e identificacdo de compostos

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

Os dados brutos foram processados pelo software ChromaTOF 2.0 (Leco Instruments),
seguido pelo alinhamento dos cromatogramas usando o software MetAlign. O MSClust foi
utilizado para remover a redundancia do sinal do metabdlito em tabelas alinhadas de pico de
massa e recuperar informac6es espectrais de massa dos metabdlitos usando o agrupamento de
pico de massa. Os espectros de massa obtidos foram utilizados para identificacdo por tentativa
de combinacdo com bibliotecas espectrais (Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia
[NISTO8] e banco de dados do metaboloma Golm [http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/]).

Processamento de dados de CLAE-EM

Foi utilizado o software de bioinformatica XCMS online para processar dados de
cromatografia liquida / espectrometria de massas metabolémicos ndo direcionados. O XCMS
online forneceu solugédo para o fluxo de trabalho metabolémico néo direcionado completo,
incluindo deteccdo de recursos, correcdo do tempo de retencdo, alinhamento, identidades
supostas de cada metabolito através do banco de dados de metabdlitos e classes quimicas
(METLIN) e visualizagdo de dados.
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Identificagéo dos compostos por CLAE-EM

A tabela com caracteristicas moleculares (MF) foi obtida, contendo os tempos de
retencdo alinhados, a razdo m / z e as intensidades. Os MFs detectados nos espacos em branco
foram excluidos das amostras. Para dados de CL-EM a identificacdo dos metabdlitos foi
realizada pesquisando m / z no banco de dados Metlin (http://metlin.scripps.edu) usando [M +
H]*, [M + 2H] %", [M + Na] e [M+ACN+H]* como possiveis adutos. A classe de metabolitos
foi identificada putativamente usando [M + H] *, [M + 2H] 2" e [M + Na] * e [M+ACN+H]"
como possiveis adutos e 5ppm como erro maximo. Para dados de CG-EM os metabdlitos foram
identificados usando as bibliotecas Fiehn RT e NIST, com base no padréo de fragmentacao dos

espectros de massa.

4.7.4 Normalizacéo de dados da andlise univariada e multivariada

O sinal de um cromatograma pode ser dividido em trés componentes o sinal analitico,
o fundo e o ruido. Logo, se faz necessario o pré-processamento em metabolémica, para isso,
sdo utilizadas algumas técnicas como correcdo da linha de base, suavizacdo de ruido,
alinhamento de pico, distor¢do, redimensionamento e normalizagdo (PARASTAR; TAULER,
2014).

Os procedimentos de normalizacdo sdo agrupados em trés categorias. A normalizacao
da amostra permite ajustes de uso geral para diferencas entre sua amostra; transformacao e
escala de dados sdo duas abordagens diferentes para tornar os recursos individuais mais
comparaveis. Pode ser usado individualmente ou combinado para obter melhores resultados.

Neste estudo foi utilizado a normalizacdo por mediana, transformacéo da raiz cubica,
escalonamento automatico (centralizado na média e dividido pelo desvio padrdo de cada
variavel). Essas informacGes foram utilizadas para gerar o grafico, que mostra os dados antes e
depois da normalizacdo (classes e metabolitos), onde os sinais brutos, sofreram reducdo do
ruido, correcdo da linha de base, alinhamento e houve a normalizagéo do pico.

Quando se equipara amostras diferentes, a normalizacdo dos perfis cromatogréaficos é
essencial para atingir resultados com diferenca quantitativa precisa entre as amostras. As
medidas mais utilizadas para normalizacfes sdao: média, mediana, desvio padrdo total e area
total sob a curva.

Os dados normalizados foram carregados no MetaboAnalyst 4.0; um pipeline analitico

baseado na Web para alto desempenho de estudos de metaboldmica conforme descrito
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anteriormente. A normalizacdo foi realizada para permitir 0 ajuste de propoésito geral para
diferencas entre amostras, a transformacéo direta dos dados foi feita através da raiz cubica e
normalizacdo e padronizacdo de escala de intensidade (auto-scaling). A analise multivariada foi
realizada usando a analise discriminante por minimos quadrados parciais (PLSDA), analise de
cluster a partir de agrupamento hierarquico (METABONALYST, 2011).

4.7.5 Analise univariada

A analise univariada foi realizada através da plataforma on-line, Metabonalyst 4.0.
Dentro do conjunto de ferramentas disponivel por esta plataforma. Foi utilizada o teste
paramétrico de analise variancia unidirecional (ANOVA one-way, do inglés Analysis Of
Variance). A taxa de falsas descobertas (FDR, do inglés False Discovery Rate) foi emperegada
para apresentar a propor¢do esperada de hipdteses nulas rejeitadas de forma errénea utilizando
como parémetro de significancia os metabdlitos com valor de p < 0,05, afim de controlar falsos
valores positivos (BENJAMINI; HOCHBERG, 1995).

Tambeém foi utilizado o pds-teste de Turkey. Este teste busca comparacdes multiplas de
médias, de dois em dois grupos, com alta precisdo com o intuito de determinar a diferenca
minimia significativa (HSD, do inglés Honest Significant Difference) na analise de variancia
(HOFFMAN, 2019).

A plotagem de volcano também foi realizada através da plataforma on-line,
Metabonalyst 4.0. Na analise ndo emparelhada, o eixo X é a mudanca de dobra (log (FC) e este
parametro demonstra o nimero de contagens significativas com o limite de decisdo de 1,5. O
gixo Y é -logl® (valor de p) é baseado em valores brutos, usando como pardmetro de
significancia o valor de p < 0,05 (BOCCARD; RUDAZ, 2020)

4.7.6 Andlise multivariada

Visando a detecgdo de um padrdo espectral para cada extrato foi utilizada a andlise
parcial discriminante de minimos quadrados (PLS-DA), que consede o alcance dos metabdlitos
estatisticamente significativos nas amostras avaliadas, tanto aqueles que sejam comuns aos
diferentes grupos quanto os compostos que sejam exclusivos de um unico grupo (ALLEN;
WILLIAMS; SIGMAN, 2019).

Esta € uma das técnicas de analise de dados multivariadas amplamente aplicadas para

quimiometria, pois demonstra a visualizagédo grafica de variados padrdes de dados e relacGes
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com base em pontuagdes e carregamentos para 0s componentes correspondentes. PLS-DA
encontra a separacdo maxima entre metabolitos e classe com mais eficiéncia e base na
designacdo de membro da classe, o que permite encontrar padrdes nos dados (WORLEY;
POWERS, 2012; TORAMAN et al., 2016). O grafico de pontuacdo PLS-DA foi feito,
minimizando o arcabouco multidimensional dos dados e oferecendo um mapa bidimensional
para avaliar a variagdo entre as amostras levando em consideracdo seus metabdlitos
secundarios.

O PLS-DA projeta os dados (x) em um espaco de baixa dimensdo que intensifica a cisao
entre os dissemelhantes grupos de dados nas primeiras dimensdes (variaveis latentes). Essas
variaveis sao classificadas a partir do quao bem elas explicam a variancia (y). Para exibir estes
dados foi utilizado um grafico de pontuacdo em duas dimensdes (PEREIRA et al., 2018).

Nesse estudo foi comparado a diferenca sempre entre os 12 extratos obtendo 2 graficos
de PLS-DA com uma variancia entre o metaboloma das amostras R1, R3 e comercias. Com o
objetivo de avaliar diferencas intra-grupos em relacdo a variacdo entre a dispersdo da
concentracdo de seus metabdlitos. A importancia da variavel na projecdo é a soma ponderada
dos quadrados dos pesos da PLS considerando o grau de variancia explicada da variavel
dependente em cada componente. A importancia variavel na projecdo (VIP) foi o método
utilizado como ferramenta de sele¢do de variaveis acoplado PLS-DA.

Foram considerados potenciais biomarcadores as variaveis localizadas longe do
agrupamento central da maioria das varidveis no grafico de pontuacdo bidimensional de PLS-
DA e resultados fornecidos pelo indice de importancia da variavel na projecéo (IVP) (LU et al.,
2014).

A importancia da variavel na projecdo caracterizou 0 modelo PLS-DA. Os vetores
informativos demonstram a sua importancia no modelo de regressdo original. Existem duas
medidas de importancia no PLS-DA: uma € de importancia variavel na projecédo (VIP) e a outra
é a soma ponderada dos coeficientes de regressao absolutos (coef.).

O modelo de classificacdo estabelecido para o conjunto de dados foi avaliado utilizando
validagdo cruzada. Foi utilizado método da validacdo cruzada. Este método considerou a
guantidade de amostras disponiveis para utilizar tanto para o conjunto de treinamento quanto
para o conjunto de validacéo. Para os dados desta pesquisa foi utilizado o método LOOCYV (do
inglés Leave One Out CrossValidation), no qual consiste em escolher uma das amostras para
compor o conjunto de validacédo e as demais amostras remanescentes sdo usadas para 0 conjunto
de treinamento. Posteriormente uma nova amostra € retirada para integrar o conjunto de
treinamento (SZYMANSKA et al., 2012).
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A capacidade de predi¢cdo do modelo foi avaliada utilizando os parametros de exatidao
R? e Q?para o componente 2. O Q? mensura a qualidade da predi¢do do modelo ou acuracia do
modelo ajustado. A avaliacio considerou valores maiores que zero. O F? é avaliado pela razio
entre a parte explicada pelo modelo e a parte ndo explicada (F*> = R?/ (1- R?).

O Q? é uma estimativa da capacidade preditiva do modelo e ¢ calculada via validagdo
cruzada (VC). Em cada VC os dados previstos sdo comparados com os dados originais e a soma
dos erros ao quadrado é calculada. O erro de previsao é entdo somado em todas as amostras
(soma residual prevista dos quadrados ou PRESS). Por conveniéncia, 0 PRESS ¢ dividido pela
soma inicial dos quadrados e subtraido de 1 para se parecer com a escala do R?. Boas previsoes
terdo PRESS baixo ou Q? alto.

Neste estudo foi utilizado como medida de importancia: VIP. O célculo do valor de VIP
escores de uma variavel J, considera que o “d” ¢ o nimero de variaveis do conjunto X, h é o
namero de variaveis latentes do modelo, w é o vetor fator-peso, entre o vetor-coluna de XJ e 0
vetor y, e vk descreve a variancia de X calculada a comecar dos escores e dos resultados das
previsdes y. Esse vetor é super relevante para a explicacdo dos modelos e é capaz de ser
utilizado na escolha de varidveis. A média dos quadrados dos valores de VIP escores de todas
as variaveis é igual a um.

Neste estudo também foi utilizado a técnica estatistica por analise de agrupamento. Com
0 objetivo de classificar um conjunto de metabdlitos em grupos distintos chamados clusteres.
O cluster hierarquico ¢ uma técnica para reordenar matrizes, mostrando que existem 2" -1
arranjos possiveis para “n” linhas ou colunas relacionadas por uma arvore de cluster.

O mapa de calor estatico foi modelo escolhido para apresentar os resultados,
considerando que as linhas e as colunas formam grupos e criam blocos de células de cores
semelhantes que sdo faceis de detectar, foi utilizado a métrica de distancia euclidiana; foi usado
algoritmo de agrupamento, ward, este método avalia medida de distancia entre dois
agrupamentos é a soma das distancias ao quadrado entre os dois agrupamentos; foi inserido o
contraste de cor padréo, todos os dados foram normalizados e foi incluido o recurso de escala
automatica. Para estes dados foi aplicado o teste T/ ANOVA. O mapa de calor foi gerado

através do pacote estatistico MetaboAnalyst 3.0.

5. RESULTADQOS
5.1 Atividade antioxidante
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Neste estudo foi utilizado o ensaio de sequestro do radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazila
(DPPH) devido a sua boa estabilidade na inexisténcia da luz, aplicabilidade, simplicidade e
viabilidade (DENG; CHENG; YANG, 2011; SCHERER; GODOY, 2009). Este método é
aplicado em mais de 90% das pesquisas que avaliam a atividade antioxidante de extratos
complexos. Este estudo utiliza a redugéo do 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH), levando em
consideracdo a quantidade necesséria de antioxidante para reduzir o DPPH em 50% (ICso)
(BITTENCOURT et al., 2015; SZABO et al., 2007; KANDI; CHARLES, 2019).

O extrato hexanico HR1 apresentou ICso de 364,16 ug mL™! + 1,52 (cd), enquanto que
0 HR3 apresentou ICso de 305,41 + 0,29 pg mL™! (abcd). O extrato CH apresentou ICso de
950,32 + 1,22 ug mL* () (Figura 5). Ambos o0s extratos apresetaram diferenca estatistica entre
Si.

O extrato EAR1 apresentou ICso de 103,24 + 0,93 ug mL ! (ab), enquanto que o0 EAR3
apresentou o valor ICso de 107,01+ 2,66 ug mL™! (abc) e o extrato comercial CEA apresentou
ICso de 398,56 + 6,49 ug mL™! (d). Ambos os extratos apresetaram diferenca estatistica entre
Si.

O extrato E1R1 apresentou ICso de 77,44 + 3.95 pg mL™! (a), enquanto que o E1R3 foi
de de 84,43 + 3,77 ug mL™! (a), os dois extratos ndo apresetaram diferenca estatistica entre si,
o CE1 apresentou I1Cso de 429,62 + 6,61 pg mL ™! (d), o qual apresentou diferenca estatistica
quando comparado com 0 E1R1 e E1R3.

O extrato de E2R1 e E2R3 apresentaram valores de 1Csode 79,18 + 0,34 pgmL ™! (a) e
105,78 + 0,20 ug mL ! (ab). Adicionalmente, o do extrato CE2 foi de 349,73 + 4,34 pg mL !
(bcd) (Figura 5). Ambos os extratos apresetaram diferenca estatistica entre si.
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Figura 5 - Atividade antioxidante de extratos do estigma de Zea mays L. in natura R1 e R3 e o comercial (ICsp)
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As barras em preto correspondem aos extratos em hexano, barras em laranja corresponde aos extratos em acetato
de etila, barras em branco correspondem aos extratos etandlicos 1 e barras em cinza correspondem aos extratos
etandlicos 2. H = hexano; C = comercial; EA = acetato de etila; E = extrato etandlico que advém de uma extracao
direta, R1 = estadio reprodutivo 1, R3 = estadio reprodutivo 3. 1Cso do &cido galico (controle positivo) = 1,69+
0,02 ug.mL%, Letras diferentes mostram diferenca significativa entre as amostras utilizando o teste Tukey (p <
0,05).

5.2 Quantificacdo de fenois totais

Os fendis totais foram quantificados pelo método de Folin-Ciocalteu (SANTOS et al,
2018). No extrato HR1 a quantidade de fenois totais foi de 38,39 + 1,00 mg EAG g ! (c), no
HR3 foi de 39,74 + 2,25 mg EAG g™! (c), os dois extratos ndo apresetaram diferenca estatistica
entre si, o CH foi de 23,69 + 1,22 mg EAG ¢! (b), o qual apresentou diferenca estatistica
quando comparado com 0 HR1 e HR3 (Figura 6).

Nos extratos a quantidade de fendis totais foi de 45,84 + 7,71 mg EAG g ! (c) para
EAR1, de 26,61 + 2,57 mg EAG g (b) para EAR3 e de 12,96 + 4,11 mg EAG g' (a) para
CEA. Ambos os extratos apresetaram diferenca estatistica entre si.

No extrato E1R1 a quantidade de fendlicos totais foi de 46,14 + 1,08 mg EAG g' (c),
no extrato E1R3 foi de 27,34 + 2,57 mg EAG g ! (b) e no extrato CE1 foi de 12,92 + 0,26 mg

EAG g ! (a). Ambos os extratos apresetaram diferenca estatistica entre si. No extrato E2R1 a
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quantidade de fendis totais foi de 26,01+ 2,16 mg EAG ¢! (b), no extrato E2R3 foi de 19,63 +
4,28 mg EAG ¢! (ab) e no extrato CE2 foi de 19,70 + 4,41 mg EAG ¢! (ab). Os extratos E2R3

e CE2 apresetaram significancia estatistica quando comparados com o extrato E2R1.

Figura 6 - Teor total dos compostos fenolicos de extratos do estigma de Zea mays L. in naturaR1 e R3 e o
comercial (mg EAG g™')
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As barras em preto correspondem aos extratos em hexano, barras em laranja corresponde aos extratos em acetato
de etila, barras em branco correspondem aos extratos etandlicos 1 e barras em cinza correspondem aos extratos
etandlicos 2. H = hexano; C = comercial; EA = acetato de etila; E = extrato etan6lico que advém de uma extracao
direta, R1 = estadio reprodutivo 1, R3 = estadio reprodutivo 3. 1Cso do acido galico (controle positivo) = 1,69+
0,02 ug.mL™2. Letras diferentes mostram diferenca significativa entre as amostras utilizando o teste Tukey (p <
0,05).
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5.3 Atividade antimicrobiana

Neste estudo, extratos com CIM superior a 500 ugmL ~* foram classificados como néo
ativos (n.a). Dos doze extratos avaliados, trés apresentaram atividade antimicrobiana. O EAR1
apresentou atividade bacteriostatica contra Bacillus subtilis e Pseudomonas aeruginosa (500
ugmL 1) e os E1R1 e E2R3 foram bacteriostaticos para B. subtilis (500 ugmL 1) (Tabela 3).

Nenhum dos extratos atividade microbicida apds o cultivo em &gar nutriente.

Tabela 3 - Atividade antibacteriana dos extratos do estigma de Zea mays L. contra bactérias
Extratos Bactéria gram-positiva Bactéria gram-negativa

(ug.mL™) (ug.mL™)
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Bacillus subtilis Pseudomonas aeruginosa
E1R1 500 n.a
E2R3 500 n.a
EAR1 500 500
Cloranfenicol 3,12 3,12

n.a= ndo ativo. Os resultados estdo representados em concentragdo inibitéria minima (CIM).
5.4 Atividade citotoxica

Neste estudo foi realizado uma anélise dose-resposta para testar a toxicidade de extratos

dos estigmas de milho, com concentragdo de 100 pug mL™2, frente a linhagem de glioma murino

P

respectivos extratos: EAR1(40,74%), HR1 (36%), HR3 (24,18%), E1R3 (23,69%), E1R1
(23,43%), CE2 (23,15%), CEA (18,28%.), EAR3 (17,23%), E2R3 (15,07%), CE1(14,57%),
CH (13,33%), E2R1(9,26%) (Figura 7).

Figura 7 - Viabilidade da linhagem de glioma murino (C6)
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Avaliacdo realizada pelo teste do MTT ap6s 24h de exposicdo aos extratos do estigma de Zea mays L.
(100 pg-mL1). Os resultados foram expostos em ftriplicatas por *p<0.01; **p<0.001, comparando ao grupo
controle DMSO.

5.4.1 Avaliacédo da morfologia celular e celularidade

A microscopia de constraste de fase possibilitou a analise da citotoxidade nas células
C6 sobre o tratamento do extrato EAR1 do estigma de Zea mays L.. No controle foi possivel
observar uma monocamada celular homogénea e confluente (Figura 8A). O tratamento com o

extrato EARL1 influenciou para diminuicdo das células viaveis, apresentando atenuacdo do
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tapete celular e alteragdes na morfologia celular de fusiformes para arredondadas e debris
celulares (Figura 8B).

Figura 8 Microscopia de contraste de fase da morfologia de células C6

Co6

DMSO EAR1

A= Células nio tratadas (DMSO 100 pg-mL1). B= Células tratadas com o extrato mais toxico do estigma (EAR1)
de Zea mays L. (100 pg-mLt) apés um periodo de 24 horas. E possivel observar que apds o tratamento houve
reducdo da celularidade, perda do tapete celular e mudanca na morfologia celular de fusiformes para arredondadas,
indicada pela seta branca e presenca de debris celulares indicados setas pretas

5.5 Caracterizacao do perfil metaboldomico

Foram inferidas a identificagdo de dezoito metabolitos nos extratos do estigma de Zea
mays L. através da anélise de CLAE-EM. Foram identificados dois &cidos graxos e derivados,
trés alcaloides e derivados, um alcool graxo, um carboidrato e derivados, um estilbenoide, um
glicosideo esteroidal, uma lignana, duas saponinas, trés terpenoides e derivados. A identificacdo
dos metabolitos foi realizada comparando-se a razdo massa-carga de alta resolugdo com o banco
de dados Metlin. Foi utilizado os adutos [M + H] *, [M + 2H] 2" e [M + Na] * [M+ACN+H]* O
tempo de retencdo alinhado (RT), bem como as férmulas moleculares e a estrutura quimica de
cada metabdlito foram apresentadas na Tabela 4).

Estes resultados sdo animadores, visto que algumas classes quimicas que abrangem 0s
metabolitos identificados neste estudo apresentam atividades bioldgicas benéficas a salude
humana. Os acidos graxos apresentaram atividade citotoxica frente a varis linhagens tumorais
(JOZWIAK et al., 2020), os glicosideos frente as células de leucemia HL-60 e MOLT-4
(SASHIDA,1999) e as lignanas contra a linhagem celular BXPC-3 (YANG et al., 2017). Os
triterpenoides também exibiram atividade citotdxica contra as linhagens celulares Hep3B e
HepG2 (BAl et al., 2020). As saponinas apresentam atividade antibactericida contra S. aureus,
S. epidermidis e B. cereus (DONG et al., 2020) e os terpenoides também apresentam acao



72

antimicobacteriana contra as cepas de Mycobacterium tuberculosis H37Rv (PASSOS et al.,
2019).
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Tabela 4 - Metabdlitos identificados nos extratos do estigma de Zea mays L. por CLAE-EM

CLASSE TR NOME FORMULA | MASSA ADUTO ESTRUTURA
Acido graxo e Acido 15-0x0-18Z- o 0

derivados 18.8958 tetracosendico CaeHauOs | 380.3290 [M+H]+ NI P VW
Acidograxoe | ) 5y Linoleato de Panaxydol CssHsiOs | 522.4073 | [M+ACN+H]* R

derlvados . . \/\/\/\/\/\/\/\/T -

H
Alcaloide e : . £
derivados 0.1026 Aloperina CisHaN> | 232.1939 [M+Na] :
. 1-Cinnamoylpiperidina

Alcaloide e

derivados 16.5161 Ci4sH17NO | 215.1310 [M+Na]

Alcaloidee | ) 7944 Pipercitina CuHuNO | 34.3345 |  [M+Na]*

derivados ' P 2 '
Alcool graxo 6.0903 (3R,7R)-1,3,7-Octanetriol CgHi1503 162.1256 [M+Na] *
Carboidrato e e .

derivados 0.0858 Fenetil rutinosideo Ca0H30010 | 430.1839 [M+Na]

C17H2204 O

Estilbenoide | 1.3188 |  L-difenil-2- (4-metoxifenil) 300.1514 | [M+2H] 2" )

propeno
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[M+2H] 2
Glicosideo . .,
esteroidal 11.7118 Notoginsenosideo R10 CaoHs009 | 554.3455 , m
Lignanas 0.0858 Argenteane CaoHasOs | 654.3193 | [M+ACN+H]"* ’ O O O O P
Outros 18.7675 Sinapoylspermina C21H36N4O4 | 408.2737 | [M+ACN+H]* ~o J)WW
Outros 0.1026 7-(Methylthio)heptanenitrile CsH1sNS 157.0925 | [M+ACN+H]* N\/\/\/\s/
1-Propenyl 1-(1- .
Outros 3.8987 propenylthio)dissulfeto propyl CoHieSs | 220.0414 | [M+Na] /\/s\sgﬁ
[M+2H] 2 .
Saponinas 204606 Lycoperoside D CsoHesNO12 | 739.4507 ﬁ
Saponinas 13.9135 Yiamoloside B CasHesO15 | 824.4558 [M+Na] *
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Terpenoidese |, oo, Cassaidine CaeHaNOa 14457 3036 | [M+ACN+H]*

derivados
Triterpenoidese | o5, Sintaxanthin CauHuO | 430.3236 | [M+ACN+H]*

derivados PP P P
Triterpenoides e 7',8'-Dihydro-8'- 24

derivados 16.0818 hydroxycitraniaxanthin CosHaOs | 488.3290 | [M+2H]

Fonte: Propria Autoria (2020).
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Foram identificados doze metabolitos nos extratos do estigma de Zea mays L., através
da analise de CG-EM, sendo quatro acidos graxos e derivados, trés acidos organicos, cinco
carboidratos e derivados. A identificacdo dos metabdlitos foi realizada utilizando os espectros
de massas para identificacdo por tentativa de combinacao com bibliotecas espectrais. O tempo
de retencédo alinhado (RT), bem como as formulas moleculares e a estrutura quimica de cada
metabdlito foram apresentadas na Tabela 5.
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Tabela 5 - Metabdlitos identificados nos extratos do estigma de Zea mays L. por CG-EM

CLASSE RT NOME FORAMUL MASSA ESTRUTURA
Acidos Acido 9,12-
graxos e 19.551 | octadecadienoic CooHacO 308.271 W
derivados 6 0, éster etilico 20713672 5 NS 0™
Acidos Acido
graxos e 23.043 . 256.240 o
. /\/\/\/\/\/\/\)J\
derivados 3 hexadecanoico Ci6H3202 2 on
Acidos )
graxos e 19.976 | Acido linoleico 280.240 0
derivados 6 CigHs202 2 e U e
Acidos o
Acido
graxos e 18.459 . 228.208
derivados 9 tetradecanodico C14H250- 9 PR
Acidos P o
organicos | 7.5766 | ACidOPIravVico |\ oo, | 88.0160 Ao
Acidos 17.918 Acido 2-ceto-L- 194.042 W
organicos '3 glucdnico CesH1007 6 o o
Acidos o
organicos 10.201 Acido latico CaHsOs 90.0316

Carboidrato
se 15.676 Eritritol 194.042

derivados 6 CeH100r 6 ﬁ/v

Carboidrato

OH NH,

se 17.426 Glucosamina 179.079 o
derivados 6 CeH13NOs 3 T
Carboidrato o
se 20.635 Glicose 180.063
derivados 0 CoH1206 3 Jﬁv
Carboidrato
se Acido glicérico 106.026 i
derivados | 6-3099 CaHe04 6 ﬁoﬂi
Carboidrato
se 15.835 Ramnose 164.068 S
derivados 0 CeH1205 4 U

Fonte: Propria Autoria (2020).
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5.6 Analises univariada e multivariada
5.6.1 Andlise de variancia (ANOVA) geral

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), quando constatada
significancia as médias foram comparadas pelo Teste de Tukey ajustado pelo FDR, do inglés
False Discovery Rate < 0,05 (Figura 9).

Vinte e sete compostos tiveram variacdo significativa considerando fatores como:
solventes distintos (hexano, acetato de etila e etanol), estadios fenoldgicos (R1 e R3) e natureza
das amostras (in natura e comercial) para a andlise pés-teste de Tukey. Entretanto, estes
metabdlitos sdo significativos numa grande quantidade de comparagdes. Destes compostos
significativos ha seis carboidratos e derivados (12, 21, 22, 23, 24, 29), cinco acidos graxos e
derivados (11, 20, 25, 27 30), trés metabolitos considerados como “outros” (3, 4, 14), trés acidos
organicos (19, 26, 28), um alcool graxo (1), um triterpenoide e derivados (5), um alcaloide e
derivados (6), um terpenoide e derivados (8), um glicosideo esterdidal (10), uma saponina (16),

um alcaloide e derivados (17), um estilbenoide (18),

Figura 9 - Andlise de variancia geral
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1 = (3R, 7R) -1,3,7-octanetriol, 2 = 4cido 15-0x0-18Z-tetracosendico, 3 = dissulfeto de 1-propenil 1- (1-
propeniltio) propil, 4 = 7- (metiltio) heptanenitrilo, 5= 7', 8'-di-hidro-8'-hidroxicitraniaxantina, 6 = aloperina, 7 =
argenteane, 8 = cassaidina, 9 = licoperésido D, 10 = notoginsenosideo R10, 11 = linoleato de panaxidol, 12 =
rutinosideo de fenetil, 13 = pipercitina, 14 = sinapaldeido espermina, 15 = sintaxantina, 16 = yiamoloside B, 17 =
1-cinnamoilpiperidina, 18 = 1-Difenil-2- (4-metoxifenil) propeno, 19 = acido 2-ceto-L-glucdnico, 20 = &cido 9,12-
octadecadienoico, 21= eritritol, 22 = glucosamina, 23 = glicose, 24 = acido glicérico, 25 = acido hexadecanoico |,
26 = 4cido latico, 27 = acido linoleico 28 = &cido piravico, 29 = ramnose, 30 = 4cido tetradecandico.



79

A bolas vermelhas representam os metabdlitos com significancia estatistica e as bolas verdes representam
metabolitos sem significancia estatistica.

5.6.2 Analise parcial discriminante de minimos quadrados (PLS-DA) geral

A robustez do modelo criado pela anélise de PLS-DA foi avaliada através da validacéo
cruzada utilizando os paramentros R? e Q2. A validag&o cruzada apresentou R?= 88,93% e Q2
= 81,41% (dois componentes) (Figura 10). O coeficiente de Pearson (R?), classifica R? = 2%,
como baixo efeito, R? = 13%, efeito médio, R? = 26% efeito relevante (COHEN, 1988). Para
critério de avaliagdo de Q> devem ser obtidos valores maiores que zero (HAIR et al., 2014).

Deste modo, o PLS-DA € um 6timo modelo para a discriminacdo das amostras,
considerando fatores como: solventes distintos (hexano, acetato de etila e etanol), estadios

fenoldgicos R1 e R3 e natureza das amostras (in natura e comercial).

Figura 10 - Validacéo cruzada do PLS-DA geral

Desempenho

S O Precisio
O R2
O Q2

Numero de componentes

Em cada validagdo cruzada, os dados previstos sdo comparados com os dados originais, e a soma dos erros
guadrados € calculada. O erro de previsdo € entdo resumido em todas as amostras (Soma Residual Prevista de
Quadrados ou PRESS). Por conveniéncia, o0 PRESS ¢é dividido pela soma inicial de quadrados e subtraido de 1
para se assemelhar a escala do R2.

O componente 1 e 2 séo capazes de explicar 49,5 % da variancia total do conjunto de
dados (Figura 11). Os extratos das amostras comerciais CE1, CE2, CEA formaram um
agrupamento entre si. Além disso, é possivel visualizar um outro agrupamento entre os extratos
hexanicos HR1, HR3. O extrato comercial hexanico encontra-se separado dos agrupamentos.
H& um agrupamento entre os extratos etanolicos e extratos em acetato de etila in naura: E2R1,
E2R3 e EAR1, E1R3, E1R1, EAR3.
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Considerando os estadios fenoldgicos, o PLS-DA néo exibiu separacdo entre os extratos.
Entretanto, observou-se separagcdo quando considerada a natureza da amostra (in natura e

comercial) e os solventes distintos.

Figura 11 - PLSDA geral
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CEL1 = Extrato etanolico 1 produzido com a amostra comercial; CE2 = Extrato etandlico 2 produzido com a amostra
comercial que sofreu extracBes sucessivas previamente; CEA = Extrato com acetato de etila produzido com a
amostra comercial, CH = Extrato hexanico produzido com a amostra comercial; EIR1 = Extrato etanélico 1
produzido com a amostra do estadio reprodutivo 1; E1IR3 = Extrato etanélico 1 produzido com a amostra do estadio
reprodutivo 3; E2R1 = Extrato etandlico 2 produzido com a amostra do estadio reprodutivo 1 que sofreu extragfes
sucessivas previamente; E2R3 = Extrato etandlico 2 produzido com a amostra do estadio reprodutivo 2 sofreu
extracOes sucessivas previamente; EARL = Extrato com acetato de etila produzido com a amostra do estadio
reprodutivo 1; EAR3 = Extrato com acetato de etila produzido com a amostra do estadio reprodutivo 3; HR1 =
Extrato hexanico produzido com a amostra do estadio reprodutivo 1; HR3 = Extrato com hexano produzido com
a amostra do estadio reprodutivo 3. O PLS-DA maximiza a covariancia entre X (metabolitos) e Y (extratos). A
variancia exibida no gréfico acima é a variancia explicada para X.

5.6.3 Mapa de calor geral

O agrupamento representado no mapa de calor (Figura 12) entre os extratos refere-se a
similaridade no perfil metaboldmico, que advém da presenca de classes quimicas em
concentragdes semelhantes.
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Os extratos HR3, CH e HR1 apresentam baixas concentracGes de carboidratos e
derivados (21, 22, 23, 24, 29), acidos organicos (19, 26, 28) e estilbenoides (18) e altas
concentragdes de classes de metabolitos condiderados como “outros” (3, 4, 14), acidos graxos
e derivados (11, 25, 30), alcaloides e derivados (6, 17), saponinas (9, 16), alcoois graxos (1),
lignanas (7), terpenoides e derivados (8) e carboidratos e derivados (12).

O extrato CH apresenta baixa concentracdo de carboidratos e derivados (21, 22, 23, 24,
29), acidos organicos (19, 26, 28) e estilbenoides (18) e altas concentracfes de classes de
metabolitos condiderados como “outros” (3, 4, 14), acidos graxos e derivados (11,20, 25, 27,
30), alcaloides e derivados (6, 17), saponinas (9, 16), alcoois graxos (1), triterpenoides e
derivados (5), lignanas (7), terpenoides e derivados (8), glicosideo esteroidal (10), carboidratos
e derivados (12).

Os extratos CE1, CE2, CEA apresentam altas concentracdes de carboidratos e derivados
(12, 24), &cidos organicos (28) e baixa concentracdo de &cidos graxos e derivados (2), alcaloide
e derivados (6), lignanas (7), terpenoides e derivados (5) e dos metabolitos condiderados como
“outros”

Os extratos E2R1 e E2R3 apresentam baixas concentracdes de acidos graxos e derivados
(11, 20, 25, 30), triterpenoides e derivados (5, 15), alcaloides e derivados (13, 17), classes de
metabolitos condiderados como “outros” (3, 14), alcoois graxos (1), glicosideos esteroidais (10)
e altas concentracGes de carboidratos e derivados (21, 22, 23, 29), &cidos organicos (19, 26) e
estilbenoides (18).

Os extratos EAR1, E1R3, E1IR1, EAR3 apresentam baixas concentraces de acidos
graxos e derivados (2, 20, 25, 27, 30), classes de metabolitos condiderados como “outros” (3,4),
alcoois graxos (1), lignanas (7), carboidratos e derivados (12), estilbenoides (18), acidos

organicos (28) e uma média concentracao de glicosideos esteroidais (10).
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Figura 12 - Agrupamento hierarquico representado no mapa de calor dos dados gerais
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1 = (3R, 7R) -1,3,7-octanetriol, 2 = &cido 15-ox0-18Z-tetracosendico, 3 = dissulfeto de 1-propenil 1- (1-
propeniltio) propil, 4 = 7- (metiltio) heptanenitrilo, 5 = 7', 8'-di-hidro-8'-hidroxicitraniaxantina, 6 = aloperina, 7 =
argenteane, 8 = cassaidina, 9 = licoperdsido D, 10 = notoginsenosideo R10, 11 = linoleato de panaxidol, 12 =
rutinosideo de fenetil, 13 = pipercitina, 14 = sinapaldeido espermina, 15 = sintaxantina, 16 = yiamoloside B, 17 =
1-cinnamoilpiperidina, 18 = 1-Difenil-2- (4-metoxifenil) propeno, 19 = 4cido 2-ceto-L-glucdnico, 20 = 4cido 9,12-
octadecadienoico, 21= eritritol, 22 = glucosamina, 23 = glicose, 24 = 4cido glicérico, 25 = 4cido hexadecandico ,
26 = 4cido latico, 27 = acido linoleico 28 = &cido pirdvico, 29 = ramnose, 30 = 4cido tetradecandico.

Para analisar o qudo cada fator influencia no metaboloma dos extratos, as analises foram
separadas por: solventes distintos (hexano, acetato de etila e etanol), estadios fenol6gicos R1 e

R3 e natureza das amostras in natura e comercial.
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5.6.4 Inluéncia do solvente na variacdo do metaboloma de extratos do estigma de Zea mays
L.

Considerando os extratos que advém das amostras no estadio fenoldgico R1 os dados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), quando constatada significancia as médias
foram comparadas pelo Teste de Tukey ajustado pelo FDR, do inglés False Discovery Rate <
0,05. Vinte metabdlitos apresentaram variacao estatistica significativa (Figura 13A). Estdo
incluidos cinco acidos graxos e derivados (2, 11, 25, 27, 30), quatro carboidratos e derivados
(21, 22, 23, 24), dois acidos oragnicos (26, 28), alcool graxo (1), um metabolito nao
classificado, considerados como “outros” (3), um triterpenoide e derivados (5), um terpenoide
e derivados (8), um glicosideo esterdidal (10), uma saponina (16), um alcaloide e derivados
(17), um estilbenoide (18), um acido organico (19).

Considerando os extratos que advém das amostras no estadio fenoldgico R3 os dados
foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA), quando constatada significancia, as médias
foram comparadas pelo Teste de Tukey ajustado pelo FDR, do inglés False Discovery Rate <
0,05. Dezessete metabolitos apresentaram variacdo estatistica significativa (Figura 13B). Estéo
incluidos, cinco carboidratos e derivados (21, 22, 23, 24 29), trés acidos graxos e derivados (25,
27, 30), dois acidos oragnicos (26, 28), alcool graxo (1), um metabolito ndo classificado,
considerados como “outros” (3), um triterpenoides e derivados (5), um glicosideo esteroidal
(10), um alcaloide e derivados (17), um estilbenoide (18), um acido organico (19).

Considerando os extratos gque advém das amostras comerciais os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA), quando constatada significancia, as médias foram
comparadas pelo Teste de Tukey ajustado pelo FDR, do inglés False Discovery Rate < 0,05.
Dezessete metabdlitos apresentaram variacdo estatistica significativa (Figura 13C). Estdo
incluidos, quatro carboidratos e derivados (21, 22, 23, 24), quatro acidos graxos e derivados
(11, 20, 27, 30), dois acidos oragnicos (26, 28), alcool graxo (1), um metabolito nao
classificado, considerado como “outros” (3), um triterpenoide e derivados (5), um glicosideo

esterdidal (10), um alcaloide e derivados (17), um estilbenoide (18), um &acido organico (19).
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Figura 13 - Analise de variancia dos metabdlitos considerando o efeito do solvente
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1 = (3R, 7R) -1,3,7-octanetriol, 2 = &cido 15-ox0-18Z-tetracosendico, 3 = dissulfeto de 1-propenil 1- (1-
propeniltio) propil, 4 = 7- (metiltio) heptanenitrilo, 5= 7', 8'-di-hidro-8'-hidroxicitraniaxantina, 6 = aloperina, 7 =
argenteane, 8 = cassaidina, 9 = licoperdsido D, 10 = notoginsenosideo R10, 11 = linoleato de panaxidol, 12 =
rutinosideo de fenetil, 13 = pipercitina, 14 = sinapaldeido espermina, 15 = sintaxantina, 16 = yiamoloside B, 17 =
1-cinnamoilpiperidina, 18 = 1-Difenil-2- (4-metoxifenil) propeno, 19 = 4cido 2-ceto-L-glucdnico, 20 = 4cido 9,12-
octadecadienoico, 21= eritritol, 22 = glucosamina, 23 = glicose, 24 = cido glicérico, 25 = 4cido hexadecandico |,
26 = 4cido latico, 27 = &cido linoleico 28 = acido pirGvico, 29 = ramnose, 30 = 4cido tetradecandico. A bolas
vermelhas representam os metabdlitos com significancia estatistica e as bolas verdes representam metabélitos sem
significancia estatistica.

A robustez do modelo criado pela anélise de PLS-DA foi avaliada atraves da validagédo
cruzada utilizando os paramentros R? e Q2. Considerando o efeito dos solventes, 0s extratos do
estadio fenoldgico R1, a validagdo cruzada apresentou R? = 89,14% e Q? = 60,41% (dois
componentes) (Figura 14A); nos extratos do estadio fenoldgico R3, a validagdo cruzada
apresentou R2 = 93,19% e e Q? = 79,08% (dois componentes) (Figura 14B); nos extratos
comerciais, a validacdo cruzada apresentou R? = 97,43% e Q? = 70,27% (dois componentes)
(Figura 14C). O coeficiente de Pearson (R?), classifica R? = 2%, como baixo efeito, R? = 13%,
efeito médio, R? = 26% efeito relevante (COHEN, 1988). Para critério de avaliacio de Q2

devem ser obtidos valores maiores que zero (HAIR et al., 2014).

Figura 14 - Validacéo cruzada do PLS-DA que avaliou a influéncia dos solventes na separagdo das amostras.
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a) validacdo cruzada considerando os extratos do estagio fenoldgio R1, b) validacdo cruzada considerando os
extratos do estagio fenolégio R3 e c) validagdo cruzada considerando os extratos comerciais. Cada validagao
cruzada, os dados previstos sdo comparados com os dados originais, e a soma dos erros quadrados é calculada. O
erro de previsdo é entdo resumido em todas as amostras (Soma Residual Prevista de Quadrados ou PRESS). Por
conveniéncia, o PRESS ¢ dividido pela soma inicial de quadrados e subtraido de 1 para se assemelhar a escala do
R2.

Os dois componentes sdo capazes de explicar 63,4% da variancia total do conjunto de
dados das amostras no estadio fenoldgico R1 (Figura 15A), 53% da variancia total do conjunto
de dados das amostras no estadio fenoldgico R3 (Figura 15B) e 54,3% da variancia total do
conjunto de dados das amostras comerciais (Figura 15C).

O modelo PLS-DA exibiu uma notdria separacdo entre os extratos das amostras no
estadio fenoldgico R1, R3 e comercial, esta Ultima amostra, apresentou uma pequena
sobreposicao entre entre as elipses dos extratos CEA e CE2.

Figura 15 - PLS-DA considerando a influéncia dos solventes
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a) E1R1 = extrato etanolico 1 produzido com a amostra do estadio reprodutivo 1, E2R1 = extrato etandlico 2
produzido com a amostra do estadio reprodutivo 1 que sofreu extracdes sucessivas previamente, EAR1 = extrato
com acetato de etila produzido com a amostra do estadio reprodutivo 1, HR1 = extrato hexanico produzido com a
amostra do estadio reprodutivo 1; b) E1R3 = extrato etanolico 1 produzido com a amostra do estadio reprodutivo
3, E2R3 = extrato etandlico 2 produzido com a amostra do estadio reprodutivo 2 sofreu extragdes sucessivas
previamente, EAR3 = extrato com acetato de etila produzido com a amostra do estadio reprodutivo 3 e HR3 =
extrato com hexano produzido com a amostra do estadio reprodutivo 3; ¢) CE1 = extrato etandlico 1 produzido
com a amostra comercial; CE2 = extrato etanolico 2 produzido com a amostra comercial que sofreu extragfes
sucessivas previamente; CEA = extrato com acetato de etila produzido com a amostra comercial, CH = extrato
hexanico produzido com a amostra comercial. O PLS-DA maximiza a covariancia entre X (metabélitos) e Y
(extratos). A variancia exibida no grafico acima é a variancia explicada para X.

A Impoténcia da Variavel na Projecdo (IVP) tem o objetivo de identificar quais
metabdlitos foram relevantes para discriminagdo dos extratos na proje¢do. As variaveis com

escores maiores que 1, sdo consideradas as principais variaveis do modelo. As caixas coloridas



86

a direita indicam as concentragdes relativas do metabolito correspondente em cada grupo de
estudo. (MEHMOOD et al., 2012).

As amostras no estadio fenoldgico R1 apresentaram 14 metabolitos com IVP > 1, destes,
cinco acidos graxos e derivados (2, 11, 25, 27, 30), dois carboidratos e derivados (22, 23), um
alcool graxo (1), um metabdlito ndo classificado, considerados como “outros” (3), um
terpenoide e derivados (8), um glicosideo esterdidal (10), um alcaloide e derivados (17), um
acido organico (19), um acido oganico (26) (Figura 16A).

As amostras no estadio fenoldgico R3 apresentaram 14 metabolitos com IVP > 1, destes,
trés carboidratos e derivados (22, 23, 24), trés &cidos graxos e derivados (20, 25, 30), dois &cidos
organicos (26, 28), alcool graxo (1), um metabdlito ndo classificado, considerados como
“outro” (3), um glicosideo esterodidal (10), uma saponina (16), um estilbenoide (18), um acido
organico (19) (Figura 16B).

As amostras comerciais apresentaram 11 metabolitos com IVP > 1, destes, trés
carboidratos e derivados (22, 23, 24), dois acidos graxos e derivados (27, 30), dois &cidos
organicos (26, 28), um metabolito ndo classificado, considerados como “outros” (3), um

glicosideo esteroidal (10), uma saponina (16), um acido organico (19) (Figura 16C).

Figura 16 - Importancia das varidveis na projecao, considerando a influéncia dos solventes
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Valores de IVP >1, a) 17 = 1-cinnamoilpiperidina, 1 = (3R, 7R) -1,3,7-octanetriol, 23 = glicose, 22 = glucosamina,
30 = 4cido tetradecanoico, 26 = &cido latico, 25 = acido hexadecandico, 19 = acido 2-ceto-L-gluconico, 11 =
linoleato de panaxidol, 2 = &cido 15-0x0-18Z-tetracosendico, 27 = acido linoleico, 10 = notoginsenosideo R10, 3
= dissulfeto de 1-propenil 1- (1-propeniltio) propil, 8 = cassaidina; b) 23 = glicose, 22 = glucosamina, 28 = &cido
piravico, 26 = acido latico, 19 = acido 2-ceto-L-glucbnico, 1 = (3R, 7R) -1,3,7-octanetriol, 3 = dissulfeto de 1-
propenil 1- (1-propeniltio) propil, 24 = &cido glicérico, 25 = 4cido hexadecandico, 30 = cido tetradecandico, 18
= 1-Difenil-2- (4-metoxifenil) propeno, 20 = &cido 9,12-octadecadienoico, éster etilico, 4 = 7- (metiltio)
heptanenitrilo; ¢) 19 = acido 2-ceto-L-glucénico, 26 = &cido latico, 23 = glicose, 24 = &cido glicérico, 22 =
glucosamina, 28 = 4cido piravico, 30 = &cido tetradecandico, 16 = yiamoloside B, 10 = notoginsenosideo R10, 3
= dissulfeto de 1-propenil 1- (1-propeniltio) propil. As varidveis com escores maiores que 1 sdo consideradas as
principais variaveis do modelo. As caixas coloridas a direita indicam as concentragdes relativas do metabdlito
correspondente em cada grupo de estudo.
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5.6.5 A influéncia dos estadios fenoldgicos na variacdo do metaboloma de extratos do

estigma de Zea mays L.

A analise pelo volcano plot apresentou a variagdo entre metabdlitos estatisticamente
significativos entre pares de amostras extraidas com o mesmo solvente, entretanto com o estadio
fenoldgico distinto (valor de p < 0,05 e FC > 1,5).

A comparacao entre os extratos HR3 e HR1, revelou reducdo significativa no teor de
quatro metabolitos no extrato HR3 em relacdo ao grupo HR1, destes, um triterpenoide e
derivados (5), um glicosideo esterdidal (10), um &cido graxo e derivados (20) e um é&cido
organico (28) (Figura 17A).

A comparacao entre o extrato EAR3 e EAR1, revelou reducao significativa no teor de
sete metabolitos no extrato EAR3, destes, um triterpenoide e derivados (5), um glicosideo
esterdidal (10), um alcaloide e derivados (17), dois carboidratos e derivados (24, 29), um acido
graxo e derivado (27), um acido organico (28), e aumento significativo no teor de quatro
metabdlitos no extrato EAR1, destes, um metabdlito ndo classificado, considerado como
“outros” (3), um alcaloides e derivados (13), uma saponina (16), um carboidrato e derivado (23)
(Figura 17B).

A comparag&o entre os extratos E1IR3 e E1R1, revelou reducdo significativa no teor de
trés metabdlitos no extrato E1R3, destes, um triterpenoide e derivados (5), uma saponina (16),
um carboidrato e derivado (29) e aumento significativo no teor de quatro metabdlitos no extrato
E1R1, destes, dois alcaloides e derivados (13, 17), dois carboidratos e derivados (21, 23)
(Figura 17C).

A comparacdo entre os extratos E2R3 e E2R1 revelou reducdo significativa no teor de
dois metabdlitos no extrato E2R3, destes, um triterpenoide e derivados (5), um estilbenoide
(18) e aumento significativo no teor de 5 metabolitos no extrato E2R1, destes, um alcaloide e
derivados (6), uma lignana (7), um &cido graxo e derivados (11), uma saponina (16), um
estilbenoide (18), um carboidrato e derivados (23) (Figura 17D).
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Figura 17 - Plotagem de volcano, considerando os estadios fenol6gicos
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Volcano Plot Fold Change (valores positivos de log2(FC) indicam aumento dos metabdlitos e vice-versa) e Teste-
t de Student (p-valor < 0,05) para comparagdo entre os extratos no estadio fenoldgico R1 em relagdo ao estadio
fenol6gico R3. a) 5 = 7 ', 8-Di-hidro-8'-hidroxicitraniaxantina, 10 = notoginsenosideo R10, 20 = acido 9,12-
octadecadienoico, éster etilico, 28 = 4cido pirtvico; acetato de etila b) 29 = ramnose, 13 = pipercitina, 27 = acido
linoleico, 24 = &cido glicérico, 28 = &cido piravico, 23 = glicose, 10 = notoginsenosideo R10, 17 = 1-
cinnamoilpiperidina, 5 = 7 ', 8'-Di-hidro-8"-hidroxicitraniaxantina, 16 = yiamoloside B, 3 = dissulfeto de 1-
propenil 1- (1-propeniltio) propil; etanol 1 c) 21= eritritol, 16 = yiamoloside B, , 5 = 7 ', 8'-Di-hidro-8'-
hidroxicitraniaxantina, 23 = glicose, 17 = 1-cinnamoilpiperidina, 13 = pipercitina, 29 = ramnose; etanol 2d) 5 =7
', 8'-Di-hidro-8'-hidroxicitraniaxantina, 6 = aloperina, 23 = glicose, 16 = yiamoloside , 11 = linoleato de panaxidol,
18 = 1-Difenil-2- (4-metoxifenil) propeno, 7 = argenteane. Foi realizada a analise ndo emparelhada, o eixo X é a
mudanga de dobra (log (FC)) e este parametro demonstra 0 nimero de contagens significativas com o limite de
decisdo de 1,5. O eixo Y é -log'® (valor de p) é baseado em valores brutos, usando como parametro de significancia
o valor de p < 0,05. Os metabolitos significativos estdo representados pelo ponto rosa e 0s ndo significativos estao
representados por pontos cinza.

Nos extratos HR1 e HR3 a validagdo cruzada apresentou R? = 98,84% e Q%= 88,07%
(dois componentes) (Figura 18A); nos extratos EAR1 e EARS3 a validacdo cruzada apresentou
R% = 99,66% e Q? 81,34% (dois componentes) (Figura 18B); nos extratos E1IR1 e E1IR3 a
validacdo cruzada apresentou R? = 99,64% e Q? = 42,38% (dois componentes) (Figura 18C);
nos extratos E2R1 e E2R3 a validagio cruzada apresentou R% = 99,73% e Q2 =66,98% (dois
componentes) (Figura 18D). O coeficiente de Pearson (R?), classifica R = 2%, como baixo
efeito, R? = 13%, efeito médio, R% = 26% efeito relevante (COHEN, 1988). Para critério de

avaliacio de Q> devem ser obtidos valores maiores que zero (HAIR et al., 2014).
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Figura 18 - Validacdo cruzada do PLS-DA considerando os estadios fenoldgicos

a) b)

. .

o
<

Desempenho
0.6
I
Desempenho
0.6

04
I

0.2
0.2

0,0
L
0,0
L

Niimera de componentes Niimero de componentes

1.0
]

1.0
|

08

0.6
0,6

Desempenho
Desempenho

0.4
1

04

02
1

O Precisio
O R2
O Q2

0.2

0.0

Numero de componentes Niimero de componcntes

a) validacdo cruzada dos extratos HR3 e HR1; b) validacdo cruzada dos extratos EAR1 e EARS; c) validacdo
cruzada dos extratos E1R1 e E1R3; d) validacdo cruzada dos extratos E2R1 e E2R3. Cada validacdo cruzada, os
dados previstos sdo comparados com os dados originais, e a soma dos erros quadrados é calculada. O erro de
previsdo é entdo resumido em todas as amostras (Soma Residual Prevista de Quadrados ou PRESS). Por
conveniéncia, o PRESS ¢é dividido pela soma inicial de quadrados e subtraido de 1 para se assemelhar a escala do
R2.

Os dois componentes séo capazes de explicar 76,3% da variancia dos extratos HR1 e
HR3 (Figura 19A); 73,3% da variancia dos extratos EAR1 e EAR3 (Figura 19B) e 50,6% da
variancia dos extratos E1IR1 e E1R3 (Figura 19C); 57,2% da variancia dos extratos E2R1 e
E2R3 (Figura 19D).
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Figura 19 - PLS-DA considerando a influéncia dos estadios fenolégicos
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a) HR1 = extrato hexanico produzido com a amostra do estadio reprodutivo 1, HR3 = extrato hexanico produzido
com a amostra do estadio reprodutivo 3; b) EAR1 = extrato com acetato de etila produzido com a amostra do
estadio reprodutivo 1, EAR3 = extrato com acetato de etila produzido com a amostra do estadio reprodutivo 3; ¢)
E1R1 = extrato etandlico 1 produzido com a amostra do estadio reprodutivo 1, E1R3 = extrato etandlico 1
produzido com a amostra do estadio reprodutivo 3; d) E2R1 = extrato etanélico 2 produzido com a amostra do
estadio reprodutivo 1 que sofreu extragdes sucessivas previamente, E2R3 = extrato etanélico 2 produzido com a
amostra do estadio reprodutivo 2 sofreu extracdes sucessivas previamente. O PLS-DA maximiza a covariancia
entre X (metabdlitos) e Y (extratos). A variancia exibida no gréafico acima é a variancia explicada para X.

Considerando os extratos HR1 e HR3, foram obtidos 13 metabdlitos com valores de I\VVP
>1, destes, quatro acidos graxos e derivados (11, 20, 27, 30), dois metabolitos néo classificado,

considerado como “outros” (3, 4), um alcool graxo (1), um triterpenoide e derivados (5), um
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glicosideo esterdidal (10), um triterpenoide e derivados (15), uma saponina (16), um &cido
organico (19), um acido organico (28). (Figura 20A).

Considerando os extratos EAR1 e EAR3, foram obtidas 14 metabdlitos com valores de
IVP >1, destes, trés carboidratos e derivados (23, 24, 29), dois acidos graxos e derivados (2,
27), um metabolito ndo classificado, considerado como “outros” (3), um triterpenoide e
derivados (5), um glicosideo esterdidal (10), um alcaloide e derivados (13), um triterpenoide e
derivados (15), uma saponina (16), um alcaloide e derivados (17), um acido organico (19), um

acido organico (28) (Figura 19B).

Figura 20 - Importancia das varidveis na projecéao, considerando os estadios fenoldgicos

a) b)
SO
S 5F
s o HE 2 o HE
s o/ HE
10 ° BE
27 o | HE
20 ° T ]
u o | mE
16 ° oo
28 ] e}
= . - ° T
¥ [} 0 ° T |
30 ° .. a . o
° [ . oc
3 L] om s ° B0
B g [ 1] 16 ° ([ ]
1 ° BE 3 ° T}
4 ° =] ] 19 ° cE
n ° [ | | 15 ° [ ]}
17 |e T s e om
T T T T T T T T T T
10 11 12 13 14 15 10 11 12 13
O O @\ ]
& FF
1 o HE 5 e HE
16 o | HE 6 ° [ | ]
3 °
® [ [m) [ | ]
°
3 ° om 16 | [ |
" o [ | |
17 @
s . [ 1]
13 L ]
= . o=
8 > a0 21 ° [ | |
‘ ° el om
19 ° om 19 ° fis] |
° 0om % m
i ° Oom 25 ° [ 1]
6 |@ =] ] 3 (e ) |
T T T T T T T T T T
1,0 1,2 1.4 1.6 L0 L1 12 13 14 LS 16
™

Valores de IVP >1, a) 5 =7, 8'-Di-hidro-8"-hidroxicitraniaxantina, 10 = notoginsenosideo R10, 20 = 4cido 9,12-
octadecadienoico, 16 = yiamoloside, 28 = &cido pirdvico, 27 = &cido linoleico, 30 = &cido tetradecandico, 19 =
acido 2-ceto-L-gluconico, 3 = dissulfeto de 1-propenil 1- (1-propeniltio) propil, 15 = sintaxantina, 1 = (3R, 7R) -
1,3,7-octanetriol, 4 = 7- (metiltio) heptanenitrilo, 11 = linoleato de panaxidol; b) 29 = ramnose, 13 = pipercitina,
27 = acido linoleico, 24 = 4cido glicérico, 28 = acido piravico, 23 = glicose, 10 = notoginsenosideo R10, 2 = 4cido
15-0x0-18Z-tetracosendico, 17 = 1-cinnamoilpiperidina, 5 = 7 ', 8'-Di-hidro-8'-hidroxicitraniaxantina, 16 =
yiamoloside B, 3 = dissulfeto de 1-propenil 1- (1-propeniltio) propil, 19 = &cido 2-ceto-L-gluconico, 15 =
sintaxantina; c) 21= eritritol, 16 = yiamoloside B, 5 = 7', 8'-Di-hidro-8'-hidroxicitraniaxantina, 23 = glicose, 17 =
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1-cinnamoilpiperidina, 13 = pipercitina, 29 = ramnose, 1 = (3R, 7R) -1,3,7-octanetriol, 19 = 4cido 2-ceto-L-
glucdnico, 22 = glucosamina, 11 = linoleato de panaxidol; d) 5 = 7', 8'-Di-hidro-8'-hidroxicitraniaxantina, 6 =
aloperina, 23 = glicose, 16 = yiamoloside B, 11 = linoleato de panaxidol, 18 = 1-Difenil-2- (4-metoxifenil)
propeno, 7 = argenteane, 21= eritritol, 12 = rutinosideo de fenetilo, 19 = 4cido 2-ceto-L-glucbnico, 28 = 4cido
piravico, 25 = &cido hexadecandico, 30 = &acido tetradecandico. As varidveis com escores maiores que 1 sdo
consideradas as principais variaveis do modelo. As caixas coloridas a direita indicam as concentragoes relativas
do metabdlito correspondente em cada grupo de estudo.

Considerando os extratos E1IR1 e E1R3, foram obtidos 11 metabdlitos com valores de
IVP >, destes, quatro carboidratos e derivados (21, 22, 23,29), alcool graxo (1), um triterpenoide
e derivados (5), um acido graxo e derivados (11), um alcaloide e derivados (13), uma saponina
(16), um alcaloide e derivados (17), um acido orgénico (19) (Figura 20 C).

Considerando os extratos E2R1 e E2R3, foram obtidos 13 metabdlitos com valores de
IVP >, destes, trés carboidratos e derivados (12, 21, 23), uma saponina (16), um acido organico
(19), trés &cidos graxos e derivados (11, 25, 30), um triterpenoide e derivados (5), um alcaloide
e derivados (6), uma lignana (7), um estilbenoide (18), um acido orgéanico e derivados (28).
(Figura 20D).

5.6.6 A influéncia das amostras in natura e comercial na variacdo do metaboloma de

extratos do estigma de Zea mays L

A andlise pelo volcano plot apresentou a varia¢do entre 0s metabdlitos com variacdo
estatisticamente significativa entre pares de amostras in natura e comercial (valor de p < 0,05
e FC >15).

A comparagdo entre os extratos hexanicos in natura (HR3, HR1) e o extrato hexanico
comercial (CH) apresentou reducdo significativa no teor de sete metabdlitos dos extratos HR1
e HR3, destes, dois acidos graxos e derivados (20, 27), um triterpenoide e derivados (5), dois
acidos organicos (19, 26), um carboidrato e derivados (23), um estilbenoide (18) e aumento
significativo no teor de quatro metabolitos no extrato CH, destes, um alcaloide e derivados (17),
trés acidos graxos e derivados (2, 25, 30) (Figura 21A).

A comparacao entre 0s extratos em acetato de etila in natura (EAR1 e EAR3) e 0 extrato
em acetao de etila comercial (CEA) apresentou reducdo significativa no teor de oito metabolitos
dos extratos EAR1 e EARS3, destes, trés acidos graxos e derivados (11, 27, 30), dois carboidratos
e derivados (21, 22), um &cido organico (28), um triterpenoide e derivados (15), um estilbenoide

(18) e aumento significativo no teor de quatro metabdlitos no extrato CEA, destes, dois
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carboidratos e derivados (23, 29), um glicosideo esteroidal (10), um alcaloide e derivados (17)
(Figura 21B).

A comparacdo entre os extratos etandlicos 1 in natura (EIR1 e E1R3) e o extrato
etanolico comercial 1 (CE1) apresentou reducdo significativa no teor de nove metabolitos nos
extratos EIR1 e E1R3, destes, trés carboidratos e derivados (22, 21, 24), trés acidos graxos e
derivados (20, 27), dois acidos organicos (26, 28), alcool graxo (1), um triterpenoide e
derivados (5) e aumento significativo no teor de um alcaloide e derivados (13) no extrato CE1
(Figura 21C).

A comparagdo entre os extratos em etanol 2 in natura (E2R1 e E2R3) e o extrato
comercial 2 (CE2), apresentou reducéo significativa no teor de doze metabdlitos nos extratos
E2R1 e E2R3, destes, quatro acidos graxos e derivados (11, 20, 27, 30), um alcool graxo (1),
um triterpenoide e derivados (5), um metabolito ndo classificado, considerado como “outros”
(3), um glicosideo esterdidal (10), um alcaloide e detivados (17), um estilbenoide (18), um
carboidrato e derivado (24), um &cido organico (28) e aumento significativo no teor de cinco
metabolitos, destes, dois carboidratos e derivados (21, 23), dois acidos organicos (19, 26), um

acido graxo e derivado (20) (Figura 21D).

Figura 21 - Plotagem de volcano, considerando os extratos in natura e comercial
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Volcano Plot Fold Change (valores positivos de log2(FC) indicam aumento dos metabdlitos e vice-versa) e Teste-
t de Student (p-valor <0,05) para comparagdo entre os extratos in natura e comercial. Os pontos rosas representam
o0s metabdlitos estatisticamente significativos nos extratos em hexano a) 17 = 1-cinnamoilpiperidina, 5 =7, 8'-
Di-hidro-8'-hidroxicitraniaxantina, , 20 = acido 9,12-octadecadienoico, 26 = 4cido latico, 23 = glicose, 27 = acido
linoleico, 19 = 4cido 2-ceto-L-gluconico, 18 = 1-Difenil-2- (4-metoxifenil) propeno, 25 = acido hexadecandico, 2
= 4cido 15-ox0-18Z-tetracosendico, 30 = &cido tetradecandico; acetato de etila b) 11 = linoleato de panaxidol; 21=
eritritol, 28 = 4cido pirdvico, 22 = glucosamina, 17 = 1-cinnamoilpiperidina, 30 = 4cido tetradecanoico, 18 = 1-
Difenil-2- (4-metoxifenil) propeno, 10 = notoginsenosideo R10, 29 = ramnose, 15 = sintaxantina, 23 = glicose, 27
= acido linoleico; etanol 1 ¢) 28 = 4cido pirdvico, 22 = glucosamina, 1 = (3R, 7R) -1,3,7-octanetriol, 5=7 ", 8'-
Di-hidro-8'-hidroxicitraniaxantina, 21= eritritol, 24 = 4cido glicérico, 26 = &cido latico, 27 = acido linoleico, 20 =
acido 9,12-octadecadienoico, éster etilico, 13 = pipercitina; etanol 2d) 5 = 7 ' 8-Di-hidro-8'-
hidroxicitraniaxantina, , 20 = 4cido 9,12-octadecadienoico, 27 = 4cido linoleico, 26 = &cido latico, 21= eritritol,
19 = &cido 2-ceto-L-glucénico, , 1 = (3R, 7R) -1,3,7-octanetriol, 28 = acido pirtvico, 3 = dissulfeto de 1-propenil
1- (1-propeniltio) propil, 23 = glicose, 11 = linoleato de panaxidol, 18 = 1-Difenil-2- (4-metoxifenil) propeno, 10
= notoginsenosideo R10, 24 = &cido glicérico, 17 = 1-cinnamoilpiperidina, 29 = ramnose, 30 = 4cido
tetradecanoico. Foi realizada a analise ndo emparelhada, o eixo X é a mudanca de dobra (log (FC)) e este parametro
demonstra o nimero de contagens significativas com o limite de deciséo de 1,5. O eixo Y é -log® (valor de p) é
baseado em valores brutos, usando como parametro de significancia o valor de p < 0,05. Os metabodlitos
significativos estdo representados pelo ponto rosa e 0s néo significativos estdo representados por pontos cinza.

A robustez do modelo criado pela anélise de PLS-DA foi avaliada através da validacéo
cruzada utilizando os paramentros R? e Q2. Considerando considerando a influéncia da natureza
in natura e comercial na discriminacdo dos extratos hexanicos in natura (HR1 e HR3) e o
extrato hexanico comercial (CH), a validagdo cruzada apresentou R? = 99,34% e Q? de 92,93%
(dois componentes) (Figura 22A); nos extratos em acetato de etila in natura (EARL1 e EAR3) e
0 extrato em acetato de etila comercial (CEA), a validac3o cruzada apresentou R? = 98,83% e
Q? = 93,33% (dois componentes) (Figura 22B); nos extratos etandlicos in natura (E1R1 e
E1R3) e o extrato etanolico comercial 1 (CE1), a validacio cruzada apresentou R? = 99,60% e
Q?=91,59% (dois componentes) (Figura 22C); nos extratos em acetato de etila in natura (E2R1
e E2R3) e 0 extrato comercial 2 (CE2), a validagdo cruzada apresentou R% = 99,45% e Q? =
95,83% (dois componentes) (Figura 22D). O coeficiente de Pearson (R?), classifica R? = 2%,
como baixo efeito, R? = 13%, efeito médio, R? = 26% efeito relevante (COHEN, 1988). Para

critério de avaliacdo de Q* devem ser obtidos valores maiores que zero (HAIR et al., 2014).
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Figura 22 - Validacédo cruzada do PLS-DA considerando a natureza in natura e comercial
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a) validacéo cruzada dos extratos HR1, HR3 e CH; b) validagdo cruzada dos extratos EAR1, EAR3 e CEA; c)
validagéo cruzada dos extratos E1R1, E1R3 e CE1 d) validacdo cruzada dos extratos E2R1, E2R3 e CE2. Cada
validagdo cruzada, os dados previstos sdo comparados com os dados originais, € a soma dos erros quadrados é
calculada. O erro de previsdo é entdo resumido em todas as amostras (Soma Residual Prevista de Quadrados ou
PRESS). Por conveniéncia, 0 PRESS ¢ dividido pela soma inicial de quadrados e subtraido de 1 para se assemelhar
a escala do R2.

Os dois componentes sdo capazes de explicar 65,3% da variancia dos extratos hexanicos
in natura (HR1 e HR3) e o extrato hexanico comercial (CH) (Figura 23A); 69,4 % da variancia
dos extratos em acetato de etila in natura (EAR1 e EAR3) e 0 extrato em acetao de etila
comercial (CEA) (Figura 23B), 55,2% da variancia dos extratos etanélicos in natura (E1R1 e
E1R3) e o extrato etanolico comercial 1 (CE1) (Figura 23C); 59,6% da variancia dos extratos
em acetato de etila in natura (E2R1 e E2R3) e o0 extrato comercial 2 (CE2) (Figura 23D).
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Considerando os extratos hexanicos in natura (HR1 e HR3) e o extrato hexanico

comercial (CH), foram obtidas 11 variaveis com valores de IVP >1, e consideradas como

potenciais metabdlitos para esses dados. Segue os metabdlitos com importancia na projecao:

cinco acidos graxos e derivados (2, 20, 25, 27, 30), dois &cidos organicos (19, 26), um

triterpenoide e derivados (5), um alcaloide e derivados (17), um estilbenoide (18), um
carboidrato e derivados (23) (Figura 24A).

Considerando os extratos em acetato de etila in natura (EAR1 e EAR3) e 0 extrato em

acetao de etila comercial (CEA), foram obtidas 14 variaveis com valores de IVP >1, e

consideradas como potenciais metabdlitos para esses dados. Segue os metabolitos com

importancia na projec¢éo: quatro carboidratos e derivados (21, 22, 23, 29), quatro &cidos graxos

e derivados (2, 11, 27, 30), um terpenoide e derivado (8), um glicosideo esteréidal (10), um
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triterpenoide e derivado (15), um alcaloide e derivados (17), um estilbenoide (18), um &cido
organico (28) (Figura 24B).

Considerando os extratos etandlicos in natura (E1IR1 e E1R3) e o extrato etanolico
comercial 1 (CE1), foram obtidas 12 variaveis com valores de IVP >1, e consideradas como
potenciais metabolitos para esses dados. Segue os metab6litos com importancia na projecéo:
trés carboidratos e derivados (21, 22, 24), um metabdlito ndo classificado, considerado como
“outros” (14), um alcool graxo (1), um triterpenoides e derivados (5), um glicosideo esteroidal
(10), um alcaloide e derivados (13), dois acidos graxos e derivados (20, 27), dois acidos
oragnicos (26, 28) (Figura 24C).

Considerando os extratos em acetato de etila in natura (E2R1 e E2R3) e o extrato
comercial 2, foram obtidas 16 variaveis com valores de IVP >1, e consideradas como potenciais
metabolitos para esses dados. Segue os metabodlitos com importancia na projecdo: quatro
carboidratos e derivados (21, 23, 24, 29), trés acidos graxos e derivados (11, 20, 27), dois acidos
orgénicos (26, 28), alcool graxo (1), um metabolito ndo classificado, considerado como
“outros” (3), um triterpenoide e derivados (5), um glicosideo esterdidal (10), um alcaloide e

derivados (17), um estilbenoide (18), um &cido organico (19) (Figura 24D).



Figura 24 - Importancia das varidveis na projecdo, considerando a natureza in natura e comercial

a) b)
-

G’\\ ol
1 o HH u o HN

21 °
8 o | HE B0
28 ° OO
20 ) [ | | 53 . oo
2% o | HE ” ° =] ]
23 o EE 30 ° oo
27 ® EE 18 =]
10 ® ..
” ° o : o B0
18 ® [ | ] 29 [ [ ]
25 e [ | | 15 °® [}
2 om 23 ® ()
27 ° oo
* e s | oo B0
24 .. 16 ..

T T T T T T T T T T
L0 1,1 12 1,3 14 15 1,0 11 1,2 1,3 14
O
& &Y
28 o HE 3 e HE
20 o HE
A o mE o/ HE
1 ® [ | ] 26 | | |
s o | HE al ® ]|
5 e |mm " s
. 1 ogd
2 | | 28 oo
26 o [ |w] 3 ° [ | ]
27 oo = ° [T ]
" ® oo
20 .- 18 ° .-
10 [ | | 10 [}
13 1] 24 ® [}
17 ] | | |
14 [ ] | 3 = O
16 0o 30 Cwl
T T T T T T T T
09 10 LI 1,2 13 14 15 1,6 1,0 1,1 1,2 1,3 14
it M T )i

Valores de IVP >1, a) 17 = 1-cinnamoilpiperidina, , 5= 7', 8'-Di-hidro-8'-hidroxicitraniaxantina, 20 = &cido 9,12-
octadecadienoico, éster etilico, 26 = acido latico, 23 = glicose, 27 = &cido linoleico, 19 = acido 2-ceto-L-glucénico,
18 = 1-Difenil-2- (4-metoxifenil) propeno, 25 = &cido hexadecandico, 2 = acido 15-0x0-18Z-tetracosendico, 30 =
acido tetradecandico; b) 11 = linoleato de panaxidol, 21= eritritol, 28 = acido pirlvico, 22 = glucosamina, 17 = 1-
cinnamoilpiperidina, 30 = 4cido tetradecandico, 18 = 1-Difenil-2- (4-metoxifenil) propeno, 10 = notoginsenosideo
R10, 2 = 4cido 15-0x0-18Z-tetracosendico, 29 = ramnose, 15 = sintaxantina, 23 = glicose, 27 = acido linoleico, 8
= cassaidina; ¢) 28 = acido piravico, 22 = glucosamina, 1 = (3R, 7R) -1,3,7-octanetriol, 5 = 7 ', 8'-Di-hidro-8'-
hidroxicitraniaxantina, 21= eritritol, 24 = acido glicérico, 26 = &cido latico, 27 = &cido linoleico, 20 = 4cido 9,12-
octadecadienoico, éster etilico, 10 = notoginsenosideo R10, 13 = pipercitina, 14 = sinapaldeido espermina; d) 5 =
7', 8'-Di-hidro-8'-hidroxicitraniaxantina, 20 = acido 9,12-octadecadienoico, éster etilico, 27 = 4cido linoleico, 26
= &cido latico, 21= eritritol, 19 = 4cido 2-ceto-L-glucbnico, 1 = (3R, 7R) -1,3,7-octanetriol, 28 = 4cido pirtvico, 3
= dissulfeto de 1-propenil 1- (1-propeniltio) propil, 23 = glicose, 11 = linoleato de panaxidol, 18 = 1-Difenil-2-
(4-metoxifenil) propeno, 10 = notoginsenosideo R10, 24 = &cido glicérico, 17 = 1-cinnamoilpiperidina 29 =
ramnose, 30 = 4cido tetradecandico. As varidveis com escores maiores que 1 sdo consideradas as principais
variaveis do modelo. As caixas coloridas a direita indicam as concentragdes relativas do metabdlito correspondente
em cada grupo de estudo.
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5.6.7 Correlagéo entre as atividades bioldgicas e os metabolitos

O coeficiente de correlacdo de Spearman (p) € uma medida bastante utilizada para
descrever a realacdo ndo-linear. Os seguintes parametros foram utilizados para interpretar a
correlacdo: O p = 0,00 a 0,3, positivo ou negativo, indica uma correlacdo desprezivel; o p =0,3
a 0,5, positivo ou negativo, indica uma correlacédo fraca; o p =0.5 a 0,7, positivo ou negativo,
indica uma correlacdo moderada; o p = 0,7 a 0,9, positivo ou negativo, indica uma correlacao
forte; o p = 0,09 a 0,99, positivo ou negativo indica uma correlacdo muito forte (MUKAKA,
2012).

O coeficiente de Spearman indentificou uma correlacdo negativa e forte entre a
atividade antioxidante e o acido pirtvico (28), porém néo significante (p > 0,05); e uma
correlacdo negativa e moderada entre a atividade antioxidante e o 1-Difenil-2- (4-metoxifenil)
propeno (18), acido glicérico (24), glucosamina (22), porém ndo significante (p > 0,05), &cido
latico (26), &cido 2-ceto-L-gluconico (19) com significancia estatistica (p<0,05); e uma
correlacdo positiva e moderada entre a atividade antioxidante e a 1-cinnamoilpiperidina (17),
dissulfeto de 1-propenil 1- (1-propeniltio) propil (3), porém ndo significante (p > 0,05),
yiamoloside B (16) com significancia estatistica (p<0,05) (Figura 25).

Figura 25 - Correlagéo entre os compostos fendlicos e e os metabdlitos dos extratos
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O coeficiente de correlagdo de Spearman considerou valores de p > 0 = correlag@o positiva e valores de p <0 =
correlagdo negativa. Valores de p mais proximos de 1 representa correlacdo mais forte entre as variaveis: 17 = 1-
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cinnamoilpiperidina, 3 = dissulfeto de 1-propenil 1- (1-propeniltio) propil, 16 = yiamoloside B, 4 = 7- (metiltio)
heptanenitrilo, 12 = rutinosideo de fenetil, 14 = sinapaldeido espermina, 25 = acido hexadecanotico, 30 = acido
tetradecanoico, 8 = cassaidina, 1 = (3R, 7R) -1,3,7-octanetriol, 7 = argenteane, 10 = notoginsenosideo R10, 29 =
ramnose, 2 = 4cido 15-ox0-18Z-tetracosendico, 6 = aloperina, 9 = licoperosido D, 23 = glicose, 21= eritritol, 19
= &cido 2-ceto-L-glucdnico, 26 = 4cido latico, 22 = glucosamina, 24 = 4cido glicérico, 18 = 1-Difenil-2- (4-
metoxifenil) propeno, 28 = &cido pirvico.

O coeficiente de Spearman indentificou uma correlacéo positiva e forte entre a atividade
citotoxica contra células C6 e o &cido hexadecanoico (25), 7- (metiltio) heptanenitrilo (4), acido
tetradecanoico (30); correlacdo positiva e moderada entre a atividade citotoxica contra células
C6 e a argenteane (7), 1-cinnamoilpiperidina (17), rutinosideo de fenetil (12), &cido 15-oxo-
18Z-tetracosendico (2), aloperina (6), linoleato de panaxidol (11), (3R, 7R) -1,3,7-octanetriol
(1), dissulfeto de 1-propenil 1- (1-propeniltio) propil (3), &cido linoleico (27), e correlacao
negativa e moderada entre a atividade citotdxica contra células C6 e o acido latico (26), glicose

(23), porém ndo significante (p > 0,05), acido 2-ceto-L-gluconico (19) (Figura 26).

Figura 26 - Correlagéo entre a atividade citotdxica contra células C6 e os metabolitos
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O coeficiente de correlagdo de Spearman considerou valores de p > 0 = correlagéo positiva e valores de p <0 =
correlagdo negativa. Valores de p mais proximos de 1 representa correlagdo mais forte entre as variaveis: 25 =
acido hexadecandico, 4 = 7- (metiltio) heptanenitrilo, 30 = 4cido tetradecanoico, 7 = argenteane, 17 = 1-
cinnamoilpiperidina, 12 = rutinosideo de fenetilo, 2 = acido 15-ox0-18Z-tetracosendico, 6 = aloperina, 11 =
linoleato de panaxidol, 1 = (3R, 7R) -1,3,7-octanetriol, 3 = dissulfeto de 1-propenil 1- (1-propeniltio) propil, 27 =
acido linoleico, , 16 = yiamoloside B, 8 = cassaidina, 14 = sinapaldeido espermina, 15 = sintaxantina, 9 =
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licoperosido D, 18 = 1-difenil-2- (4-metoxifenil) propeno, 22 = glucosamina, 21 = eritritol, 28 = acido piravico,
19 = &cido 2-ceto-L-glucdnico, 23 = glicose, 26 = acido latico.

O coeficiente de Spearman indentificou uma correlacdo positiva e forte entre a atividade
antibacteriana (B. subtilis) e o 7- (metiltio) heptanenitrilo (4), &cido hexadecanoico (25),
argenteane (7), &cido tetradecandico (30), acido 15-oxo-18Z-tetracosendico (2), aloperina (6);
correlacdo positiva e moderada entre a atividade antibacteriana (B. subtilis) e o linoleato de
panaxidol (11), (3R, 7R) -1,3,7-octanetriol (1), rutinosideo de fenetil (12), dissulfeto de 1-
propenil 1- (1-propeniltio) propil (3), acido linoleico (27), 1-cinnamoilpiperidina (17); e
correlagdo negativa e moderada entre a atividade antibacteriana (B. subtilis e a glicose (23),
acido latico (26), ramnose (29) (Figura 27).

Figura 27 - Correlagio entre a atividade antibacteriana frente ao B. subtilis e os metabolitos
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O coeficiente de correlagdo de Spearman considerou valores de p > 0 = correlagéo positiva e valores de p <0 =
correlagdo negativa. Valores de p mais proximos de 1 representa correlagdo mais forte entre as variaveis: 4 = 7-
(metiltio) heptanenitrilo, 25 = &cido hexadecandico, 7 = argenteane, 30 = 4cido tetradecandico, 2 = acido 15-oxo-
18Z-tetracosendico, 6 = aloperina, 11 = linoleato de panaxidol, 1 = (3R, 7R) -1,3,7-octanetriol, 12 = rutinosideo
de fenetilo, 3 = dissulfeto de 1-propenil 1- (1-propeniltio) propil, 27 = &cido linoleico, 17 = 1-cinnamoilpiperidina,
8 = cassaidina, 15 = sintaxantina, 16 = yiamoloside B, 14 = sinapaldeido espermina, 20 = &cido 9,12-
octadecadienoico, éster etilico , 9 = licoperosido D, 28 = acido piravico, 22 = glucosamina, 19 = acido 2-ceto-L-
glucdnico, 29 = ramnose, 26 = acido latico, 23 = glicose.
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O coeficiente de Spearman indentificou uma correlacdo positiva e forte entre a atividade
antibacteriana (P. aeruginosa) e 7- (metiltio) heptanenitrilo (4), acido hexadecandico (25),
argenteane (7), acido tetradecandico (30), rutinosideo de fenetilo (12), acido 15-0x0-18Z-
tetracosenoico (2), aloperina (6), linoleato de panaxidol (11); correlacdo positiva e moderada
entre a atividade antibacteriana (P. aeruginosa ) e acido linoleico (27), dissulfeto de 1-propenil
1- (1-propeniltio) propil (3), yiamoloside B (16), (3R, 7R) -1,3,7-octanetriol (1), cassaidina (8),
1-cinnamoilpiperidina (17); e correlacdo negativa e moderada entre a atividade antibacteriana

(P. aeruginosa ) e a glicose (23), acido latico (26) (Figura 28).

Figura 28 - Correlacéo entre a atividade antibacteriana frente ao P. aeruginosa e os metabolitos
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4 = 7- (metiltio) heptanenitrilo, 25 = 4cido hexadecandico, 7 = argenteane, 30 = acido tetradecandico, 12 =
rutinosideo de fenetilo, 2 = 4cido 15-0x0-18Z-tetracosenoico, 6 = aloperina, 11 = linoleato de panaxidol, 27 =
acido linoleico, 3 = dissulfeto de 1-propenil 1- (1-propeniltio) propil, 16 = yiamoloside B, 1 = (3R, 7R) -1,3,7-
octanetriol, 8 = cassaidina, 17 = 1-cinnamoilpiperidina, 14 = sinapaldeido espermina, 15 = sintaxantina, 9 =
licoperdsido D, , 22 = glucosamina, 29 = ramnose, 19 = 4cido 2-ceto-L-glucbnico, 21 = eritritol, 28 = &cido
piravico, 26 = 4cido latico, 23 = glicose.
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6. DISCUSSAO

As plantas medicinais sintetizam biomoléculas que sdo utilizadas como base para
producdo de muitas drogas farmacéuticas e fitoterapicos. Estas moléculas ativas presente em
plantas possuem atividades bioldgicas benéficas para a salde humana, além disso estéo
presentes na producdo de perfumes, agroquimicos e cosméticos (LI et al., 2020).

A plantas medicinais apresentam diversas atividades bioldgicas, como por exemplo,
atividade antioxidante (GUTTERIDGE; HALLIWEL, 2015), atividade antimicrobiana
(ALEKSIC SABO; KNEZEVIC et al., 2019) e atividade citotoxica (OCHWANG!'l et al., 2018).

Existe uma relacdo entre uma dieta rica em metabdlitos com propriedade antioxidantes
e a protecdo frente as doencas relacionadas com o dano oxidativo, como cancer, doencas
cardiovasculares, doengas neurolédgicas (TRESSERRA-RIMBAU, ARRANZ, VALLVERDU-
QUERALT, 2017). Logo, é importante a descoberta de novas fontes de metabdlitos secundérios
com atividade antioxidante.

No presente estudo os extratos in natura do estadio R1, apresentaram maior atividade
antioxidante quando comparados aos extratos produzidos a partir da amostra coletada no estadio
R3 e comercial. Os dados apresentados no estudo atual estdo de acordo com o experimento de
Zilic et al., (2016), que utilizou o estigma de milho hibrido ZP no estadio R1, este extrato
apresentou maior atividade antioxidante (ICso = 0,059 mg mL™') quando comparado com o
extrato do estadio R4 (ICso = 0,180 mg mL!). A maior atividade antioxidante das amostras R1
quando comparadas com as amostras R4, advém da oxidacdo dos polifendis e da formacéo de
seus derivados durante a maturacédo e envelhecimento do estigma. Este resultado mostra que o
extrato que advém de uma amostra coletada no inicio do estadio reprodutivo, apresenta maior
atividade antioxidante (AKBARI; DIDEHBAN; FARHANG, 2020).

No presente estudo, o etanol apresentou maior potencial em extrair metabdlitos com
propriedade antioxidante. Este achado pode estar relacionado pela afinidade entre solventes
polares e o contetdo de agente redutores e compostos fendlico presente no extrato.
Corroborando com este achado, foi avaliado em outro trabalho que o extrato polar da maioria
dos vegetais tem propriedades antioxidantes mais altas do que o extrato apolar (OBOH;
RADDATZ; HENLE, 2008). A atividade antioxidante dos extratos da Crinum asiaticum L.
variou de acordo com a polaridade dos extratos: éter de petroleo, cloroférmio, acetato de etila
e metanol. Através do método DPPH os valores de ICso foram de 241,9, 195,7, 122,2 e 148,1
ug/mL, respectivamente. Estes resultados reforcam que a polaridade do solvente influencia na
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atividade antioxidante (GOSWAMI et al., 2020). Os extratos brutos de Juniperus excels foram
testados usando o metodo DPPH, os extratos com maior atividade foram: hidroalcoolico>
cloroférmio> acetato de etila> hexano (WELI et al., 2014). A maior atividade antioxidante dos
atividade deve estar relacionada ao seu contetdo fenolico,

A andlise de correlacdo identificou a ramnose (29) como o principal metabdlito
responsavel pela atividade antioxidante, mesmo ndo apresentando a maior correlagdo, este
metabolito apresentou significancia estatistica (Figura 24). Em outro trabalho, a atividade
antioxidante da fracdo do polissacarideo de estigma de milho, identificou a ramnose entre outros
trés monossacarideos, este extrato foi avaliado e apresentou atividade de sequestro do radical
DPPH com valor de 0,46 mg mL (LI et al., 2020). Alguns monossacaideos foram avaliados e
apresentaram baixa atividade antioxidante (TOUKACH; ANANIKOV, 2013). Em outro
trabalho, onde foi avaliada a atividade antioxidante de complexos de lignina-carboidrato, o0s
polissacarideos polissacarideo presentou um papel crucial como doador de hidrogénio para
encerrar as reagdes em cadeia de radicais ou sintetizar produtos mais estaveis (XIE et al., 2020).

A atividade antioxidante de metabdlitos normalmente advém dos seus compostos
fenolicos. Estes resultados tém sido associados a quantidade compostos, como flavonoides,
isoflavona, flavonas, antocianina, catequina e isocatequina. Contudo, a atividade antioxidante
esta vinculada a quantidade de hidroxilas livres e a conjugacédo de cadeias laterais para os anéis
aromaticos. (ELFALLEH; KIRKAN; SARIKURKCU, 2019).

Os compostos fendlicos estdo presentes na alimentacdo didria de muitas pessoas,
através do uso de especiarias, legumes e plantas (CEJUDO-BASTANTE et al., 2013; JAIME
et al., 2015). As plantas possuem uma grande quantidade destes compostos, estes, minimizam
ou impedem o estresse oxidativo, através do sequestro de radicais livres. Mas estes compostos
apresentam outros mecanismos de acdo, como por exemplo, o estimulo a dilatacdo endotelial,
por meio do aumento a disponibilidade biolégica do 6xido nitrico. Outro mecanismo acontece
através da inibicdo da nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato-oxidase (NADPH oxidase
endotelial). As indugdes destes mecanismos estdo associadas ao menor risco de doencas
cardiovasculares (MOCCIARO et al., 2019; CROFT et al., 2018). Os compostos fenolicos
também tém atividade antidiabética, através da ativacdo da proteina quinase ativada por
monofosfato de adenosina (AMPK) nas células HepG2, melhorando assim a captacdo de
glicose na resisténcia a insulina (HUANG et al., 2015).

No presente estudo, o extrato etanélico E1IR1 apresentou maior teor de compostos

fenolicos. Os Unicos compostos fendlicos identificados neste estudo foram encontrados na
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argenteane (7) e sinapaldeido espermina (14). Ambos estdo mais concentrados nos extratos
hexanicos. Esses extratos apresentaram baixa concentracdo de metabdlitos vinculados com a
atividade antioxidante (carboidratos e derivados e acidos organicos) e possui uma grande
concentracdo metabolitos que ndo apresentam boa atividade antioxidante (acidos graxos). Em
um trabalho que avaliou extratos hexanicos composto por isolados de lignanas da raiz de
Myristica fragrans, um dos metabolitos identificado numa das fragdes foi a argenteane, e
através do metodo DPPH este extrato apresentou atividade antioxidante com valor de 1Cso de
69,64 ppm (GINTING et al., 2020).

O presente estudo exibiu que o teor de compostos fendlicos nos extratos do estadio
fenolégico R1 é maior que no estadio R3, com excecgdo para os extratos hexanicos. O teor de
compostos fenolicos possivelmente é influenciado pelo estadio fenolégico. Corroborando com
os resultados achados no presente o estudo, outro trabalho apresentou teor de compostos
fendlicos total que variou de 26,5 ug EAG/g (milho ceroso branco, variedade WWC1 no estadio
R6) a 206,8 ug EAG/g (milho ceroso roxo, variedade PWCS5 no estadio R4), apresentando assim
uma diferenca no teor de compostos fendlicos de acordo com o estaddio fenoldgio
(SAPEROUCA et al 2015)

No presente estudo o teor de compostos fendlicos diminuiu ainda mais nos extratos
comerciais. Essa diminuicdo relacionada com os processos fisioldgicos dos vegetais que
propendem ao envelhecimento, quando uma planta avancga de um estadio fenoldgico para outro
(RASOOL et al., 2018).

As plantas representam fonte de varios medicamentos que apresentam um papel crucial
para a saude e reproduz uma importante fonte de metabdlitos com atividade antimicrobiana.
Estes agentes antimicrobianos muitas vezes estdo em extratos complexos de plantas medicinais
(ALEKSIC SABO; KNEZEVIC et al., 2019).

No presente estudo os extratos E1R1, E2R3 apresentaram atividade antimicrobiana
frente ao B. cereus e o0 extrato EAR1 frente ao B. subtilis e P. aeruginosa (Tabela 2). O mapa
de calor (Figura 11) apresentou alta concentracdo da yiamoloside B (16), acido latico (26),
ramnose (29) no extrato E1R1; alta concentragdo do &cido 2-ceto-L-glucénico (19), eritritol
(21), glicose (23), acido latico (26), ramnose (29) no extrato E2R3; e alta concentragdo do
notoginsenosideo R10 (10), &cido glicérico (24), ramnose no extrato EARL.

N&o ha trabalhos que avaliem a atividade antibacteriana da yiamoloside B. Entretanto
outro trabalho utilizou a saponina extraida de cascas de quinoa, este metabolito apresentou CIM

de 0,50 mg mL. Entretanto a diversidade de metabdlitos do extrato E1IR1 é um fator que ndo
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favorece uma comparagdo com metabdlitos isolados (DONG et al., 2020). O extrato aquoso do
tubérculo Cyclamen coum Miller que contém saponinas glicosidicas, apresentou CIM de 0,05
mg mL frente ao S. aureus. Entretanto as bactérias utilizadas em ambos os estudos sao distintas,
a concentracdo do extrato e a CIM ndo é comparavel com o presente estudo. Embora ndo exista
relatrios consistentes, é possivel que a estrutura quimica da saponina tenha permeabilidade
celular atingindo as bactérias (SABOORA et al., 2019).

No presente estudo o mapa (Figura 11) apresentou alta concentracdo do acido latico
(26) nos extratos E1R1 e E1IR3. Em outro trabalho, hidrogéis com adicdo do acido latico foi
eficaz contra quatro bactérias,.com CIM variando entre 6,25 — 12,50 uL mL}(MOREIRA et
al., 2019). Ndo hé estudos que evidenciem o mecanismo de acdo dos acidos organicos contra
as bactérias, mas alguns mostram que a interacdo dos acidos organicos com a estrutura celular
das bactérias gera danos (YANG et al., 2016).

No presente estudo o mapa de calor (Figura 11) apresentou alta concentracdo da
ramnose (29) nos extratos E1R1, E2R3, EAR1. A ramnose também foi encontrada nos
polissacarideos do agrido, e a mucilagem apresentou CIM de 0,56 mg mL? contra S. aureus. O
valor de CIM deste trabalho é compardvel com presente estudo. Entretanto, o perfil
metabolomico das amostras avaliadas sdo distintas. O mecanismo de a¢do proposto para a
atividade antimicrobiana do polissacarideo, mostra que permeabilidade da membrana celular
externa e interna atenua a producdo de proteinas e impede a producdo de &cidos nucleicos nas
bactérias (ALKAHTANI et al., 2020).

No presente estudo o mapa de calor (Figura 11) apresentou alta concentracdo do &cido
glicérico (24) no extrato EARL. Em outro trabalho, atividade antimicrobiana das partes
subterraneas do extrato de Polemonium caeruleum L. contra P. aeruginosa com ICsg de 200 ug
/ mL, e um dos compostos identificados foi o acido glicérico. Este metabolito mostrou estar
correlacionado com a atividade antimicrobiana no presente estudo (LASKA et al., 2019).

O glioblastoma é um tumor astrdcitrario maligno primario mais letal do sistema nervoso
central e representa aproximadamente 50% de todos os gliomas. As células tumorais, que
derivam de glioblastoma sdo modelos alternativos confiaveis para pesquisas considerando
resposta a agentes externos. (CHESLER et al., 2013; BRISMAR, 1995).

O extrato EARL influenciou a menor viabilidade celular das células de glioma C6,
qguando comparado aos demais extratos deste estudo. A analise de correlagéo identificou o acido
2-ceto-L-glucdnico (19) e a yiamoloside B (16) como os principais metabdlitos correlacionados

com a atividade citotoxica (Figura 26). Ndo ha estudos que avaliaram a atividade citotoxica do
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acido 2-ceto-L-gluconico contra linhagens de células tumorais. Entretanto outros acidos
organicos foram identificados no extrato do cogumelo comestivel, Coprinopsis atramentaria,
e este extrato mostrou citotoxicidade para as linhas celulares (MCF-7 - adenocarcinoma de
mama, NCI-H460 - carcinoma de pulméo de células ndo pequenas, HCT15 - carcinoma de
célon) (HELENO et al., 2014).

Os solventes influenciaram uma maior variacdo de &cidos graxos e derivados e de
carboidratos e derivados do metaboloma de extratos do estigma de Zea mays L. O mapa de
calor exibe que o0s extratos hexanicos apresentaram uma grande concentracao de acidos graxos.
E estes extratos ndo apresentaram as maiores atividades bioldgicas, quando comparados com
0s outros extratos do presente estudo. Em contrapartida, os extratos em etanol e acetato de etila
apresentaram uma alta concentracdo de carboidratos e derivados e outras classes quimicas e
apresentaram maiores atividades biolégicas quando comparado com 0s extratos hexanicos, e
estes ndo apresentaram alta concentracdo de &cidos graxos e derivados. Logo, a escolha dos
solventes foi importante para extrair os metabdlitos com maiores atividades bioldgicas.

Os extratos do estadio fenologico reprodutivo 1 apresentaram uma maior concentracao
de carboidratos e derivados no metaboloma de extratos do estigma de Zea mays L., estes
metabdlitos estdo mais concentrados nos extratos que apresentaram maiores atividades
bioldgicas. Logo, os extratos do estadio fenoldgico reprodutivo 1 apresentaram um perfil
metaboldmico que influenciou a atividade antioxidante, citotoxica e antimicrobiana.

Os extratos in natura apresentaram uma maior concentracédo de carboidratos e derivados
no metaboloma de extratos do estigma de Zea mays L. A ramnose estd em alta concentracao
em todos os extratos que apresentaram a atividade antioxidante, citotdxica e antimicrobiana.
Entretanto este metabolito estd em uma concetracdo muito baixa em todas as amostras
comerciais. Além disto, os extratos comerciais apresentaram uma maior concentracdo de acidos

graxos, quando comparados as amostras in natura.

7. CONCLUSAO

Nesse estudo os extratos do estigma de Zea mays L. e seus produto comercial
apresentaram atividade antioxidante, antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativa e antitumoral contra células C6. O extrato E1R1 apresentou maior atividade
antioxidante quando comparado aos demais extratos deste estudo; o extrato EARL foi mais
ativo na atividade citotoxica e antibacteriana. A partir da analise estatistica foi possivel observar

que &cidos organicos, carboidratos e uma saponina sao as classes quimicas mais importantes
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para as atividades antioxidante, antimicrobiana e citotoxica. A utilizagdo dos solventes, acetato
de etila e etanol, influenciou o perfil metabolomico dos extratos, EAR1, E1R1 e E2R3, e estes
apresentaram atividades biologicas superiores quando comparados com 0s extratos hexanicos.
Os extratos no estadio fenoldgico reprodutivo 1 apresentaram perfil metabolémico importante
para as atividades biolOgicas testadas neste estudo quando comparado estadio fenoldgico
reprodutivo 2. Os extratos obtidos das amostras in natura apresentaram maiores atividades

bioldgicas quando comparados com as amostas comerciais.
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