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RESUMO

A Ruta graveolens L., ou popularmente conhecida como arruda, € uma espécie vegetal da
familia das Rutaceas, abundante em diversas regides geograficas por ndo ser exigente
quanto ao clima e as formas de cultivo, é também conhecida por ser uma planta com
variadas propriedades medicinais. O presente trabalho propde-se a estudar a Ruta
graveolens L. com uma abordagem metabolomica comparativa. O objetivo central do
atual trabalho ¢ utilizar a metabolémica como ferramenta para estudar o metabolismo da
Ruta graveolens L. em relacdo a diferentes situacGes, ou seja, tragar um perfil metabdlico
(do inglés metabolic profiling) do crescimento da planta e das plantas adultas adquiridas
em diferentes comércios, com andlises entre diferentes grupos. Para a execucédo do projeto
foi aplicado um fluxograma de trabalho contendo etapas como: coleta, extracdo por
maceracdo, preparo de amostra, analise instrumental e analise de dados, com isso espera-
se ampliar o conhecimento do metabolismo da Ruta graveolens L. e da variacdo de seu
6leo essencial, obtido através de destilacdo por arraste a vapor em aparelho clevenger. As
analises de 6leo essencial mostram diferencas na composicdo do 6leo para espécimes
adquiridas em diferentes comércios. A analise de componentes principais dos extratos
metanolicos aponta uma diferenca entre plantas mais jovens e adultas, mostrando que o
ambiente e a ontogenia sdo fatores que podem alterar o metabolismo da Ruta graveolens
L.

Palavras-chave: Metabolémica, ontogénese, Ruta graveolens L., PCA, GC-MS, DIMS,
0leo esséncia.



ABSTRACT

Ruta graveolens L., or popularly known as rue, is a plant species of the Rutaceae family,
abundant in several geographic regions for not being demanding as the climate and the
forms of cultivation, it is also known for being a plant with varied medicinal properties.
The central objective of the present work is to use metabolomics as a tool to study the
metabolism of Ruta graveolens L. in relation to different situations, that is, to trace a
metabolic profiling of the growth of the plant and of the adult plants acquired in different
shops, with analyses among different groups. For the execution of the project a work
flowchart was applied containing steps such as: collection, extraction by maceration,
sample preparation, instrumental analysis and data analysis, with this it is expected to
increase the knowledge of the metabolism of Ruta graveolens L. and the variation of its
essential oil, obtained through steam distillation in a clevenger apparatus. The essential
oil analysis show differences in the composition of the oil for specimens purchased in
different shops. The principal component analysis of the methanolic extracts points out a
difference between younger and adult plants, showing that environment and ontogeny are
factors that can change the metabolism of Ruta graveolens L.

Keywords: Metabolomics, ontogeny, Ruta graveolens L., PCA, GC-MS, DIMS, essencial
oil.
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1 INTRODUCAO

Para uma melhor analise de um sistema bioldgico, nasceram algumas areas de
pesquisa especificas com o objetivo de mapear sistemas celulares, no intuito de entender
cada vez mais processos extracelulares e intracelulares que ocorrem em um determinado
sistema bioldgico. Essa andlise sobre um sistema biologico foi separada em 4 principais
areas: Génomica, Transcriptdbmica, Protedmica e Metabolémica (BARH; BLUM;
MADIGAN, 2012). Essas tecnologias permitem uma abordagem holistica em torno do
dogma central da biologia molecular através do compartilhamento de dados entre elas. A
gendmica trabalha com dados adquiridos do genoma, obtendo informac6es sobre 0 DNA
(&cido desoxirribonucleico) do organismo estudado. A transcriptdmica estuda o
transcriptoma (RNAs), que possuem a funcdo de expressao génica. A protedmica se da
pela aquisicdo de dados de proteinas oriundas da expressdo génica, identificando-as e
entendendo suas func¢bes no organismo. A metaboldmica envolve a analise quantitativa e
qualitativa de metabdlitos, mostrando as concentragdes e influéncias sofridas por diversos
fatores externos ou genéticos. (SOUZA; RHODEN; PAMPHILE, 2014). As quatro
abordagens “6micas” sdo utilizadas para o entedimento sobre funcionamento celular,
como visto na figura 1.

Figura 1 — funcionamento celular com as etapas para a produgdo de metabdlitos, com
origem nos genes, passando por etapas com a formacéo do transcriptoma, proteoma e por

fim o metaboloma. Os metabdlitos sdo fundamentais para regular as etapas anteriores,
indicadas com as setas em laranja.

Genoma Transcriptoma Proteoma Metaboloma

o o

. e

— — SBiTH T Ceee

( -~ :;: r( -)'— iy o
< 5y
iy
Genes RNAmM Proteinas Metabdlitos
" N »_/

——— — ——————

Fonte:Villas-Boas, S.G.; Gombert, A.K. 2006 adaptado.

Na célula, a informacdo do material genético é transcrita em uma molécula

de RNAmM, que posteriormente vai ser traduzida em uma proteina, quando essa proteina
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ndo tem funcéo estrutural, ela ira participar de rea¢des bioquimicas no meio celular, sendo
responsavel por catalisar transformacfes de pequenas moléculas, conhecidas como
metabdlitos. Os metabdlitos desempenham papel fundamental nas diferentes vias
bioquimicas em um organismo vivo, podendo ser substratos, cofatores ou produtos no
metabolismo celular e também regulando atividade das proteinas (VILLAS-BOAS;
GOMBERT, 2006). O conjunto de todos os metabdlitos de baixa massa molecular (<
1500 Da) modificados ou produzidos por um organismo biolégico é chamado de
metaboloma (OLIVER, S.G. at el. 1998).

O termo metabolomica foi citado pela primeira vez pelo Dr. Oliver Fiehn e
seus colaboradores no inicio dos anos 2000 (FIEHN et al. 2000) em resposta a alguns
aspectos ainda ndo esclarecidos da biologia sistémica. Alteracbes nos niveis de
transcricdo do RNA mensageiro ndo necessariamente alteram os niveis e atividade das
proteinas (GYGI et al. 1999), que podem ou ndo estar enzimaticamente ativas (SUMNER
et al. 2003). Dessa forma, mudangas no transcriptoma e no proteoma nem sempre
correspondem a modificacbes fenotipicas. A existéncia dos metabolitos indica
informacao direcional da funcdo celular a nivel molecular, determinando o fenétipo de
uma célula, ou tecido, em resposta a alteracdes externas ou genéticas (VILLAS-BOAS;
GOMBERT, 2006), ou seja, a compreensdo do metaboloma é de extrema importancia

para determinar a funcdo de um gene. (FIEHN, 2002)

Os primeiros trabalhos sobre metabol6émica indicam que essa nova area de
estudo é uma plataforma tecnoldgica mais util para o entendimento da biologia de
sistemas. Suas implicacdes na pesquisa de produtos naturais incluem beneficios na busca
de substdncias de origem naturais em plantas, animais, micro-organismo,
desenvolvimento de farmacos e fitomedicamentos (ROCHFORT, 2005; SHYUR;
YANG, 2008). Além disso, a metabolémica tem como caracteristica ser muito versatil,
sendo utilizada em diversos tipos de estudo, tais como na investigacdo de alteracGes no
metaboloma em resposta ao estresse produzidos por agentes fisicos (temperatura, luz UV,
umidade, etc.), agentes quimicos (farmacos, reagentes quimicos, etc.) ou por agentes
bioldgicos, como patdgenos, comparando 0s subconjuntos de metabdlitos antes e depois
de serem expostos. (FUNARI et al., 2013).

Além de ser amplamente utilizada na quimica de produtos naturais, a
metabolémica desempenha papel importante em diversas areas como: ambiental, clinica,

toxicologia, nutricdo, microbiologia e parasitologia.
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Em organismos vegetais, 0 numero estimado de metabdlitos é aproximadamente
200.000 por espécie, e muitas delas chamam a atencdo pela gama de utilidades que podem
prover, podendo ter diversos usos e aplicacées. (CANUTO et al., 2018)

Um exemplo de espécie que contém diversas aplicagdes é justamente a Ruta
graveolens L., também conhecida como arruda, planta da familia das Rutaceaes, objeto
de estudo do presente trabalho. As aplicagdes podem ir das mais simples, como na
decoracdo de ambientes e simbolismos, até as mais complexas como extracdo de
substancias presentes no metabolismo da arruda para o tratamento de doencas especificas,
como por exemplo o vitiligo. A espécie vegetal Ruta graveolens L. chama a atencéo para
ser estudada pela comunidade cientifica em raz&o da pouca exigéncia quanto as formas
de cultivo, combinado com um grande leque de atributos medicinais como propriedades
regulatérias, analgésicas, anti-inflamatorias, antifingicas e antibacterianas, tendo
numerosas possibilidades de processamento industrial e comercial (RODRIGUES;
GONZAGA, 2001; MINISTERIO DA SAUDE, 2015)

O presente trabalho busca iniciar uma analise sobre o metabolismo da Ruta
graveolens L. tendo como temdtica central diferentes situacbes em que a planta se
encontra, com relacdo a ontogenia e ao ambiente. A abordagem utilizada sera a
metabolémica ndo alvo, ou seja, uma abordagem de analise geral. A metodologia proposta
ocorrera como a maioria dos trabalhos em metabolémica sdo efetuados, com etapas de
coleta do material vegetal e obtencdo da amostra, analise instrumental com a utilizagdo
de técnicas cromatograficas de alto desempenho acopladas a um espectrémetro de massas
e analises estatisticas multivariadas, tendo como objetivo verificar se ha diferencas
metabolicas entre espécimes de Ruta graveolens L. em relacdo a diferentes situacdes da

espécie vegetal, como idade e locais de cultivo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ABORDAGENS METABOLOMICAS

O metaboloma pode ser segmentado em dois diferentes grupos: metabdlitos
primarios e secundarios. Os metabdlitos primarios sdo apresentados como compostos
indispensaveis para as funcdes basicas das células de um organismo, como a atividade da
respiracdo, biossintese de aminoécidos e varios outros compostos que possuem relagdo
com o crescimento, desenvolvimento e manutencdo de um ser vivo. Todos 0s organismos
compartilham os mesmos tipos de metabolismo primario, mas que podem ter diferencas,
devido a variedade de rotas biossinteticas que existem. Os metabdlitos secundarios sdo
especificos, eles desempenham papel na interacdo de uma célula com o ambiente,
adquirindo caracteristicas especificas, ndo necessariamente relacionadas a manutencéo da
vida, mas gue garantem vantagens para a sua sobrevivéncia e para a perpetuacdo de sua
espécie em seu ecossistema, por exemplo, no caso de plantas, para atrair polinizadores ou
para se defender contra pragas e doencas (VERPOORTE; CHOI; KIM, 2007).

Diferentes abordagens podem ser utilizadas para o estudo desses metabdlitos
dependendo do objetivo do estudo em questdo, com duas principais estratégias (Figura
2): metaboldmica alvo (em inglés: targeted metabolomic) e metaboldmica néo alvo (em
inglés: untargeted metabolomic) também chamada de metabolomica global (CANUTO
et al., 2018). Ainda ha uma terceira abordagem ramificada das duas principais, chamada
de perfil metabolico (em inglés: metabolite profiling ou metabolic profiling) que se
subdivide em fingerprinting (traducdo do inglés: impressdo digital metabdlica) e
exometabolémica, também conhecida como footprinting (ainda ndo ha traducdo para o
portugués) metabdlico. (VILLAS-BOAS et al., 2005).

2.1.1 Metaboldmica alvo

Estudos sobre metabolémica alvo tem foco na identificacdo e quantificacdo
de um definido conjunto de metabodlitos ou de uma determinada via metabdlica.

Usualmente, esse conjunto de metabolitos ou uma via especifica sdo antecipadamente
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determinados de acordo com a questdo cientifica a ser analisada e pelas caracteristicas da
plataforma analitica e instrumentacdo a ser utilizada. A colecdo de dados resultantes,
geralmente cromatogramas, espectros de massa e de ressonancia magnética nuclear séo
analisados a fim de identificar e quantificar metabdlitos em uma amostra, assim podendo
interpretar o resultado com base no contexto em que estd sendo apresentado. A
identificacdo é efetuada com o auxilio de bancos de dados disponiveis no préprio
equipamento analitico ou através de bibliotecas disponiveis na Internet (BINGOL, 2018;
TSUGAWA, 2018). Esses bancos de dados contém valores de razdo massa/carga (m/z) ja
estabelecidos para muitos metabdlitos e contém também informacdes como tempo de
retencdo relativo, deslocamento quimico e férmula quimica. Essas informagdes sdo
utilizadas para comparar as amostras e os padrdes de referéncia. Tais dados s&o
convertidos em valores de concentracdo dos metabo6litos na amostra e logo em seguida
sdo submetidos a analises estatisticas univariadas e multivariadas (CAMBIAGHI;
FERRARIO; MASSEROLI, 2017).

Tendo em vista que varios estudos da metabolémica tem como objetivo investigar
diferencas metabolicas entre diferentes grupos, ferramentas estatisticas sdo necessarias
para avaliar essas diferengas e ter um melhor entendimento sobre fendtipos metaboélicos
(PATTI; YANES; SIUZDAK, 2012; ROBERTS et al. 2012). Na maioria dos casos, a
metabolémica alvo é orientada por hipdteses, e ndo uma abordagem para geracdo de

hipéteses, visando a analise de compostos especificos (RAUL et al., 2019).

2.1.2 Metabolémica néo alvo ou global

Estudos sobre a metabolomica ndo alvo tem como objetivo avaliar
simultaneamente 0 maior nimero de metabolitos possivel em uma amostra biologica
(PATTI; YANES; SIUZDAK, 2012). Qualquer molécula que ionize dentro de uma faixa
especifica de valores de massa sera medida nesse tipo de abordagem. Os experimentos
alvo oferecem melhor quantificacdo, enquanto os experimentos globais ou ndo alvo
fornecem uma cobertura mais ampla da amostra estudada. As analises metaboldmicas de
ambito global podem levar a identificacdo de novos metabdlitos ainda ndo descritos na
literatura, e a estrutura desses metabdlitos pode ser caracterizada em etapas posteriores,
(VINAYVEKHIN; SAGHATELIAN, 2010). A metabolémica ndo alvo também é
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utilizada como ferramenta de triagem para discriminar amostras de diversos estados
bioldgicos ou de diferentes origens. Nesse tipo de abordagem, etapas de preparacao e
tratamento das amostras podem ser simplificadas ou até mesmo eliminadas. (RAUL et
al., 2019)

Figura 2 — Fluxograma de trabalho para metabolomica alvo e metabolomica global.

METABOLOMICA ALVO (TARGETED METABOLOMICS)

M"“"H" » oo
{

Selecaode Coletae preparo Anilise Processamento Anélise Interpretagdo
metabdlitos de amostra instrumental dosdados estatistica bioldgica

METABOLOMICA GLOBAL (UNTARGETED METABOLOMICS)

-0, e

{ O

Coleta e preparo Anidlise Processamento Andlise Identificagao Interpretagdo
de amostra instrumental dosdados estatistica dos metabdlitos biolégica

Fonte: CANUTO et al., 2017

2.1.3 Perfil metabdlico

Os estudos metabolomicos eram inicialmente divididos em duas categorias:
estudos alvo e ndo alvo. Atualmente, existem outras subcategorias que visam refletir os
diferentes objetivos e especificidades dos estudos metabolémicos (PILON et al., 2020).
O perfil metabolico envolve a analise rapida, muitas vezes ndo quantitativa, de um grande
numero de metabolitos diferentes, com o objetivo de identificar um perfil metabolico
especifico que caracterize uma dada amostra, produzindo uma informacéo independente
que pode ser interpretada em termos de vias bioguimicas conhecidas e/ ou interagoes
fisioldgicas. Essa abordagem pode ser subdividida em metabolic fingerpriting e
metabolic footprinting (DETTMER; HAMMOCK, 2004; VILLAS-BOAS et al. 2004).

A abordagem fingerprinting cobre a varredura de um grande ndmero de

metabolitos intracelulares detectados por uma técnica analitica ou por uma combinacao
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de diferentes técnicas em uma situacdo definida (VILLAS-BOAS at el. 2004), a intencéo
nessa abordagem ndo € identificar cada composto em uma amostra, mas comparar 0s
padrdes que mudam em resposta a algum estimulo, como doencas, fA&rmacos, mudancas
no ambiente (KOSMIDES et al., 2013). A comparagéo entre essas “impressoes digitais”
é realizada utilizando ferramentas analiticas e estatisticas, como analise hierarquica de
clusters ou PCA (anélise de componentes principais) (FUNARI et al., 2013). No caso de
essas analises multivariadas determinarem uma separacdo da amostra em agrupamentos
metabolicos Unicos, posteriormente esses metabdlitos podem ser caracterizados
(DETTMER; HAMMOCK, 2004). Ja o metabolic footprinting, também conhecido como
exometabolémica, € uma abordagem mais recente, que € tecnicamente semelhante ao
fingerprinting, mas é focada na medicéo de todos os metabolitos extracelulares presentes
em um meio. Os compostos indicados sdo metabdlitos secretados pelas células para
algum meio, e os componentes do meio transformados bioguimicamente pelo organismo
que excretou esses metabolitos (VILLAS-BOAS et al. 2004).

Figura 3 — Analise do metaboloma no contexto das ciéncias dmicas e abordagens da
metabolomica.
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2.2 FLUXOGRAMA DE TRABALHO EM METABOLOMICA

Um fluxograma de trabalho metabolémico envolve uma série de etapas. De
modo geral, pode ser organizado em ordem como: formulagdo do objetivo de estudo e
contexto, coleta e obtencdo da amostra, quenching metabolico, extragdo da amostra,
preparacdo da amostra para a andlise, analise instrumental, processamento de dados e
interpretacdo bioldgica (KHOOMRUNG; WANICHTHANARAK; NOOKAEW, 2017).

Tendo em vista que os trabalhos na area da metabol6mica comecaram a se tornar
mais maduros e vistos com uma maior frequéncia, em 2005 foi formada a MSI
(http://metabolomics-msi.org/) - Metabolomics Standards Initiative (traducdo do inglés:
Sociedade de Metaboldémica), onde define uma padronizagdo dos procedimentos para
estudos de metabolémica divididos em diferentes grupos de trabalhos. Cada grupo tem
um diferente tipo de especializacdo e uma inspecdo relacionada a esse grupo de trabalho
(FIEHN et al., 2007).

A linha de partida para um trabalho sobre metabolémica é definir uma questéo
bioldgica e a partir dessa questdo escolher uma ou mais das diferentes abordagens (alvo,
global ou suas variagfes) que podem ser aplicadas. A partir da selecdo da abordagem
podem ser determinadas as etapas do planejamento do experimento e os tipos de analise
que podem ser empregados. A escolha de todas essas etapas deve ser feita de forma
cuidadosa antes do inicio do experimento, para que posteriormente nao ocorram erros na
analise e na interpretacdo. (RAUL et al., 2019). Nessa etapa, também é definido o tipo de
amostra. A andlise do metaboloma pode ser aplicada em um alto nimero de amostras
bioldgicas, incluindo tecidos, biofluidos (saliva, sangue, fezes, urina, etc), cultura de
células e plantas, levando em consideracdo o contexto em que esses materiais biologicos
estdo inseridos (NALBANTOGLU, 2019).

No caso de organismos vegetais, 0 modo de plantio e armazenagem dessas
plantas deve ser feito sob condic¢des controladas e com a garantia de que todas as unidades
da amostra estdo sob as mesmas condic6es de luz, temperatura, irrigacdo e de gradiente
de diéxido de carbono, tendo em vista que mudancas nessas condi¢des podem levar a
uma mudanca no perfil do metabolismo de plantas originalmente idénticas, assim como
efeitos sazonais. Também precisa ser levado em consideracdo, na hora da coleta da

amostra, o tipo de tecido a ser analisado. Podem ser utilizados raiz, caule, folha, flor ou
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frutos. Os periodos ontogénicos tambem devem ser considerados, visto que em idades

diferentes 0 metaboloma pode ter perfis diferentes (PILON et al., 2020).

Os resultados das andlises em metabolémica devem corresponder ao perfil
metabdlico de uma amostra bioldgica in vivo, representando a forma do metaboloma em
um sistema bioldgico, contudo, muitos intermediarios nas reagdes do metabolismo tém
tempos de ciclagem na ordem de segundos. Entdo, para que o metaboloma seja
representado de modo fidedigno na hora da coleta e da amostragem, a atividade
enzimatica deve ser inibida imediatamente para manter a integridade do metabolismo,
dado que quaisquer erros na manipulacdo da amostra podem determinar desvios
indesejados na composi¢do metabdlica. Esse processo de parada total do metabolismo é
chamado de quenching metabdlico. A interrupcdo rapida da atividade metabdlica pode
ser adquirida por meio do uso de solventes especificos ou baixa temperatura, (XU et. al.
2010; CANELAS et al., 2008). Os metodos mais comuns de se aplicar o quenching
metabolico tem como fundamento a mudanca de pH ou temperatura. Quando o quenching
é feito com a mudanca de pH, o meio é imediatamente alterado para basico pela adi¢édo
de substancias como KOH e NaOH, ou alterado para meio &cido com a adi¢do substancias
como HCl e HCIO4 (MASHEGO at el. 2007).

Os meétodos relacionados a temperatura devem modifica-la para -20 °C ou
menos. Um método de quenching bastante utilizado é a adicdo de metanol em
temperaturas menores que -40°C, sendo considerado um bom solvente para a parada
rapida do metabolismo, tendo miscibilidade em agua e ponto de congelamento baixo
como boas caracteristicas. Entretanto, a utilizacdo do metanol frio tem a possibilidade de
ocasionar a perda na concentracdo de metabdlitos devido as interacfes do solvente nas
membranas celular por meio de uma ruptura de membrana. (CANELAS et al., 2008;
PINU; VILLAS-BOAS; AGGIO, 2017). Outra opcdo para o quenching metabdlico
também fundamentada na baixa temperatura € a utilizacdo de nitrogénio liquido ou de
gelo seco (CO2 solido). A imersdo da amostra biologica em nitrogénio liquido (-180°C)
ou a imersdo da amostra em gelo seco (-78°C) garantem a inibicdo enzimatica (KIM;
CHOI; VERPOORTE, 2010).

Os métodos de extragdo em metabolémica podem variar de acordo com 0
objetivo do estudo principal e o tipo de analise. Para a analise global, o objetivo é ser
abrangente e conseguir extrair o maximo de metabdlitos possiveis com perdas minimas,

com o minimo de tratamento da amostra, pois esse tipo de analise é de esfera mais geral.
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Na analise alvo, s@o necessarias etapas mais complexas de extracdo para atingir certa
classe metabolitos ou a via metabdlica, podendo envolver extra¢bes do tipo liquido-
liquido, sélido-liquido ou extragdo em fase solida, objetivando as espécies de interesse.
(CANUTO et al., 2017; RAUL et al., 2019). Para plantas, existem varios tipos de
extracOes que podem ser aplicadas, a mais comum delas é a extracdo por maceracao, que
consiste em deixar a amostra em contato com um solvente extrator durante um longo
tempo (horas ou até dias), com a posterior evaporacao desse solvente. Esses solventes
extratores usados neste procedimento geralmente sdo solventes organicos polares, tais
como metanol, solucéo de &gua com metanol, etanol, e solventes organicos apolares como
cloroférmio, acetato de etila e hexano (VILLAS-BOAS et al. 2004).

Outros métodos de extracdo podem ser empregados, como a extracdo por
ultrasom, que utiliza ondas sonoras de baixa frequéncia resultando no fendmeno da
cavitacdo, que € a formacéo de bolhas por efeito de pressao e temperatura, facilitando o
processo de extracdo das espécies (DE FREITAS et al., 2015). Também podem ser
utilizados extracdo com liquido pressurizado (PLE), que utiliza os solventes comuns de
extracdo com alta pressdo e temperatura afim de melhorar a extracdo (DA CUNHA et a.,
2020) e extracdo com fluido supercritico (SFE), como o dioxido de carbono (CO2), com
propriedades termodinamicas acima de seus pontos criticos (MAUL et al. 1996). Esses
diferentes métodos tém vantagens e desvantagens, como visto na tabela 1, e devem ser

levadas em consideracdo na hora da escolha.

Alguns tipos de células ou tecidos tem sua parede celular rigida, dificultando a
extracdo, entdo podem ser utilizados equipamentos de auxilio mecéanico para a ruptura
celular, como o proprio ultrassom, vortex, tissuelyzer (moinho de esferas) e
homogeneizadores de tecido. Porém, com o uso desses equipamentos, ha a possibilidade
de degradacao da amostra e perda de metabdlitos por aumento de temperatura (CANUTO,
2016).



Tabela 1. Vantagens e desvantagens de métodos de extracéo
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Técnica Vantagens Desvantagens
Maceracao > Baixo custo; > Requer evaporacgédo do
» Extrai grandes quantidades solvente;
de amostra. > Uso de grandes
quantidades de solvente;
> Alto tempo de extracéo.
Ultrassom » Velocidade de extracao; > Requer evaporacgéo do
» Baixo custo; solvente;
> Extrai grandes quantidades > Requer filtracao
de amostra. » Uso de grandes
quantidades de solvente.
» Dificuldade de manuseio.
PLE » Velocidade de extracao; > Alto custo.
> Baixas quantidades de
solvente
» Automatizado
» Fé&cil manuseio
SFE » Velocidade de extracao; » Alto custo
> Baixas quantidades de » Tamanho da amostra
solvente; limitado
» CO2n&o contamina 0 meio
ambiente (Quimica verde);
» Temperatura e pressao
podem ser variadas;
> Pode ser automatizado.

Fonte: Adaptado de JACQUES, 2005

Existem diversas técnicas analiticas que podem ser utilizadas para estudos

metabolémicos. Devido a variedade de propriedades que os diversos metabdlitos podem

apresentar ndo existe um s6 método que pode abranger todas as classes de metabdlitos.

As técnicas mais utilizadas sdo a ressonancia magnética nuclear (RMN) (VERPOORTE;
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CHOI; KIM, 2007) e espectrometria de massas (MS) acoplada a alguma técnica de
separagdo como cromatografia gasosa (CG) ou cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) (GOWDA; DJUKOVIC, 2014). A escolha da técnica vai depender das
propriedades quimicas e fisicas dos metabolitos de interesse e do desempenho analitico
que cada técnica pode oferecer, como precisdo, exatiddao, sensibilidade entre outras
(DUNN et al., 2011).

A ressonancia magnética nuclear (RMN) é uma das técnicas utilizadas para
analises metabolomicas. O fundamento dessa técnica consiste nos ndcleos dos atomos
absorvendo energia eletromagnética de uma frequéncia determinada pelo equipamento,
na presenca de um campo magnético forte (CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012).
E uma técnica simples, potente e que requer pouca manipulacdo da amostra. Uma das
grandes vantagens do uso do RMN ¢é que a amostra ndo € destruida ao final da analise
podendo ser utilizada posteriormente em outras técnicas analiticas. Outro beneficio da
técnica é a possibilidade de usar amostras sélidas e semi-solidas, permitindo analisar
amostras bioldgicas intactas. Em analises metabolémicas sdo utilizados espectros de
ressonancia magnética de carbono 13 (RMN 13C) e de hidrogénio (RMN 1H), porém
precisam ser utilizados campos magnéticos mais fortes para adquirir uma alta resolucéo,
0 que requer equipamentos mais caros, além de apresentar sensibilidade (KIM; CHOI;
VERPOORTE, 2010; CANUTO et al., 2018; MARKLEY et al., 2017).

A espectrometria de massas € a técnica mais utilizada para analises
metaboldmicas, podendo ser acoplada a diferentes técnicas de separacdo, como em a
cromatografia gasosa e a cromatografia liquida, ou por injecdo direta. O fundamento
dessas técnicas cromatograficas é a separacdo das espécies em uma amostra em funcgéo
da polaridade, em que uma fase moével vai passar por uma fase estacionaria. As espécies
que interagirem melhor com a fase estacionaria vao ficar retidas por mais tempo dentro
de uma coluna cromatogréfica (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2006). Em analises de
GC, a fase mdvel é um gas, entdo a amostra precisa ser volatilizada. O desafio em se
analisar amostras de origem bioldgica sdo as fortes interacdes intermoleculares das
moléculas, que consequentemente vdo diminuir a volatilidade dessas amostras, o que
pode causar degradacdo da amostra. A alternativa para contornar esse problema é a
derivatizacdo da amostra, para que se tornem mais volateis a temperatura mais baixas.
Porém, € um procedimento trabalhoso, que pode introduzir erros. Em contrapartida, o

GC-MS oferece alta sensibilidade, seletividade, repetibilidade e credibilidade no
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momento da identificacdo dos metabolitos, combinando a informacdo dos padrfes de
fragmentacdo com tempos de retencdo e cruzando com bancos de dados para GC-MS.
(GOWDA,; DJUKOVIC, 2014; PILON et al., 2020; CANUTO et al., 2018).

Anédlises por cromatografia liquida tem o mesmo fundamento, mas agora a
fase mével é um liquido, eliminando a necessidade de volatilizacdo da amostra e
derivatizacdo. E atualmente a técnica mais aplicada em metabolémica, pois apresenta boa
sensibilidade e ha uma grande gama de classes de compostos que podem ser analisados
devido a grande variedade de solventes de diferentes polaridades e fases estacionarias.
(VILLAS-BOAS et al., 2004) (DUNN; ELLIS, 2005). A cromatografia liquida de alta
eficiéncia para analise de amostras de origem vegetal é utilizada para a analise de muitos
grupos de metabolitos secundarios, como flavonoides, alcaloides, terpenos, poliamidas,

saponinas, compostos fendlicos, entre outros. (PILON et al., 2020)

Tabela 2. Comparagao entre RMN e MS (GC-MS e LC-MS)

Ténica | Vantagens Desvantagens
RMN » Amostra ndo destruida; > Baixa seletividade;
» Amostras solidas e > Baixa sensibilidade.
aquosas;
» Pouca manipulacéo de
amostra.
GC-MS » Seletividade; » Derivatizacdo;
» Sensibilidade; » Amostra destruida;
» Maior banco de dados de » Dificuldade de identificacdo de
informacao. compostos apds a derivatizagao.
LC-MS » Sem necessidade de » Menor banco de dados
derivatizacdo; comparado com GC-MS;
» Seletividade; » LimitacOes na elucidacédo das
» Sensibilidade. estruturas.

Fonte: adaptado de VILLAS-BOAS et al., 2004
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Os dados brutos originados das analises instrumentais citadas sdo de alta
complexidade, consequentemente devem ser tratados e processados com o objetivo de
evitar erros tendenciosos de interpretagdo e manter a integridade genuina das diferencas
bioldgica de interesse. No caso das andlises de RMN, sdo tratados os espectros de
ressonancia magnética nuclear, e para as técnicas cromatograficas acopladas a
espectrometria de massas, sdo tratados os cromatogramas com espectros de massas,
varios softwares gratuitos e licenciados podem ser utilizados para essa finalidade, com
ferramentas de agrupamento dos dados, alinhamento de picos, correcdo de ruidos,
normalizacdo, entre outras mais especificas de cada software (VAN DEN BERG et al.,
2006; MISRA; VAN DER HOOFT, 2016). A tabela 3 mostra alguns dos softwares
gratuitos online como XCMS, MZmine e MetAlign, sendo os mais utilizados para pré-

processamento de dados em metabdlomica.

Tabela 3. Softwares de pré-processamento de dados.

Software Website

XCMS https://xcmsonline.scripps.edu/
MZmine http://sourceforge.net/projects/mzmine/
OpenMS http://open-ms.sourceforge.net/
MetAlign http://www.metalign.nl
MSFACTs http://bioinfo.noble.org/download/
Metabolite Detector http://metabolitedetector.tu-bs.de/
MET-IDEA http://bioinfo.noble.org/download/
SpectConnect http://spectconnect.mit.edu
MultAlign http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/
MetSign http://metaopen.sourceforge.net/metsign.html

Fonte: (RAUL et al., 2019)

Apos o pré-processamento dos dados obtidos, analises estatisticas univariadas
e multivariadas podem ser empregadas para se extrair informacOes relevantes desses
dados. As analises univariadas como o teste t de Student e ANOVA (analise de variancia)

(SUMNER et al., 2007) podem ser utilizadas como aliadas as técnicas multivariadas
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como analise de componentes principais (PCA) ou analise discriminante por minimos
quadrados parcial (PLS-DA) e suas variagdes (WORLEY; POWERS, 2013).

Em metabolomica, a analise de PCA é comumente utilizada. Essa técnica de
andlise estatistica multivariada consiste em preservar a variancia dentro de um conjunto
complexo de dados (espectros de RMN ou cromatogramas), transformando essas
informacdes complexas em informacg6es mais simples, chamados componentes principais
(PCs). O PCA tem como objetivo chegar a uma transformacdo linear que preserve a maior
parte dos dados originais, porém com uma menor dimensionalidade. Os componentes
principais sdo vetores ortogonais ordenados pela quantidade de variancia que explicam e
que representam as contribuicdes dos metabdlitos no modelo. Duas matrizes séo
produzidas, uma matriz de scores, que organiza pontos em um novo sistema de
coordenadas de acordo com as varidveis originais e uma matriz de loadings, que
demonstra os pesos e influéncias das varidveis originais na determinacdo das
coordenadas. (WORLEY; POWERS, 2013; LILAND, 2011). A técnica é bastante
utilizada para agrupamento e discriminacdo de grupos. Jaham Kim e colaboradores
utilizaram essa técnica em metabolémica para comparar os perfis metabdlicos de
Brassica rapa ssp. Pekinensis (Couve Napa) plantada em diferentes regides geograficas.
Dois cultivadores diferentes plantaram a espécie vegetal na China e na Coréia, foi feita a
analise de PCA (Figura 4) com os espectros de RMN *H dos extratos obtidos em cada
regido. (KIM et al., 2013).

Nota-se no trabalho de KIM et al., 2013, que o perfil metab6lico muda de
acordo com cada regido, formando dois grupos e que ha diferencas entre as couves da
mesmo regido plantadas por diferentes pessoas (Figura 4), colaborando com a ideia de
que variados fatores, como diferentes regides e cultivos, podem alterar o perfil
metabolico de um organismo (PILON et al., 2020)

Figura 4. Grafico de Scores dos extratos de Brassica rapa ssp. Pekinensis — O grafico A
mostra o resultado da analise por PCA com duas coordenadas de componentes principais,
,onde apresenta agrupamentos da couve de acordo com os cultivadores Chunjung (CJ) e
Chunmyeong (CK) e a regido em que foram cultivadas, os pontos quadrados em vermelho
(CJ) e preto (CK) nas coordenadas mais a esquerda sdo das couves plantadas na China e
os pontos redondos em azul (CJ) e verde (CK) sdo da couve plantada na Coréia. O grafico
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B apresenta uma coordenada adicional PC3, aumentando a diferenca entre as réplicas no
gréfico, entretanto a componente principal 3 contém apenas 6,4% da informacé&o.
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Fonte: KIM et al., 2013

A diferenca entre 0 metabolismo das couves concorda com elevados niveis de
acucares (frutose, glucose, sacarose) e metabolitos relacionados com o metabolismo das
purinas e das pirimidinas (inosina, guanosina), encontrados nas amostras coreanas,
enquanto que os niveis de &cido gama-aminobutirico (GAMA) e acido fendlico
encontrados nas amostras chinesas eram muito mais elevados que nas amostras coreanas.
As mudancas nos niveis das concentracdes dessas substancias devem-se ao fato de que as
localidades de estudo tém climas e condicBes de crescimento muito diferentes, além de
questBes como temperatura, estresse hidrico e o tratamento de fertilizantes, que sdo

capazes de alterar o metabolismo ou a composic¢ao do metabolismo da Brassica rapa ssp.
Pekinensis (KIM et al., 2013).

A interpretagdo biologica de um trabalho em metaboldmica, como visto no
trabalho de KIM et al., 2013 se realiza a partir de uma combinag&o das Ultimas etapas de
um fluxograma de trabalho (Figura 5), como a andlise multivariada, a busca pelos

metabolitos e suas quantidades, e a correlagdo desses metabdlitos com as rotas
bioquimicas. (RAUL et al., 2019)
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Figura 5 — Resumo do fluxograma comum de trabalho em metabolémica. As etapas
podem variar de acordo com o tipo de abordagem (targeted ou untargeted) ou de acordo
com a necessidade de cada problema bioldgico a ser resolvido.
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2.3 RUTA GRAVEOLENS L.

A espécie Ruta graveolens L. é uma das mais de 1600 espécies vegetais
distribuidas em mais de 160 géneros que compdem a familia Rutaceae, a distribuicéo
dessa familia pelo planeta se da com grande ocorréncia em regides com climas tropicais,
subtropicais e temperado, podendo ser encontrada em paises do mundo todo,
especialmente em regides da América tropical, sul da Africa e Oceania (RIBEIRO, 2015)
(PRONCZUK, 1989). No Brasil, a familia das rutaceas dispde de 194 espécies divididas
em 33 géneros, sendo reportadas na Amazonia e na Mata atlantica (PIRANI; GROPPO,
2014).

Mais conhecida como Arruda, a Ruta graveolens L. apresenta diferentes
nomenclaturas populares em diferentes regides do Brasil, nomes como: Arruda, Ruta,
ruta-fedorenta, arruda-fedorenta, ruta-de-cheiro-forte, ruta aromatica, ruda e arruda-do-
povo. Em inglés é comumente chamada de Rue e em espanhol Ruda (LORENZI;
MATOS, 2008). A arruda é originada da regido mediterranea, sendo encontrada
primeiramente em paises do sul da Europa, norte da Africa e oeste da Asia. Como a planta
é tolerante a varios tipos de clima, pode ser encontrada em diversas partes do planeta
(KANNAN; BABU, 2012).

Figura 6. Ocorréncias da espécie Ruta graveolens L. no planeta.

Fonte: Discover Life 2021 (https://www.discoverlife.org/mp/20q?search=Ruta)
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A arruda é descrita como um subarbusto que pode chegar até um metro e meio
de altura, de folhagem alterna, densa, carnosa, glaucas, com foliolos oblongos na forma
de elipse de 9 a 15 milimetros de comprimento na cor verde-acinzentada ou verde azulada,
as ramificacdes dos ramos sdo herbaceos e com o crescimento da planta se tornam
lenhosos na base. A planta é fortemente aromatica e o cheiro pode incomodar com o
tempo. As flores sdo numerosas, surgem no verdo e sao hermafroditas com pétalas livres
entre si, pequenas, amareladas e esverdeadas. O fruto é uma capsula onde se encontram
as sementes pardas e rugosas. A espécie tem notavel adaptacdo as diversas condicGes
climaticas, o que explica sua grande ocorréncia em diferentes regides, seu plantio se da
por meio de sementes e recomenda-se sombreamento parcial e solos permeaveis e ricos
em matéria organica (RODRIGUES; GONZAGA, 2001) (PATRO, 2014).

Figura 7. Folhas e flores da espécie Ruta graveolens L.

Fonte: JINOUS ASGARPANAH, 2012
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A Ruta graveolens L. € bastante utilizada na cultura popular, sendo seus
principais usos: decoracdo, medicinal, mistico/relogioso. O mito em volta da arruda diz
que ela tem utilidade de afastar maus olhares e energizar as pessoas, sendo requisitada
em diversos rituais religiosos (TORIANI, 2006). Estudos farmacéuticos da Ruta
graveolens L. indicam diversas propriedades medicinais, sendo uma planta anti-
inflamatoria, anti-hemorrégica, antifungica, antimicrobiana, vermicida, aromatica e
também pode ser utilizada como herbicida natural (JINOUS; ASGARPANAH, 2012). O
uso da planta pode ser indicado para dores de cabeca, afec¢des cardiacas, nos rins, figado
e bexiga, sarna, piolho, inflamacdo nos olhos. Como a arruda tem propriedades
emenagogas, ou seja, aumentam o fluxo menstrual, entdo é contraindicado para gestantes
por poder provocar aborto. O uso topico em excesso é contraindicado para pessoas com
pele sensivel (RODRIGUES; GONZAGA, 2001).

Por ser uma planta popular com diversos usos e varias propriedades
medicinais, a Ruta graveolens L. chamou a atengdo de programas do Ministério da Salde,
em 2015 uma monografia especifica para essa espécie foi produzida, a monografia traz
um compilado de informacdes relevantes de diversos estudos nacionais e internacionais
(MINISTERIO DA SAUDE, 2015). Esse produto é fruto do Programa Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), que incentiva estudos e usos responsaveis
de plantas com propriedades medicinais e fortalecimento da fitoterapia nacional no
ambito da assisténcia farmacéutica (MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

No PNPMF h& uma Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao
Sistema Unico de Satde (RENISUS) criada em 2009, que conta com uma lista 71 espécies
com o interesse de estudo, entretanto ha autores que indicam que essa lista deve ser
regionalizada, visto que a distribuicdo das espécies medicinais da lista ndo é igual no
territorio nacional (CORREA et al., 2018). A situacdo da RENISUS até 2019 conta com
3 monografias publicadas, 51 monografias sendo finalizadas, 21 monografias sendo
elaboradas e um total de R$ 2.010.226,00 investidos, como mostra 0 website do ministério
da saude (saude.gov.br). A monografia da Ruta graveolens L. tem uma série de
levantamentos bibliograficos que contam com estudos toxicologicos, clinicos e nédo
clinicos, granulometria, testes de composi¢do qualitativos e quantitativos, testes
farmacéuticos in vitro, in vivo e ex vivo, além de informagfes gerais de identificacdo
botanica, administracao, efeitos, interacdes e outros (MINISTERIO DA SAUDE, 2015).
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Nazish e colaboradores fizeram um estudo de triagem da Ruta graveolens L.
para detectar grupos funcionais caracteristicos presentes na espécie vegetal por meio de
uma prospeccéo fitoquimica. Foram utilizados diferentes reagentes em diferentes tipos de
extrato das partes aéreas da planta. A prospeccao indicou a presenca de varias classes de
constituintes quimicos: flavonoides, aminoacidos, fenois, esteroides, alcaloides,
carboidratos, resinas, proteinas, glicosideos, taninos e mucilagem. As saponinas foram a
Unica classe de substancias que ndo foi detectada pela prospeccdo fitoquimica nos
diferentes tipos de extrato (NAZISH et al., 2009).

Testes de identificagdo foram feitos por meio de técnicas espectroscopicas,
cromatografia em camada delgada (CCD) e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC). Todas as partes da Ruta graveolens L. foram utilizadas: raiz, caule, folha,
flores e frutos. Os principios ativos estdo em maior concentracdo nas partes aéreas da
planta antes do periodo em que ha floragdo. (MINISTERIO DA SAUDE, 2015). Os
principais constituintes quimicos encontrados na espécie Ruta garveolens L. foram:
Furanocumarinas (psolareno, xantotoxina, bergapteno, isopimpinelina) (MILESI et al.,
2001), monoterpenos (a-Pineno, B-Pineno), metilonilcetona (MEDEIRQS, 2019) e 0s
constituintes quimicos descritos por Nazish na prospeccao fitoquimica (NAZISH et al.,
2009).

Figura 8. Enantiomeros de a-Pineno e B-Pineno

(+)-a-Pineno (+)-B-Pineno

(-)-a-Pineno 7‘ 7$ (-)-B-Pineno

Fonte: SILVA et al., 2012
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Os pinenos sdo constituintes de Oleos essenciais e tem potencial anti-
inflamatorio, antitumoral e antimicrobiano. Fazem parte da familia dos terpenos, que sao
compostos comumente encontrados em extratos vegetais e representam uma das maiores
classes de metabolitos secundarios com mais de 50.000 membros isolados até hoje. Os
pinenos sdo classificados como monoterpenos e sdo constituidos de duas unidades de
isopreno (CeHio). Tanto o a-Pineno como o B-Pineno sdo moleculas quirais (Figura 8),
que apresentam as mesmas propriedades fisico-quimicas, a diferenca é que um composto
promove o desvio da luz plano polarizada para esquerda, e o outros para a direita (SILVA
etal., 2012; COSTA, 2017).

As furanocumarinas (Figura 9) sdo uma subclasse das cumarinas caracterizadas
por conter um anel furano adicional aos carbonos nas posi¢cdes C6/C7 ou C7/C8 das
cumarinas comuns. O potencial medicinal dessas moléculas é alto, sendo anti-oxidantes,
anti-inflamatorias, antimicrobianas e anticoagulantes. A xantotoxina e o bergapteno
possuem propriedades fotossensiveis que auxiliam no tratamento de leucodermia solar e
vitiligo (BERGHEUL et al., 2019; MILESI et al., 2001).

Figura 9. Estrutura molecular das Furanocumarinas.

OCH3

Bergapteno OCHs Xantotoxina

OCHa:
Isopimpinelina

Fonte: MILESI et al., 2001
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Por mais que a Ruta graveolens L. tenha sido numerosamente estudada por ser
uma espécie de facil obtencdo, cultivo e por ter propriedades que interessam a
comunidade cientifica, a grande maioria desses estudos de analises qualitativas e
quantitativas foi realizado com a espécie na fase adulta (MEDEIROS, 2019; MILESI et
al., 2001; NAZISH et al., 2009; MINISTERIO DA SAUDE, 2015). O grande diferencial
do presente trabalho, comparando-se com outros trabalhos j& realizados com Ruta
graveolens L., além da identificacdo dos metabdlitos, foi investigar se ha diferengas na
composicao do metaboloma entre diferentes idades da planta, investigacdo essa que sera
efetuada por analises estatisticas que sao habitualmente realizadas na area metabolémica,

com isso se diferenciando da fitoquimica classica (PILON et al., 2020).

Ha evidéncias que mostram gue a ontogenia de uma planta pode influenciar o
seu perfil metabdlico. Uma planta nos estagios iniciais do seu desenvolvimento, pode
apresentar dificuldades de producdo de metabdlitos secundarios devido a limitagdes na
area foliar, que tem impacto direto na taxa fotossintética da planta, e na biomassa de raiz
(GAIA, 2014). Em estudos com a Cannabis sativa, foi verificado que a composicao
metabolica de plantas jovens tem significativa diferenca de plantas adultas
(VOGELMANN; TURNER; MAHLBERG, 1988). Para a Ruta graveolens L., j& se tem
conhecimento de que os principios ativos da planta estdo em maior concentracdo no
periodo antes da floracdo e o estudo da ontogenia pode auxiliar na industria de producao
de medicamentos ao indicar qual é o periodo de vida planta em que se pode extrair a
maior concentragdo de substancias de interesse. (MINISTERIO DA SAUDE, 2015;DE
OLIVEIRA; LABRA; BERMUDEZ, 2006)
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2.4 OLEOS ESSENCIAIS

Em materiais de origem vegetal, podem ser encontradas importantes
substancias originadas do metabolismo secundéario, como os 6leos essenciais, que séo
sintetizados, armazenados e liberados por diversos tipos de planta. Os 6leos essenciais
sdo compostos volateis produzidos por determinadas plantas, que conferem odor ou sabor
caracteristico a cada uma delas, podendo ser relacionadas a variadas fungdes, como acao
defensiva contra herbivoros e na atracdo de polinizadores. (COELHO et al. 2019)

Sendo uma substancia complexa, a composicdo de um 0leo essencial pode
variar de dezenas a centenas de compostos com diferentes concentragdes. No geral, 0s
6leos essenciais tem um composto predominante, que determinara sua aplicacdo. A
composicao quimica e o rendimento de cada 6leo dependera de diversos fatores, como
periodo de colheita, idade da planta, nutrientes, fatores genéticos e fatores ambientais
(LIMA; CARDOSO, 2007).

Os usos para 0Oleos essenciais sdo diversos, sendo matéria-prima utilizada na
industria farmacéutica, alimenticia e cosmética. Um uso bastante comum desses 6leos é
na aromaterapia, promovendo o bem-estar e aliviando sintomas de ansiedade, depresséo,
insdnia, dependendo da origem do 6leo. Pode ser utilizado também na fabricacdo de
perfumes, 6leos de massagem, hidratantes de pele e produtos de limpeza. (GNATTA,
DORNELLAS; DA SILVA, 2011).

Os 6leos essenciais podem ser extraidos das partes aéreas da planta, como folha,
caule, tronco, frutos, sementes. Podem ser extraidos por diferentes métodos, como
extracdo por solvente, maceracao, fluidos supercriticos, micro-ondas e hidrodestilacéo,

sendo essa a Ultima a mais aplicada (SANTOS, et al. 2004).

O 6leo essencial de Ruta graveolens L. possui propriedades anti-inflamatérias,
antifungicas, antibacterianas, além de ser utilizado como estimulante circulatorio,
repelente natural e em limpeza domiciliar com seu potente poder aromatizante. Pode ser
indicado para tratamento de micoses, dores musculares e articulares e aromaterapia
(OLIVEIRA, et. al. 2020). Ha estudos que comprovam a eficacia do uso de 6leo essencial
de Ruta graveolens L. nas fases iniciais e finais de cicatrizagdo de feridas em ratos,

auxiliando na reparacao dos tecidos internos (PISTORE, et al. 2014)
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Estudos do oleo essencial da Ruta graveolens L. mostram a presenca de trés
componentes majoritarios: 2-undecanona, 2-nonanona e acetato de nonila (Figura 10).
Também foram encontrados terpenoides e furanocumarinas (Figura 9) (DE FEO; DE
SIMONE; SENATORE, 2002; YAACOB; ABDULLAH; JOULAIN, 1989)

Figura 10. Os trés componentes majoritarios encontrados no 6leo essencial da espécie
vegetal Ruta graveolens L.
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Fonte: ChemSpider
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Realizar um estudo metabolémico do tipo untargeted (global) com os extratos
metanolicos das folhas e dos 6leos essencias da espécie Ruta graveolens L. com
0 objetivo de verificar se ha diferencas entre os 6leos essenciais de plantas
adquiridas em diferentes comércios e se ha diferencas no perfil metabolico dos

extratos metandlicos de plantas em diferentes idades.

3.2 Objetivos especificos

e Cultivar a espécie vegetal Ruta graveolens L. em laboratério com condicdes
controladas (umidade, temperatura e luminosidade).

e Analisar os extratos das folhas por andlise de espectroscopia de massas por
injecdo direta (DIMS).

e Analisar os 6leos essenciais de espécimes adquiridos em diferentes comércios
por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas.

e Realizar o pré-tratamento de dados e executar andlises estatisticas dos dados
tratados.

e Realizar o processo de anotacdo de metabolitos por comparagdo com bancos de

dados online.
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4 METODOLOGIA

4.1 COLETA E OBTENCAO DO MATERIAL VEGETAL

A espécie vegetal Ruta graveolens L. foi cultivada em incubadora BOD, devido
instabilidade na energia da Universidade de Brasilia e consequentemente instabilidade no
funcionamento da incubadora BOD, foram cultivados dois lotes da planta ao ar livre. As
plantas foram semeadas em vasos de jardinagem com terra vegetal rica em nutrientes e
as sementes foram da marca Isla Sementes. As unidades da arruda cultivadas em
incubadora BOD com fotoperiodo de 8h de luminosidade por dia, com irrigacdo e
temperatura a 24°C e umidade de 50%. As unidades da arruda cultivadas ao ar livre,
foram mantidas em ambiente aberto e com irrigacdo diaria. Os espécimes de Ruta
graveolens L. na fase adulta foram obtidos na Floricultura Nice, situada no bairro
Cruzeiro — DF e na Leroy Melin Park Sul, onde foram obtidos espécimes da marca

Veilling Holambra.

Figura 11. A) espécimes de Ruta graveolens L. cultivadas ao ar livre; B) espécimes de
Ruta graveolens L. cultivadas em incubadora BOD.
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4.2 OBTENCAO DO OLEO ESSENCIAL

O oleo essencial foi obtido por hidrodestilagdo, com um aparelho de destilacdo
Clevenger (Figura 12). Foram adicionados aproximadamente 50 gramas das partes
aéreas da espécie vegetal Ruta graveolens L. in natura e 250 mL de agua destilada a um
baldo de fundo redondo de 500 mL sobre uma manta aquecedora. O processo de
destilacdo por arraste a vapor foi realizado por 3 horas para cada réplica de espécimes das
plantas adultas adquiridas em comércio local, as amostras de 6leo essencial de plantas
obtidas na loja Leroy Merlin foram codificadas como de OL e as amostras obtidas de
plantas no Cruzeiro Novo foram codificadas como de OC. Apds 0 uso o término da
destilacdo as amostras de dleo foram submetidas a extragdes liquido-liquido para a
separacgdo da agua, filtradas e rotoevaporadas a 30°C.

Figura 12. Esquema do aparelho de Clevenger e destilago por arraste a vapor. A agua é
aquecida em um baldo de fundo redondo contendo o material vegetal cortado em
pequenos pedacos em A, o calor faz com que as paredes celulares da planta se abram e o
6leo presente entre as células evapora junto com os vapores de dgua, com os volateis indo

em direcdo ao condensador em B. Por serem menos densos que a dgua, os 6leos essenciais
ficam concentrados sob a camada de agua, podendo ser separados em C.

Fonte: Glasslab.com/vidrarias/aparelhoclevenger adaptado.
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4.3 METODO DE ANALISE DO OLEO ESSENCIAL POR GC-MS

Oleos essenciais s0 misturas complexas de substancias volateis, sendo
preferivel anélise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas. O
método de analise foi uma adaptacdo do método visto no trabalho de 6leos essenciais da
espécie vegetal Ruta Graveolens L. de De Feo et al. (2002). A rampa de aquecimento se
iniciaa 40°C até 200°C com 4°C/min, e de 200°C até 250°C com 10°C/min e temperatura
do injetor a 230°C. O equipamento utilizado foi um cromatografo GC-2010 da Shimadzu,
com o espectrometro de massas GC-MSQP2010 plus e injetor AOC-5000.

4.4 OBTENCAO DO EXTRATO VEGETAL

Aproximadamente de 50 mg de folhas da espécie vegetal Ruta graveolens L.
foram apanhadas de forma randomizada e submetidas a baixas temperaturas em um
processo de quenching metabdlico com o uso de uma solucdo 1:1 de agua/ metanol
gelados, no objetivo de inibir a atividade metabdlica para o extrato corresponder a espécie
vegetal in vivo (XU et. al. 2010; CANELAS et al., 2008). A extracdo foi realizada por
meio de maceracdo exaustiva, em que a amostra gelada ficou em contato com uma
solucdo 1:1 de metanol/agua com o proposito de facilitar a extracdo (DE FREITAS et al.,
2015) Apos a extracdo, a amostra foi filtrada. Foram feitas amostras para espécimes
cultivados em incubadora BOD por 12 semanas, cultivadas ao ar livre por 4 e 8 semanas
e espécimes adultos adquiridos em comércios ja citados. Para cada grupo proposto, 0s

extratos foram feitos em triplicata.

As folhas dos espécimes adultos comprados em comércio tém tamanho que

variam de dois a trés centimetros de comprimento, de coloracao verde escura.
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Figura 13. Variacdo de tamanho das folhas de um espécime adulto de Ruta graveolens

L. adquirido em comércio local. Foto A — Folha de 3 centimetros de comprimento; Foto
B — Folha de 2 centimetros de comprimento

v
m
z
-
-

S

=

4.5 METODO DE ANALISE DE MASSAS POR INJECAO DIRETA (DIMS)

O ideal para analises metabolémicas é a utilizacdo de mais de uma técnica
analitica, porém, a escolha da técnica de espectrometria de massas como Unica deve-se
ao fato de que a quantidade de material vegetal era limitada, por isso um equipamento
com maior sensibilidade era recomendado em relacdo a equipamentos com baixa
sensibilidade como 0 RMN (KIM; CHOI; VERPOORTE, 2010).

Os extratos referentes aos diferentes grupos da Ruta graveolens L. foram
analisados por um equipamento de espectrometria de massas TripleTof 5600+ (AB
Sciex), com fonte de ionizagéo por eletrospray no modo positivo [ESI(+)MS], utilizando
uma solucéo 1:1 de metanol/H20 como solvente carreador, em um fluxo de 0,01mL de O
a 3 minutos. Especificacfes do espectrometro de massas: deslocamento de placa (+),
500V; voltagem capilar (+), 4000V; pressao do nebulizador. 4 bar, fluxo de nitrogénio, 5

Lmin=1, 180 °C; taxa de aquisicdo do espectro, 1 Hz, faixa de massa (m/z) de 70 até 1000,
método adaptado de Amazonas et al. (2019).
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4.6 PRE-TRATAMENTO DE DADOS

Os dados brutos obtidos das anélises dos extratos da folha de Ruta graveolens
L. por DIMS de foram submetidos a um pré-tratamento de dados. A plataforma online
utilizada foi o XCMS (https://xcmsonline.scripps.edu/), um software da area de
bioinformatica que introduziu o conceito de alinhamento ndo linear do tempo de retencao,
permitindo a avaliagdo estatistica dos picos detectados. A partir dessa plataforma foram
corrigidos possiveis ruidos provenientes do equipamento e onde foi feito o alinhamento
de picos de dados obtidos por analises de DIMS. Os dados das analises de cada grupo da
planta foram agrupados e alinhados, com o objetivo de preparar os dados das amostras
para posteriores analises estatisticas multivariadas, a partir da transformacéo dos graficos
cromatogréficos alinhados em dados numéricos em tabela, como visto na figura 14.
Figura 14. Alinhamento de cromatogramas e transformacéo para dados numéricos. A)
Obtencéo de dados brutos por GC-MS ou LC-MS. B) Alinhamento de picos de diversos

cromatogramas pelo software XCMS. C) Transformacdo das informacBes dos picos
cromatograficos para valores numéricos em tabela.

Fonte: adaptado de MUTCH et al. 2007 e xcmsonline.scripps.ed
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4.7 ANALISE ESTATISTICA MULTIVARIADA E MAPA DE CALOR

Os dados obtidos a partir do pré-tratamento no software XCMS foram
submetidos a andlise de PCA. O software utilizado para a analise de PCA foi o

MetaboAnalyst 5.0 (disponivel gratuitamente em https://www.metaboanalyst.ca/). Do

pré-tatamento realizado no XCMS obteve-se uma tabela no formato excel, contendo para
cada amostra (linhas), as massas dos ions com suas intensidades (colunas). O tempo de
retencao utilizado para a extracdo dos ions com suas respectivas areas foi de 0,46 — 0,48
minutos. A tabela foi salva em formato .CSV, formato aceito pelo programa
MetaboAnalyst 5.0. No MetaboAnalyst 5.0. Antes das andlises estatisticas, os dados
foram normalizados pela massa fresca das plantas utilizadas para a preparagéo do extrato
metandlico (tabela 4). O dimensionamento de dados escolhido foi o Pareto scaling. A
analise de PCA foi realizada com os parametros padrfes do programa. Para a analise do
mapa de calor, os parametros utilizados foram: medida de distancia: Euclidiana; método
de cluster: Ward. Para a construcdo da imagem, foram utilizadas as intensidades das 25

massas de ion mais influentes nas componentes principais.

4.8 IDENTIFICACAO DOS METABOLITOS

A pesquisa dos metabolitos das amostras de 6leo essencial ocorreu pelo
cruzamento dos espectros de massa de razdo massa/carga (m/z) obtidos dos picos dos
cromatogramas gasosos com 0 banco de dados Wiley 9th edition/NISTO8 structure
database (W9NO08.sdb). N&o foi possivel a identificacdo dos metabdlitos das amostras de
extrato metandlico pelo baixo nivel de confiabilidade dos resultados no cruzamento
automatico dos espectros de massa com o banco de dados GNPS (The Global Natural
Product Social Molecular Networking) e pelo cruzamento manual no banco de dados
METLIN.


https://www.metaboanalyst.ca/
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 OLEO ESSENCIAL DA RUTA GRAVEOLENS L.

5.1.1 RENDIMENTO DO OLEO ESSENCIAL

O rendimento esperado para o 6leo essencial da Ruta Graveolens L. obtido pelo
método de destilagdo por arraste a vapor pode variar de 0,01% a 0,21% (MELATO, 2017;
EL-SHERBENY et al., 2008). O rendimento do 6leo essencial obtido neste trabalho
variou de 0,062% a 0,105% com média de 0,087%, ficando dentro da faixa esperada

segundo as referéncias. Os respectivos valores estdo descritos na tabela 4.

Tabela 4. Rendimento percentual do 6leo essencial da espécie vegetal Ruta Graveolens
L. a partir da massa fresca.

Amostra | Origem do Massa do Massa de 6leo Rendimento
material vegetal material vegetal | essencial
fresco (gramas) (gramas)
0C: Cruzeiro - DF 74,552 g 0,0723 g 0,097%
0C; Cruzeiro - DF 50,426 g 0,0417 ¢ 0,083%
OCs Cruzeiro - DF 61,776 g 0,0648 g 0,105%
OL: Leroy Merlin 48,352 ¢ 0,0413 ¢ 0,085%
OL> Leroy Merlin 38,118 ¢ 0,0236 ¢ 0,062%
OLs Leroy Merlin 49,223 ¢ 0,0453 g 0,092%

Figura 15. Oleos essenciais obtidos por destilacio por arraste a vapor em aparelho de
Clevenger.
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5.1.2 ANALISE DO OLEO ESSENCIAL DA ESPECIE VEGETAL RUTA

GRAVEOLENS L. POR GC-MS

A seguir serdo discutidos os cromatogramas (figuras 16 e 17) obtidos por

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas dos Oleos essenciais de
espécimes de Ruta graveolens L. e dos metabdlitos identificados pela comparacéo
automatica no banco de dados Wiley 9th edition/NISTO08 structure database (W9NO08.sdb)

Figura 16. Cromatogramas das amostras de 6leo essencial de espécimes da Ruta
graveolens L. obtidas na Floricultura Nice, situada no bairro Cruzeiro — DF (OC).
Retangulo azul — picos provenientes do solvente AcOEt, visto no apéndice A.
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O ¢leo essencial das plantas adquiridas no Cruzeiro (OC) apresentou como
compostos majoritarios o 2-nonanona e 2-undecanona, indicados pelas setas verde e
vermelho respectivamente, tambeém foram encontrados compostos minoritarios como o
acetato de octila e 2-dodecanona, indicados pelas setas azul e amarelo respectivamente
(figura 16). As amostras OC1, OC, e OCs sdo similares entre si. As comparagdes entre
0s espectros de massa das amostras do tipo OC com o banco de dados estdo no apéndice
A.

Figura 17. Cromatogramas das amostras de Oleo essencial de espécimes da Ruta
graveolens L. obtidas na Leroy Merlin Park Sul, da marca Veiling Holambra (OL). picos
provenientes do solvente AcOEt, visto no apéndice A.
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O oleo essencial de origem das plantas adquiridas na loja Leroy Melin, da
marca Veiling Hollambra (OL), assim como as amostras OC, apresentou natureza
metilcetdnica, contendo como compostos como 2-undecanona indicado pela seta
vermelha. As amostras OL1 e OL3 sdo similares, enquanto a OL se diferencia com picos
também vistos nas amostras do tipo OC. Em OL; e OLs temos a presenca de 2-
undecanona, mas ndo foi detectada a presenca de acetato de octila, 2-nonanona e 2-
dodecanona. A amostra OL, apresenta picos de, 2-nonanona, acetato de octila e 2-
dodecanona e 2-undecanona. As comparacdes entre 0s espectros de massa das amostras

OL1e3e amostra OL> com o banco de dados estdo no apéndice A.

Figura 18. Compostos encontrados nas amostras de 6leo essencial nas espécies
vegetais de Ruta graveolens L. do Cruzeiro (OC) e na amostra OL.
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Fonte: ChemSpider

Comparando-se os cromatogramas das amostras OC com as amostras OL, é
possivel afirmar que existe diferenca entre os 6leos das plantas adquiridas em diferentes

localidades h& diferengas qualitativas, como o acetato de octila, 0 2-nonanona e 0 2-
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dodecanona que néo estéo presentes nas réplicas OL; e OL,. Também foram observadas
diferengas qualitativas, como pode ser visualizado entre a amostra OL e as amostras OC,
tanto em OL,, como em OC, foi notada a presenca de 2-nonanona, 2-undecanona, acetato
de octila e 2-dodecanona, compostos que ja eram esperados em um 6leo essencial de Ruta
graveolens L. (DE FEO; DE SIMONE; SENATORE, 2002; YAACOB; ABDULLAH,;
JOULAIN, 1989; NAHAR et al., 2021; ORLANDA; MOUCHREK, 2021), mas 0 pico

do composto 2-nonanona é visivelmente menor em OL; e inexistente em OL1 e OLs.

Com essa diferenca, pode ser levantada a hipotese de que o local de origem
em que os espécimes da Ruta graveolens L. eram mantidos pode alterar a composi¢do do
6leo essencial, como pode ser visto em diversos trabalhos em que o ambiente e a
localidade alteram a forma em que o 6leo essencial. No trabalho de Toncer et al. (2010),
0 Gleo essencial da espécie Origanum syriacum varia de acordo a variacdo de temperatura,
umidade e niveis de chuva. A espécie vegetal Coriandrum sativum L., estudada por lzgi
et al. 2017, também tem a composicdo do seu dleo essencial alterada em dois ambientes

distintos.

Varios trabalhos sobre metabol6mica apontam que o ambiente € um fator que
pode determinar variagcbes no metabolismo secundario (PILON et al., 2020). O local em
que os espécimes da Veiling Hollambra (OL) estavam sendo mantidos era um ambiente
de comércio, como de um supermercado, no qual as plantas ficam em prateleiras, em um
galpdo coberto, com luz artificial e temperatura fixa de ar condicionado. Diferentemente
das plantas na Leroy Merlin, as plantas que eram mantidas na casa de jardinagem do
Cruzeiro ficavam em ambiente aberto, cercado de diversas outras espécies, com luz solar

e variacdes de temperatura ambiente durante o dia.

As réplicas OL: e OL3 sdao morfologicamente diferentes da réplica OL.,
mesmo sendo da mesma marca e do mesmo local de compra. (figura 20), OL; e OL3sdo
visivelmente menores se comparado com OL., levando-se a crer que OL» € uma planta
mais velha, por causa de seu tamanho. Diversos trabalhos salientam que a idade de uma
espécie vegetal pode influenciar em seu 6leo vegetal, Shiferaw et al. (2019) mostra que a
ontogenia da espécie Eucalyptus globulus tem influéncia direta na composicéo de seu
6leo essencial, assim como Kandota et al. (2014) apresenta que a composi¢do do 6leo
essencial e seu rendimento variam de acordo com a idade da espécie vegetal Corymbia

citriodora.
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Figura 19. Diferencas visuais entre espécimes da marca Veiling Hollambra adquiridas
na loja Leroy Merlin. A) espécime de Ruta graveolens L. que deu origem ao 6leo essencial
da amostra OL,  B) espécimes de Ruta graveolens L. que deram origem aos 0leos
esséncias das amostras OL; e OLa.

5.2 ANALISE DOS EXTRATOS LIQUIDOS DA ESPECIE VEGETAL RUTA
GRAVEOLENS L. POR DIMS

Tabela 5. Amostras de diferentes grupos de Ruta graveolens L. analisadas por
espectrometria de massas por injecao direta.

Amostra Idade Grupo ambiente Massa fresca (gramas)
B1 12 semanas BOD 0,0430g
B2 12 semanas BOD 0,0405¢
Bs 12 semanas BOD 0,0423¢g
N1 4 semanas Ar livre 0,0423¢g
N2 4 semanas Ar livre 0,04109g
N3 4 semanas Ar livre 0,0410g
M1 8 semanas Ar livre 0,0418¢g
M2 8 semanas Ar livre 0,0413¢g
M3 8 semanas Ar livre 0,0432g
L1 Adulto Leroy Merlin 0,0620g
L> Adulto Leroy Merlin 0,06069
L3 Adulto Leroy Merlin 0,0630g
Ci Adulto Cruzeiro 0,0702g
C Adulto Cruzeiro 0,0775¢g
Cs Adulto Cruzeiro 0,0790g
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Figura 20. Grafico de scores dos diferentes grupos de especimes da Ruta graveolens L.,
as componentes PC1 e PC2 representam as componentes mais importantes da informagéo
original. As amostras do Cruzeiro de da Leroy Merlin sdo representadas pelos pontos em
vermelho e verde respectivamente, enquanto as amostras de 4, 8 e 12 semanas S&o
representadas pelos pontos azul piscina, rosa e roxo respectivamente.

- Scores Plot
o
P
b o CRUZEIRO
- o LEROY MERLIN
0 SEMANA 12
SEMANA 4
SEMANA 8
5
+
A
=1
-
© O
(=]
+
& -
o
6
g
o~ @]
S 3 © o
INE o o
o 3 © o o °
o = O oo
O o]
[{e]
o
+
Q -
=
w
M~
(]
+
Q =
=1
i
T T | T T
-4e+06 -2e+06 0e+00 2e+06 4e+06

PC 1 (18.7 %)

MetaboAnalyst 5.0

No caso deste trabalho, a analise de PCA foi necessaria, visto que 0s espectros
de massa das amostras de Ruta graveolens L. sdo complexos, e mesmo que similares a

primeira vista (apéndice B), tem diferengas que ndo podem ser calculadas a olho nu.

O gréfico de scores da analise de componentes principal obtido no
MetaboAnalyst indica que o perfil metabolico dos espécimes adultos de Ruta graveolens

L. obtidos na floricultura do Cruzeiro — DF e na Leroy Merlin se assemelham, estando
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com suas réplicas nos valores negativos da componente principal 1 (PC1). O perfil
metabdlico das plantas de 4, 8 e 12 semanas sdo similares, pois 0s pontos estdo
aproximados, formando um grande grupo no lado positivo da componente principal 1
(PC1). Nota-se pela coordenada PC1, que utiliza 18.7% da informacdo original, que o
metabolismo das plantas adultas é diferente das plantas mais jovens, ja pela coordenada
PC2, que utiliza 12,2% da informagdo original, que todas as amostras tem certa
similaridade. Pelo grafico de scores é possivel afirmar que os espécimes adultos e 0s
espécimes com até 12 semanas tem o perfil metabolico diferente, pois se diferem em dois

grupos de pontos distintos.

Figura 21. Gréafico de loadings referente a analise entre os grupos da Ruta graveolens L.,
cada ponto representado no grafico indica um ion presente nas amostras analisadas, as
coordenadas Loadings 1 e 2 entdo relacionadas as coordenadas PC1 e 2 do gréfico de
scores.
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O grafico de loadings apresenta os ions dos metabolitos presentes nas amostras
analisadas de Ruta graveolens L. que foram determinantes para evidenciar a diferenca
entre 0s grupos, cada ion representado pelos pontos rosados tem uma massa propria.

A maior parte dos ions indicados esta nos valores numéricos positivos das
coordenadas Loadings 1 e 2 indicam o lado das amostras de 4 a 12 semanas, pois no
gréfico de scores (figura 20) os pontos que representam essas amostras também estdo nos
valores positivos de componentes principais (PC), indicando que esses ions estdo
presentes nas amostras com menor idade, se comparados com as amostras da Ruta

graveolens L. em fase adulta.

Figura 22. Mapa de calor referente a analise entre os grupos da Ruta graveolens L. e seus
25 ions mais importantes na comparacdo entre as réplicas, no mapa de calor ha a
combinacdo das massas dos ions, com o0s grupos de amostras e suas réplicas, a cor indica
a concentracdo desse ion em cada amostra, indo de menor concentracdo na cor azul até
maior concentracdo na cor vermelha.
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O mapa de calor apresentado mostra o cruzamento e a relagdo entre 0s grupos
de amostras, as réplicas de cada grupo e a massa dos 25 ions mais influentes na
diferenciacdo das amostras propostas, o grupo adulto (Cruzeiro e Leroy Merlin) tem a
maior parte do mapa na cor azulada, indicando que esses ions influentes ndo estdo
presentes nesse tipo de amostra, diferente das amostras das semanas 4, 8 e 12, onde o
mapa estd com a maior parte com a coloracdo avermelhada, indicando presenca nessas
amostras e apontando que a Ruta graveolens L. tem um numero maior de metabdlitos
com 12 semanas do que na fase adulta. Os espectros de massa de todas as amostras
propostas estdo disponiveis no apéndice B. O chaveamento indica que os grupos da cor
verde e vermelho estdo com o metabolismo similares, mas com algumas diferencgas. Os
grupos na cor azul marinho, azul piscina e rosa formam um grupo, mas dentro desse grupo

0s pontos em azul piscina se mostram mais similares aos pontos rosas

5.2.1 Crescimento da Ruta graveolens L.

Os espécimes cultivados em incubadora BOD foram plantados no dia
17/01/2022 (12 semanas), enquanto os espécimes cultivados em ao ar livre foram
plantados dia 03/02/2022 e 12/03/2022 (8 e 4 semanas). Para os espécimes de Ruta
graveolens L. cultivados ao ar livre foi observado um periodo de 7 a 10 dias para as
sementes brotarem, enquanto para os espécimes cultivados no BOD foi observado um
periodo de 18 dias para as sementes brotarem, também foi notado que o crescimento da
planta no BOD foi, aparentemente, afetado, como pode ser visto na figura 23, em que um
espécime com 8 semanas cultivado em ambiente natural € visualmente maior do que

espécimes com 12 semanas cultivados em BOD.
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Figura 23. Espécimes de Ruta graveolens L. de diferentes idades cultivadas em diferentes
ambientes. A) Cultivo em ambiente natural, 8 semanas. B) Cultivo em incubadora BOD,
12 semanas.

Como pode ser visto em em Juntila et al. (1993), luz e temperatura sdo o0s dois
principais fatores que influenciam no crescimento de um organismo vegetal, as reagdes
metabdlicas mais basicas sdo intimamente dependentes da temperatura, € a luz é a fonte
de energia. As plantas cultivadas em BOD ficaram em uma temperatura travada em 24°C,
enguanto as plantas em ambiente natural acompanhavam a temperatura ambiente, que
nessa época do ano pode ir de 16°C a 32°C. Outro fator que pode ter sido decisivo para o
crescimento lento das plantas cultivadas em BOD é o fato de que esses espécimes eram
irrigados com intervalos de 48 horas, devido a questfes de logistica, enquanto as plantas
criadas ao ar livre eram irrigadas com maior frequéncia, recebendo adgua duas vezes ao
dia. N&o se pode negar, também, a influéncia que o mal funcionamento da incubadora
BOD pode ter causado no desenvolvimento da planta, visto que pela instabilidade de
energia na Universidade de Brasilia, o equipamento foi involuntariamente desligado e

suas fungdes, como temperatura, luminosidade e umidade foram desconfiguradas.
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6 CONCLUSOES

O trabalho cumpriu o seu objetivo principal de diferenciar espécimes da Ruta
graveolens L. com relagdo a sua ontogenia e com relacdo a sua ambientagdo, sendo
comparados dois diferentes tipos de amostra, o 6leo essencial e extrato liquido.

Foram realizadas nesse trabalho quase todas as etapas de um fluxograma de
metabolémica, com pequenas diferencas para a obtencdo da amostra e andlise
instrumental, onde a amostra de 6leo essencial foi obtida com destilacdo por arraste a
vapor e analisada por GC-MS e a amostra liquida foi obtida por maceragdo com solvente
extrator e analisada por espectrometria de massas por injecéo direta.

Para o Oleo essencial foi observado por analises de cromatografia liquida
acoplado a espectrometria de massas (GC-MS) que os 6leos essenciais dos espécimes das
plantas adquiridos na Floricultura Nice Cruzeiro — DF e na Leroy Melin Park Sul — DF
sdo diferentes, onde no 6leo essencial das plantas do cruzeiro ha compostos como o 2-
nonanona, 2-undecanona, acetato de octila e 2-dodecanona, e no 6leo essencial das
plantas da Leroy Merlin ha a presenca de 2-undecanona, mas nao ha a presenca de acetato
de octila e 2-dodecanona, e 0 2-nonanona € visto em menor concentragdo, ou ndo € visto,
dependendo da réplica. Nota-se também que ha diferenca entre os cromatogramas das
réplicas da Leroy Merlin, visto que o tamanho das plantas dessas réplicas é diferente,
tendo como justificativa de que a além do ambiente, a ontogenia também pode afetar a
composicdo do 6leo essencial, mas para a total confirmacéo é necessaria uma analise de
no minimo 3 réplicas para cada tamanho de planta.

Para os extratos liquidos, foi observado por uma anélise de componentes principais
(PCA) que plantas com 4, 8 e 12 semanas tem o metabolismo similar entre elas, mas se
comparado com uma planta adulta, tem diferencas no perfil metabdlico, nota-se também
que o perfil metabdlico das plantas adultas do Cruzeiro e da Leroy Merlin sdo préximos,
mas ndo sdo idénticos, podendo ter o 6leo essencial, discutido na parte anterior, tendo
participacdo na pequena diferenca vista entre as plantas adultas, seriam necessarias
analises mais profundas para concluir quais séo todas as diferencas entre 0 metabolismo
dessas plantas adultas de diferentes ambientes. O mapa de calor apresentado no trabalho
apresenta as massas dos ions dos compostos que mais influenciam na diferenca entre as

replicas mais jovens e as mais antigas, 0 proOXimo passo para uma analise mais completas
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obre essas diferencas seria a identificacdo desses compostos de massa conhecida
mostrados no mapa de calor.

Todas as informagdes desse trabalho podem direcionar estudos futuros para
uma formacéo de um perfil mais completo sobre 0 metabolismo da espécie vegetal Ruta

graveolens L. e como esse metabolismo se comporta em diferentes idades e ambientes.
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APENDICE A - CROMATOGRAMAS, ESPECTROS DE MASSA E
COMPARACOES COM BANCOS DE DADOS REFERENTES AO
OLEO ESSENCIAL DE RUTA GRAVEOLENS L.

A.1 SOLVENTES
Solvente AcOEt

Figura 24. Cromatograma da amostra de solvente acetato de etila (AcOEt)
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A.2 COMPARACAO DAS AMOSTRAS DE OLEO ESSENCIAL COM O BANCO
DE DADOS WILEY 9TH EDITION/NIST08 STRUCTURE DATABASE (W9N08.SDB)

A.2.1 Amostras de 6leo de espécimes da Ruta graveolens L. obtidas na Floricultura
Nice, situada no bairro Cruzeiro — DF (OC).

Como as amostras do tipo OC séo similares, o exemplo de comparacéo seré
realizado com a amostra OC;.

Amostra OC,

Figura 25. Cromatograma da amostra de origem do Cruzeiro — DF
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Tabela 6. Componentes quimicos identificados a partir do 6leo essencial de Ruta

Graveolens L. do Cruzeiro.

Pico Tempo de retengdo (minutos) Nome do composto Area do pico
1 12,310 2-Nonanona 2710963
2 17,365 Acetato de octila 981630
3 19,281 2-Undecanona 3914657
4 21,610 2-Dodecanona 80801
2-Nonanona
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Acetato de octila. 2-Octil acetato.
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2-Dodecanona

Amostra
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A2.2 Amostras de 6leo de espécimes da Ruta graveolens L. obtidas na Leroy Merlin do
Park Sul — DF (OL).

As amostras OL1 e OL3 sdo similares, 0 exemplo de comparacao sera realizado
com a amostra OL..

Figura 26. Cromatograma de origem da Leroy Merlin (OLy).
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Tabela 7. Componentes quimicos identificados a partir do 6leo essencial de Ruta
Graveolens L. da amostra OL1 da Leroy Merlin.

Pico | Tempo de retencdo (minutos) Nome do composto Area do pico

1 19,291 2-Undecanona 48012
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A amostra OL é diferente das outras duas amostras do mesmo grupo, sera realizada

uma comparagao apenas para essa réplica.

Figura 27. Cromatograma de origem da Leroy Merlin (OL>).
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Tabela 8. Componentes quimicos identificados a partir do 6leo essencial de Ruta

Graveolens L. da amostra OL,da Leroy Merlin

Pico Tempo de retengdo (minutos) | Nome do composto Area do pico
1 12,309 2-Nonanona 480581
2 17,368 Acetato de octila 89935
3 19,274 2-Undecanona 2943418
4 21,606 2-Dodecanona 126536
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APENDICE B - CROMATOGRAMAS DE DIMS E ESPECTROS DE

MASSA DOS EXTRATOS LIQUIDOS DE RUTA GRAVEOLENS L.

Figura 28. Espectro de massa da solucdo 1:1 de metanol/agua (branco).
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Figura 29. DIMS de todos os extratos liquidos alinhados pelo software XCMS.
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Figura 30. Espectros de massas das réplicas das amostras de Ruta graveolens L.
adquiridas no Cruzeiro — DF. (réplicas 1,2 e 3 na ordem)
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Figura

31. Espectros de massas das réplicas das amostras de espécimes de Ruta
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graveolens L. com 4 semanas de idade cultivadas ao ar livre (réplicas 1,2 e 3 na ordem)
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Figura 32. Espectros de massas das réplicas das amostras de espécimes de Ruta
graveolens L. adquiridas na Leroy Merlin, da marca Veiling Hollambra. (réplicas 1,2 e
3 na ordem)

1388

1228

1258 553314

1188

11E8

1028

esEs

coes

soEs

=

TeEs

Togs

s

Intansity

soes

soEs

Er=

asEs

aoes 7

EES

E

258

2088

1585

1085

soes

ooE0
500000 1000000 100000 2000000 2500000 G00D000 5500000 4000000 400000 500WOO0  So0D00  GOGDOO  ©GGDOJO  700BOOD 7500000 8000000 €ooNO0  BOGDOO  EaDU00  1000.000(

miz

1258

1258

1188

1,18

1028

asms

2083

aszs

2085

iE=1

7085

(=

Intensity

6085

=3

5085

=

=

258

3088

2685

2088

(e

1085

508

500000 1000000 1000000 2000000 250000 3000000 F600000  40DDODD  4B0DDOD  GODOGO  €500000  GOUGO0  G6O0ODD 7000000 7500000 B0DDOG0  ESOGODD  G00DODD 9500000 1000.000C

0080

mz

1280

RS

118

1.088

EE=

005

HE=

=

755

7085

(=

(=

Intensity

5555

5085

=

4025

=

308

255

208

1528

=

505

0080 e
500000 1000000 1500000 2000000 2500000 3000000  30D000 4006000 450D000  00HO00  S00O00  60ODOOD 600000  700DGO0  7S0UOG0  BDDOOO 800000 900D0OD  $500000 10000001

miz



Figura 33. Espectros de massas das réplicas das amostras de espécimes de Ruta
graveolens L. com 12 semanas de idade cultivadas em ambiente controlado em
incubadora BOD. (réplicas 1,2 e 3 na ordem)
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Figura 34. Espectros de massas das réplicas das amostras de espécimes de Ruta
graveolens L. com 8 semanas de idade cultivadas ao ar livre. (réplicas 1,2 e 3 na ordem)
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