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Resumo

A difusdao do potencial bioecondmico da biodiversidade da Mata Atlantica (MA)
deve ocorrer conjuntamente as informacdes imprescindiveis a sua preservacao € uso
sustentavel. A MA ¢ um dos maiores repositorios de biodiversidade do mundo, retendo vasta
ocorréncia de produtos naturais com aplicabilidade em diversas industrias. No entanto,
tamanha biodiversidade ¢ pouco conhecida e encontra-se fortemente ameagada pela grande
fragmentacdo da MA. E premente a caracterizagdo dessa biodiversidade, em um esforco
conjunto as possibilidades de preserva¢do do bioma e de introdugdo do vasto potencial
biotecnoldgico nele presente na bioeconomia. Para otimizar esse processo, diversas
ferramentas analiticas oferecem alta performance. A metabolomica objetiva a descri¢ao
holistica dos metabdlitos expressos em espécies de interesse, possibilitando a descoberta de
moléculas com potencial bioecondmico por eles produzidas. J4 a modelagem de distribuicao
de espécies (MDE) constitui a abordagem mais utilizada para analisar a potencial
distribuicao geografica de espécies. Esta metodologia permite identificar locais potenciais
para encontrar populagdes das espécies de interesse, execugao de projetos de conservagao,
de regeneracdo e reforco das populagdes em seus locais nativos, bem como de mapeamento
de locais com adequabilidade para implementacdo de cultivo sustentavel. A estratégia de
alinhavar em um mesmo cenario os métodos metabolomica e MDE pretende nortear uma
mudanca de paradigma: o potencial bioecondomico da biodiversidade da MA divulgado
juntamente as possibilidades de sua conservacdo e uso sustentdvel. Para tanto, uma
plataforma com a integragdo de dados metabolomicos e biogeograficos sobre espécies-alvo
deste bioma foi desenvolvida: a BioOmiteca Mata Atlantica (bioomiteca.com). As espécies-
alvo inicialmente selecionadas como modelos foram orquideas da MA: Cyrtopodium
glutiniferum, Vanilla bahiana e Vanilla chamissonis. Dados metabolomicos foram
adquiridos através de cromatografia liquida e espectrometria de massas para anotagdo de
metabolitos de interesse biotecnologico. Para MDE, dados de ocorréncia das espécies-alvo
foram cruzados com variaveis ambientais, através de algoritmos otimizados para a projecao
de indices de adequabilidade. A analise metabolomica das trés espécies confirma seus
potenciais biotecnolégicos. C. glutiniferum produz moléculas com alta capacidade
antioxidante. V. bahiana e V. chamissonis produzem moléculas fortemente valorizadas no
flavor da espécie comercial V. planifolia, como, por exemplo, a vanilina ¢ moléculas
aromaticas nao descritas na espécie comercial. A MDE de C. glutiniferum denota a

importancia do bioma da MA para sua preservagdo, por sua alta adequabilidade dentro dos



limites desse bioma. Através da MDE, fica notoria a fragil protecdo legal, a partir de
Unidades de Conservagdo, em areas de alto potencial de adequabilidade para essa espécie.
Por outro lado, é também observado como o seu cultivo sustentavel é viavel tanto no
contexto de projetos agroflorestais, bem como outras modalidades de cultivo. Resultados
foram depositados no repositorio BioOmiteca MA. A plataforma foi construida para oferecer
0 acesso aberto a qualquer parte interessada, desde o publico leigo e académico até
agricultores familiares, comunidades tradicionais e atores do poder publico envolvidas no
setor ambiental. Ademais, resultados obtidos para as espécies de baunilha foram, a principio,
expostos na forma de artigos cientificos e no deposito de uma patente de agente flavorizante,

composicao, processo de producdo e uso de agentes aromatizantes e flavorizantes.

Palavras-chave: bioprospeccdo, metabolomica, modelagem ecoldgica, Mata Atlantica,

bioeconomia, conservagao



Abstract

The dissemination of the Atlantic Forest (AF) biodiversity’s bioeconomic potential
must occur together with information essential for its preservation and sustainable use. The
AF is one of the largest repositories of biodiversity in the world, holding a vast occurrence
of natural products with applicability in several industries. However, such biodiversity is
little known and is strongly threatened by the great fragmentation of the AF. The
characterization of this biodiversity is imperative, in a joint effort with possibilities for
preserving the biome and introducing the vast biotechnological potential present in it into
the bioeconomy. To optimize this process, several analytical tools offer high performance.
Metabolomics aims at the holistic description of metabolites expressed in species of interest,
enabling the discovery of molecules with bioeconomic potential produced by them. Species
distribution modeling (SDM) is the most used approach to analyze the potential geographic
distribution of species. This methodology allows identifying potential locations to find
populations of species of interest, executing conservation, regeneration, and population
reinforcement projects in their native locations, as well as mapping locations with suitability
for implementing sustainable cultivation. The strategy of putting together metabolomics and
SDM methods in the same scenario intends to guide a paradigm shift: the bioeconomic
potential of the AF biodiversity being disclosed together with the possibilities of its
conservation and sustainable use. To this end, a platform with the integration of
metabolomics and biogeographic data of target species of this biome was developed: the
BioOmiteca Atlantic Forest (bioomiteca.com). The target species initially selected as models
were AF orchids: Cyrtopodium glutiniferum, Vanilla bahiana and Vanilla chamissonis.
Metabolomic data of these species were acquired through liquid chromatography and mass
spectrometry to annotate metabolites of biotechnological interest. For MDE, occurrence data
of the target species were crossed with environmental variables, through an optimized
algorithm to perform the projection of suitability indices. The metabolomic analysis of the
three species confirms their biotechnological potential. C. glutiniferum produces molecules
with high antioxidant capacity. V. bahiana and V. chamissonis produce molecules that are
highly valued in the flavor of the commercial species V. planifolia, such as vanillin, and
aromatic molecules not described in the commercial species. The SDM of C. glutiniferum
denotes the importance of the AF biome for its preservation, due to its high suitability within
the limits of this biome. Through SDM, the fragile legal protection from Protected Areas in

regions of high potential for suitability for this species becomes evident. On the other hand,



it is also observed how its sustainable cultivation is feasible both in the context of
agroforestry projects, as well as other modalities of cultivation. Results were deposited in
the BioOmiteca MA repository. The platform was built to be freely accessed by any
interested party, from the lay and academic public to family farmers, traditional communities
and public authorities involved in the environmental sector. Furthermore, the results
obtained for the vanilla species were, at first, exposed in the form of scientific articles and
in the filing of a patent for a flavoring agent, composition, production process and use of

flavoring and flavoring agents.

Keywords: bioprospection, metabolomics, ecological modeling, Atlantic Forest,

bioeconomy, conservation
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Introducio

Devido ao seu nivel elevado de riqueza de espécies, sobretudo de espécies
endémicas, associado a perda de cobertura florestal, a Mata Atlantica (MA) ¢ considerada
como prioritaria para a conservagao da biodiversidade mundial, tendo inclusive recebido a
denominacdo de hottest hotspot (Laurance, 2009). A MA ¢ um dos biomas brasileiros que
mais sofre com a perda de biodiversidade e ¢ o que apresenta o maior contingente de espécies
ameacadas. Além disso, a MA ¢ identificada como um dos trés hotspots com maior
vulnerabilidade de biodiversidade por conta de mudancas climaticas globais (Bellard ef al.,
2014). Iniciativas colaborativas trazem esperanga para se alcangar os ambiciosos
compromissos de restauracdo da MA. O Pacto pela Restauragdo da Mata Atlantica, criado
em 2009, propde uma abordagem bottom-up com o objetivo de implementar 15 milhdes de

hectares de restauragao no terreno até 2050 (Crouzeilles ef al., 2019; Holl, 2017).

A caracterizacdo dos elementos da biodiversidade da MA ¢ uma ferramenta para sua
valorizagdo, conservacao, uso sustentavel e aplicacdo tecnoldgica, capaz de iniciar um
didlogo imprescindivel entre as esferas sociocultural, cientifica, politica e econdmica
(Armsworth et al., 2007; Berry et al., 2018). O tema da perda de biodiversidade ¢ inerente a
tal didlogo, sendo decisivo para as proximas geragdes de vida no planeta. A valorizacgao da
biodiversidade, ademais de seu valor intrinseco, ¢ pautada também pela sua avaliagdo
econOmica sob a perspectiva dos servigos ecossistémicos (Hayha e Franzese, 2014). A partir
dessa perspectiva, derivar da biodiversidade produtos para a bioeconomia representa a
capacidade de conectar dimensdes ndo econdmicas da natureza ao aporte de novas
oportunidades para o desenvolvimento sociocultural e econdmico, servindo de embasamento
para criagcdo de leis que permitam a gestdo responsavel dos recursos. A sustentabilidade
socioeconOmica, portanto, depende da conservacdo de sistemas ecologicos naturais
(Costanza et al., 2014; Goémez-Baggethun e Ruiz-Pérez, 2011). O que ilustra a relagdo
positiva entre a biodiversidade e a saide humana sdo os servigos ecossistémicos. Os servicos
prestados pela biodiversidade, a exemplo do fornecimento de produtos naturais, recursos
genéticos e provisdo de alimentos, resulta em beneficios sociais diretos, como avangos nas
terapias medicinais com a descoberta e sintese de novos fdrmacos e a possibilidade de
alimenta¢do mais saudavel. Aquilatar os produtos da biodiversidade na MA ndo acarreta
meramente em valorizagdo econdmica, uma vez que os beneficios ecossistémicos em uma

sociedade com abertura bioecondmica sao experimentados de forma a tornar tanto os
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ecossistemas quanto as sociedades mais saudaveis e integrados (Keune et al., 2013;
Meneguzzo e Zabini, 2021). Nesses termos, ha uma lacuna na pesquisa cientifica no Brasil,
pois estudos sobre biodiversidade direcionados aos servigos ecossistémicos estdo, em sua
maioria, meramente ligados a producdo cientifica, porém sem avangos na direcdo do
desenvolvimento social, da inovagdo e de aplicagdes tecnoldgicas (Parron et al., 2019). A
proposito de se preencher tal lacuna, faz-se necessario implementar estratégias de otimizacao
da bioprospeccdo, com a busca por gendtipos, quimiotipos € compostos naturais com
potencial para aplicagdo direta ou que sirvam como modelos de fArmacos na medicina, na
industria alimenticia e na agricultura. De acordo com a World Wide Fund for Nature (WWF),

em traducdo livre:

A bioprospeccdo ¢ a busca sistematica de novas fontes de
compostos quimicos, genes, proteinas, microrganismos ¢ outros produtos
com potencial valor econdmico. Por meio de acordos de bioprospeccdo, as
empresas farmacéuticas internacionais compensam o0s paises em
desenvolvimento pelos direitos de propriedade sobre compostos uteis
contidos na biodiversidade do pais. Em troca, as empresas obtém direitos
exclusivos para rastrear a biodiversidade em busca de compostos
farmacéuticos. Se essa triagem levar ao desenvolvimento de uma droga
importante, os acordos fornecem ao pais anfitrido uma parte dos lucros,
que pode ser usada para a conservagdo da biodiversidade (WWF, 2009, p.
23).

Com isso, a bioprospeccao representa uma forma sustentavel e ecologicamente gentil
do uso da biodiversidade com potencial para promover sua conservagao (Coley et al., 2003).
De acordo com Mateo et al. (2001), a busca sistematica por genes € biocompostos com

potencial para desenvolvimento de produtos deve ocorrer sem a perturbagdo da natureza.

Diversas metodologias sdo promissoras na otimizacdo da bioprospeccao.
Considerando-se o elevado numero de espécies vegetais no planeta e, especialmente na MA,
e as varias vias biossintéticas capazes de produzir extraordinaria diversidade quimica, a
biodiversidade em ambientes tropicais oferece um potencial particularmente rico em
compostos biologicamente ativos que podem ser usados como modelos para a industria
nutricional e medicinal (Valli et al., 2018). Consequentemente, a metabolomica de plantas
surge como abordagem analitica que objetiva a descricdo holistica dos metabolitos neles
expressos, estejam em alta ou baixa concentragdo (Wang et al., 2015). Com isso,
complementa a cadeia de dados que compdem a biologia de sistemas, possibilitando a
caracterizacdo de biomarcadores e de moléculas com potencial bioeconomico (Karp et al.,

2015; Wolfender et al., 2013). Uma abordagem efetiva para analise de dados metabolémicos

13



¢ dada pelas técnicas de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
sequencial (LC-MS/MS), especialmente se as amostras sdo submetidas a ionizagdo suave,
como electrospray (Xiao et al., 2012). Nesse caso, o perfil de fragmentacdo molecular
resultante ¢ primordial para a identificagdo e caracterizagdo estrutural dos compostos

organicos analisados (Demarque et al., 2016).

Outro aspecto fundamental para otimizagao da bioprospecc¢ao € a disponibilidade de
conhecimento acerca da distribuigdo geografica das espécies. Atualmente os Modelos de
Nicho Ecolégico (Ecologic Niche Models - ENMs)/Modelos de Distribuicdo de Espécies
(Species Distribution Models - SDMs) constituem a abordagem mais utilizada para analisar
a distribuigdo geografica de espécies, sendo utilizados em uma miriade de aplicagdes
(Peterson e Soberon, 2012; Villero et al., 2017). No caso da bioprospeccao, esta metodologia
permite identificar locais potenciais para encontrar populagdes de espécies de interesse, bem
como para a execucao de projetos de conservagdo de regeneragdo e reforgo das populagdes
em seus locais nativos (Deka et al., 2017). Ainda que possa representar uma abordagem
bastante promissora, a aplicagdo da modelagem de distribui¢do como apoio a bioprospeccao

ainda € nova e incipiente.

Assim sendo, a combinagdo de analises metaboldmicas com modelagens ecologicas
e biogeograficas apresenta-se como uma via promissora para apoiar o uso sustentavel da
biodiversidade. O presente estudo de dissertacdo esta orientado nesta dire¢do, propondo uma
abordagem integrativa entre estes campos cientifico-tecnoldgicos, que estd sendo
desenvolvida utilizando como modelos espécies de orquideas de interesse economico da
Mata Atlantica (MA). Os organismos alvo, espécies de orquideas (familia Orchidaceae),
compreendem um tdxon com alto potencial para aplicacdo biotecnologica, além de grande
demanda no ambito do paisagismo. A producdo de hibridos de orquideas ¢ altamente
valorizada, sendo uma das familias vegetais mais almejadas para realizacdo dessa pratica
(Hossain et al., 2013). Ademais, muitas espécies apresentam producao de compostos de
interesse farmacéutico, com a presenca comum de derivativos de fenantrenos, os quais tém
alto potencial de aplicacdo medicinal (Silva, et al., 2013). Propriedades diuréticas, anti-
reumaticas,  anti-inflamatérias,  anticarcinogénicas,  antimicrobianas,  antivirais,
hipoglicémicas, anticonvulsivas e neuroprotetoras ja foram relatadas em espécies da familia
Orchidaceae (Silva et al., 2013). Dois géneros de orquidea presentes na MA foram utilizados

como modelos para ilustrar a abordagem proposta, sendo estes Cyrtopodium, com a espécie
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C. glutiniferum Raddi e Vanilla, popularmente conhecida como baunilha, com as espécies
Vanilla bahiana Hoehne (endémica da MA) e Vanilla chamissonis Klotzsch. A espécie C.
glutiniferum ¢ uma orquidea encontrada principalmente em regides de inselbergs do Estado
de Minas Gerais e Rio de Janeiro no Brasil, com pseudobulbos que sao conhecidos por conter
compostos anti-inflamatorios, como glicomananas, e outros compostos quimicos
potencialmente tteis para uso terapéutico (Barreto e Parente, 2006; Pereira ef al., 2015). Ja
o cenario da baunilha consiste em um grande quebra-cabecas em escala mundial. As
industrias do flavor de baunilha estdo trabalhando arduamente para encontrar novas fontes
naturais dessa especiaria, visando aumentar sua qualidade e quantidade no mercado
(Ciriminna et al., 2019). A principal espécie produtora dos compostos do flavor, V.
planifolia, ¢ considerada ameacada de extincdo devido a perda de habitat, mudancas
climéticas, exploragdo predatéria e agentes patogénicos pandémicos (Bomgardner, 2016). A
vanilina € o principal componente do aroma da baunilha, sendo remetida sua importancia a
alta demanda na industria de alimentos, farmacéutica, perfumaria e cosméticos (Havkin-
Frenkel, 2018). No entanto, a vanilina sintética ¢ incapaz de suprir tal demanda, pois ¢ a acao
de um conjunto de mais de 200 moléculas do produto natural que resulta no cobigado aroma
(Pagliaro, 2019; Sinha ef al., 2008). Novas espécies de baunilha emergem no cendrio critico
dessa especiaria como alternativas promissoras, com potencial para contornar as dificuldades
de produgdo e de mercado. Vanilla bahiana e V. chamissonis t€ém proximidade filogenética
com V. planifolia, cujos frutos sdo a principal fonte natural de vanilina (Nascimento et al.,
2019), surgindo, portanto, como alternativas potenciais para a produgao do classico e mais

popular aroma do mundo.

Como justificativa para realizagdo deste trabalho, considera-se que da perspectiva da
conservagdo, o presente estudo apresenta relevancia por tratar de trés espécies de grande
potencial bioecondmico em um dos mais importantes hotspots de biodiversidade do planeta.
Devido ao seu nivel elevado de riqueza de espécies, sobretudo de espécies endémicas,
associado a perda de cobertura florestal, a MA ¢ considerada como prioritaria para a
conservagdo da biodiversidade mundial (Laurance, 2009). A MA ¢ um dos biomas
brasileiros que mais sofre com a perda de biodiversidade e ¢ o que apresenta o maior
contingente de espécies ameacgadas. Estima-se que apenas cerca de 13% da cobertura
florestal original permaneca (Fundacdo SOS Mata Atlantica e INPE, 2019). Por tais razdes,
a MA necessita urgentemente de que estratégias inovadoras de caracterizagdo de espécies

sejam aplicadas ao intuito de sua conservacdo, uso sustentdvel dos recursos e aplicagdo
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bioecondmica. Pires et al. (2021) e Rezende et al. (2018) apontam para a MA como um
modelo de bioma que tem reconhecido o valor de seus servigos ecossistémicos, prestados
em escala global, cuja implementagao de politicas publicas ¢ voltada para promover a satde
humana enquanto o bioma ¢ preservado. Do ponto de vista cientifico o presente estudo ¢
inovador porque propde uma abordagem que integra Metaboldmica e Modelagem de Nicho
Ecoldgico/Distribuicdo de Espécies, dois hot fields recentes em ecologia e biologia
molecular. Em termos de divulgagdo e popularizacdo da ciéncia, a BioOmiteca Mata
Atlantica pode contribuir com a fungdo de promover a ampla divulgacdo de espécies
vegetais, através da publicagdo de dados de importancia bioecondmica e biotecnoldgica e de
modelos de distribuicdo geografica como potenciais areas para localizagdo, conservagao e
cultivo dessas espécies, atendendo as necessidades pautadas pelas politicas de ciéncia aberta
e dos servigos ecossistémicos. Considerando que o Brasil ainda ¢ bastante carente em
plataformas de compila¢do de dados metabolomicos, a BioOmiteca Mata Atlantica surge,
portanto, nesse contexto, com a proposta de enaltecer e celebrar a biodiversidade, através da
divulgacdo de dados espectrais Omicos, que apresentem informacdes relevantes de
biomarcadores ou de potencial biotecnoldgico de compostos encontrados em espécies desse

rico bioma.

1.1. A BioOmiteca Mata Atlantica

O logotipo da BioOmiteca Mata Atlantica foi criado considerando os propdsitos e
missoes do estudo como um todo (Figura 1). As cores utilizadas foram, em formato HEX:
#000000 (preto), #55d400 (verde), #5599ff (azul claro), #214b8b (azul escuro). A cor verde
representa a propria Mata Atlantica e esta, por sua vez, encontra-se ilustrada no formato de
um anel aromatico. O anel aromatico representa a diversidade quimica do bioma. Uma lupa
em design minimalista se sobrepde ao anel aromatico, representando a bioprospec¢do na
Mata Atlantica. A lupa também promove a ampliagdo da vista do bioma em um contexto
geografico, uma vez que o limite da representagdo do bioma em que a lupa mira faz fronteira
com a regido em azul claro do logotipo, que representa o Oceano Atlantico, o qual banha a
regido costeira da Mata Atlantica. Dessa forma, os elementos bioma Mata Atlantica,
diversidade quimica e biogeografia ficam caracterizados pelas cores e formatos do logotipo.
A fonte utilizada ¢ a OCR A Extended (https://docs.microsoft.com/en-us/typography/font-
list/ocr-a-extended), do tipo monotype, caracteristico de fontes relacionadas a tecnologia e

linguagens de programacgao. Isso completa a interpretacdo dos significados dos simbolos
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presentes no logotipo da BioOmiteca Mata Atlantica. O software gratuito e de codigo aberto

Inkscape, versao 1.0 (https://inkscape.org), foi utilizado para a criacdo do logotipo.

bi@D)miteca

Mata Atlantica

Figura 1. Logotipo criado para a plataforma BioOmiteca Mata Atlantica.

A plataforma BioOmiteca Mata Atlantica estd hospedada no [ink
https://bioomiteca.com. O idioma principal da plataforma ¢ o inglés e opgdes de tradugdo
automdtica em diversos idiomas suportados pela ferramenta Google Translate estdo
disponiveis. A pagina da plataforma foi desenvolvida principalmente através do software
Visual Studio Code (https://code.visualstudio.com) com base no framework de linguagem
php Laravel versiao 8.0 (https:/laravel.com). A ferramenta Laravel Livewire 2.x
(https://laravel-livewire.com) foi utilizada para desenvolver a interface front end — back end,
para comunicagao entre formularios, mecanismos de busca (queries) e banco de dados, assim
como entre componentes e controladores de forma geral. A ferramenta de formatacao de
experiéncia e interface de usuério (UI/UX) principal utilizada, com base em CSS utilitario,
foi a Tailwind CSS (https://tailwindcss.com). O pacote em linguagem JavaScript Chart.js
(https://www.chartjs.org) foi utilizado para construir de forma dinamica os dados de
espectros de massas. Também em linguagem JavaScript, o pacote Alpine.js foi utilizado para
as desenvolver as funcionalidades de interface, como menus dinamicos, modais e alertas.
Diversas outras ferramentas e pacotes foram utilizados em menor escala. Todo o codigo de
programacdo da plataforma BioOmiteca Mata Atlantica estd depositado no repositorio
GitHub (https://github.com/joanapaulaso/BioOmiteca), disponivel para download, analise e

contribuigoes.

1.2. Hipéteses

1) As espécies-alvo de orquideas deste trabalho, Vanilla bahiana, V. chamissonis €
Cytopodium glutiniferum, produzem classes quimicas e metabolitos secundarios com

potencial biotecnoldgico para introdugdo na bioeconomia.
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2) A modelagem de distribuicdo de C. glutiniferum pode ser implementada a fim de revelar
a efetividade das Unidades de Conservagdo com base no modelo de adequabilidade da

espécie.

3) E viavel a construgdo de uma plataforma de acesso aberto em que se possa reunir dados
sobre o potencial biotecnologico de espécies da Mata Atlantica com informagdes

imprescindiveis a sua conservagao e uso sustentavel.

1.3. Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi propor uma abordagem integrativa de anélises
metabolomicas e biogeograficas para apoiar a conservagdo € o uso sustentdvel da

biodiversidade no bioma Mata Atlantica.

1.4. Objetivos especificos

1) Investigar a presenca de classes quimicas e metabolitos secunddrios com potencial

bioecondmico nas espécies Vanilla bahiana, V. chamissonis e Cytopodium glutiniferum;

i1) Mapear a potencial distribuicdo geografica das areas adequadas para Cyfopodium
glutiniferum e analisar os seus padrdes espaciais e o grau de protecao da espécie na rede

atual de UCs;

iii) Desenvolver uma plataforma online de acesso aberto da integracdo de dados
metabolomicos e biogeograficos das espécies da biodiversidade da Mata Atlantica — a

BioOmiteca Mata Atlantica — e disponibiliza-la ao publico geral.

1.5. Premissa principal

A difusdo de informagdes sobre o valor econdmico de espécies da Mata Atantica
deve andar de maos dadas com a divulgacdo de informagdes imprescindiveis para a
conservacao e uso sustentavel da biodiversidade do bioma. Assim, busca-se nortear uma
mudanca de paradigma inadiavel em apoio a reintegracdo de diversos niveis de
fragmentacdo: a do proprio bioma, a do conhecimento acerca do bioma e das comunidades
nele inseridas — publico geral, académica, comunidades tradicionais e poder publico ligado
ao setor ambiental. A presente dissertacdo discorre sobre o inicio dessa jornada, para a qual

se pretende dar continuidade no curso de doutorado.
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1.6. Estrutura da dissertacao

A partir deste ponto, a presente dissertagdo estd organizada da seguinte forma: do
segundo ao sexto capitulo sdo apresentados os produtos das analises metabolomicas, a saber:
capitulo 2 — um artigo publicado na revista Journal of Ethnopharmacology sobre metabolitos
com alto valor biotecnolégico anotados em abordagem metabolomica nao-alvo, juntamente
a analises de ensaios de potencial antiproliferativo e de genotoxicidade in vitro de
pseudobulbos de C. glutiniferum; capitulo 3 — uma comunicacao a ser submetida a Journal
of Ethnopharmacology contendo a reanalise metaboomica de C. glutiniferum, demonstrando
novas descobertas de metabdlitos na espécie, bem como a importancia da reanalise de dados
sob persepectivas analiticas de bioinformatica diversificadas; capitulo 4 — um artigo
publicado na revista Food Chemistry sobre a andlise metabolomica dos frutos das espécies-
alvo de baunilhas da MA (V. bahiana e V. chamissonis) e as similaridades e diferencas
observadas em relagdo a espécie comercial (V. planifolia) relativas aos seus potenciais de
flavor; capitulo 5 — o resumo do texto do depodsito de uma patente de produtos a base de
extratos de baunilha, com base nas descobertas de potenciais de flavor das baunilhas da MA
descritas no artigo do capitulo 4; e capitulo 6 —um artigo submetido a revista Food Chemistry
sobre a andlise metabolomica de amostras de residuos da extracdo hidro-etanolica (inica
aceitavel para consumo) de frutos da baunilha comercial (V. planifolia), submetidas a
hidrolises alcalina e acida, demonstrando o valor biotecnologico deste residuo. O sétimo
capitulo ¢ dedicado ao desenvolvimento de um protétipo metodologico de modelagem de
distribuicao de espécies (analise biogeografica), utilizando C. glutiniferum como modelo,
exposto na forma de um artigo em desenvolvimento, a ser submetido a uma revista

especializada ainda a ser definida.
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2. Analise metabolomica de Cyrtopodium glutiniferum

Neste capitulo sera apresentado o artigo intitulado Metabolomic analysis of

Cyrtopodium glutiniferum extract by UHPLC-MS/MS and in vitro antiproliferative and
genotoxicity assessment publicado na revista Journal of Ethnopharmacology em maio de
2020 (https://doi.org/10.1016/j.jep.2020.112607), o qual apresenta os resultados da anélise
metabolomica exploratoria do extrato aquoso do bulbo da espécie Cyrtopodium
glutiniferum. Tal resultado ¢ complementado com resultados de analises in vitro de
atividades anti-inflamatoria e antiproliferativa, bem como de testes de genotoxicidade desse
extrato, realizados pela equipe do Laboratério de Mutagenicidade Ambiental (Universidade
do Estado do Rio de Janeiro - UERJ) e do Laboratorio de Genotoxicidade (UNIRIO), pelos
pesquisadores Carlos Fernando Araujo-Lima, Isabella Leite Coscarella, Claudia Alessandra
Fortes Aiub e Israel Felzenszwalb. Dentre os compostos fenolicos identificados, 18
subclasses foram discriminadas, sendo os fenantrenos a classe mais abundante. Algumas
moléculas anotadas, bem como as propriedades anti-inflamatorias e antiproliferativas de C.
glutiniferum observadas neste estudo corroboram a eficdcia terapéutica do extrato de
orquidea aplicado na medicina popular. Como, inicialmente, a andlise metabolémica
publicada nesse artigo foi realizada através de um software proprietario, foi explorada,
posteriormente, uma reandlise dos mesmos dados brutos em sofiware de codigo aberto,
exposta em capitulo posterior em formato de Short Communication a ser submetido para a
Journal of Ethnopharmacology. A reandlise possibilitou uma interpretagdo mais precisa dos
dados para a anotacao das moléculas, o que resultou em uma lista de moléculas ainda maior
com potencial biotecnologico associado. Forem esses ultimos resultados os depositados no
repositorio da BioOmiteca Mata Atlantica. Em suma, considerando ambas as anélises, a
metaboldmica demonstrou ser uma abordagem efetiva para a descoberta de metabdlitos com
potencial bioecondmico na espécie C. glutiniferum. Os dados brutos desta aquisi¢dao
metabolomica estdo disponiveis sob a licenga CCO 1.0 Universal (CCO 1.0)
(https://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) na plataforma Mass Spectrometry
Interactive Virtual Environment (MassIVE), sob o identificador MassIVE MSV000088673
(https://doi.org/doi:10.25345/C5CWOW).
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3. Reanalise metabol6mica de Cyrtopodium glutiniferum
Neste capitulo serd apresentada a comunicacdo curta intitulada Reanalysis of

Cyrtopodium glutiniferum metabolomics data acquired through LC-MS/MS a ser submetida

para publicacdo na Journal of Ethnopharmacology. Na anélise exposta no capitulo anterior,
o software proprietario Compound Discoverer™ (Thermo Fisher Scientific, EUA) em sua
versdo 2.1 demonstrativa foi utilizada para o processamento, anélise e anotacdo dos dados
moleculares. Conforme exposto na sessdo de material e métodos do capitulo anterior, em
2.4. UHPLC-MS/MS data processing and metabolite identification, um banco de dados
customizado especificamente para aquela analise, com informacGes de estruturas
moleculares de metabétitos fendlicos e/ou ja identificados na familia Orchidaceae, foi
utilizado. A abordagem para anotacdo foi de fragmentacdo in silico, cujas estruturas
moleculares do banco de dados foram submetidas ao algoritmo de fragmentacéo pertencente
ao software proprietario e, quando comparados os fragmentos moleculares experimentais
aos in silico, foi gerada uma pontuagdo, o FISh Score, utilizado como referéncia de
confiabilidade da anotacdo. As anotacfes publicadas no artigo, apesar de bem embasarem
0s argumentos sobre as propriedades terapéuticas de C. glutiniferum, deixaram ainda uma
lacuna, por se limitarem a anotacdes através de fragmentacdo in silico, a qual, sob a
perspectiva desta reanalise, pdde comecar a ser preenchida. Com o avango de técnicas de
andlise, oferecido principalmente por grupos de trabalho que desenvolvem softwares de
codigo aberto e gratuitos, como 0 MS-DIAL
(http://prime.psc.riken.jp/compms/msdial/main.html, do RIKEN Center for Sustainable
Resource Science: Metabolome Informatics Research Team) ou o GNPS
(http://gnps.ucsd.edu, The Global Natural Product Social Molecular Networking), a
abordagem néo-alvo ganha maior confiabilidade e reprodutibilidade, principalmente com o
advento das anotacOes feitas com base em banco de dados experimentais de fragmentos
moleculares. Portanto, essa nova abordagem foi selecionada para esta reanalise, que buscou
aprimorar e complementar o trabalho antes realizado. Conforme exposto na comunicagéo a
seguir, moléculas de alta abundancia na espécie C. glutiniferum, com significativo valor
biotecnoldégico, foram anotadas com altas pontuagbes, tanto nas aboradagens de
fragmentacéo in silico quanto quando embasadas em bancos de dados experimentais de
fragmentos. Dessa forma, fica demonstrado mais uma vez, sob nova perspectiva analitica, 0
grande potencial bioeconémico e terapéutico dessa espécie caracteristica do bioma Mata

Atantica.
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4. Andlises metabolémicas de V. bahiana e V. chamissonis

Neste capitulo sera apresentado o artigo intitulado Vanilla flavor: Species from the
Atlantic forest as natural alternatives publicado na revista Food Chemistry
(https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2021.131891). A volatilidade do mercado de baunilha
chama a atencdo para a chamada “crise de baunilha”. Ha uma crescente demanda mundial
por baunilha natural com uma reducdo concomitante na oferta global. No entanto, as culturas
comerciais estdo ameacadas de extin¢do devido a falta de variabilidade do pool genético,
suscetibilidade as mudancas climaticas e doencas pandémicas. Portanto, hd uma necessidade
urgente de identificar novas Vanilla spp. como fontes alternativas de baunilha. Com isso, a
partir de perfis metabolicos obtidos via cromatografia liquida e espectrometria de massas
sequencial (LC-MS/MS) ndo-alvo e analises quimiométricas, o presente estudo demonstra o
grande potencial bioeconbmico de duas espécies da Mata Atlantica - V. bahiana e V.
chamissonis - pela anotacdo de importantes compostos de flavor associados as espécies
comerciais e revela caracteristicas distintas de descritores de sabor e aroma associados a
ambas as espécies selvagens. Tais semelhancas e diferencas sdo cruciais para a busca
continua pelo aprimoramento do pool genético da baunilha. Compostos notavelmente e
frequentemente associados ao sabor de baunilha foram anotados ou identificados neste
estudo, como vanilina e p-hidroxibenzaldeido.
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5. Patente: Agente flavorizante, composi¢éo, processo de producdo e uso de agentes
aromatizantes e flavorizantes a base de extratos de baunilhas

O presente capitulo trata de um dos produtos de inovacao gerados, almejados desde
a idealizacdo inicial do estudo: o depésito da patente intitulada “Agente flavorizante,
composicéo, processo de producdo e uso de agentes aromatizantes e flavorizantes a base de
extratos de baunilhas” por esta autora, juntamente ao grupo de trabalho associado ao estudo.
Consta aqui apresentado somente o resumo desse documento, cujos pormenores devem, por
ora, ser mantidos em sigilo, até as proximas etapas de sua apreciacdo por parte do Instituto
Nacional da Propriedade Industrial (INPI). Os demais autores dessa patente s&o 0s
pesquisadores: Maria Gabriela Bello Koblitz, Rafael Garrett da Costa e Andrea Furtado
Macedo. O documento completo conta com 68 paginas, sob processo de nimero BR 10 2021
024019 9, incluindo os capitulos de Resumo, Relatorio Descritivo e Reivindicacdo. A
compilacdo do texto foi realizada exemplarmente por Rodrigo Guerra, responsavel pelo setor
de Propriedade Intelectual da empresa Catharsys. A totalidade de espécies-alvo de baunilhas
gue constam no texto da patente se encontram também, por ora, sob sigilo. Esclarece-se que

sdo espécies do género Vanilla pertencentes a biodiversidade da Mata Atlantica.

72



l ' Lﬁ%‘:’gﬁ:\‘? 9/11/2021 870210110317

2 12:93
A NDUSTRIAL (E R e

INDUSTRIAL
29409161942950100
Pedido nacional de Invenc¢éo, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adicao de Invencéo e entrada na fase nacional do PCT

Numero do Processo: BR 10 2021 024019 9

Dados do Depositante (71)

Depositante 1 de 2

Nome ou Razéo Social: UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO
Tipo de Pessoa: Pessoa Juridica
CPF/CNPJ: 34023077000107
Nacionalidade: Brasileira
Qualificagéo Juridica: Instituigéo de Ensino e Pesquisa
Endereco: Av. Pasteur, 296 - Urca
Cidade: Rio de Janeiro
Estado: RJ
CEP: 22290-240
Pais: Brasil
Telefone: 25427885
Fax:

Email: nit@unirio.br

PETICIONAMENTO  Esta solicitag&o foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em 29/11/2021 as

ELETRONICO 12:23, Peficdo 870210110317

Petigio 870210110317, de 20/11/2021, pag. 1/68

73



Depositante 2 de 2

Nome ou Razé&o Social:
Tipo de Pessoa:
CPF/CNPJ:
Nacionalidade:
Qualificagéo Juridica:
Endereco:

Cidade:

Estado:

CEP:

Pais:

Telefone:

Fax:

Email:

Dados do Pedido

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
Pessoa Juridica

33663683000116

Brasileira

Instituic&o de Ensino e Pesquisa

Av. Pedro Calmon, n° 550

Rio de Janeiro

RJ

21941-901

BRASIL

Natureza Patente:

Titulo da Invenc&o ou Modelo de
Utilidade (54):

Resumo:

10 - Patente de Invencéo (PI)

AGENTE FLAVORIZANTE, COMPOSICAO, PROCESSO DE
PRODUCAQ E USO DE AGENTES AROMATIZANTES E
FLAVORIZANTES A BASE DE EXTRATOS DE BAUNILHAS

A presente invenc&o refere-se a produgéo de agentes e
composi¢des perfumantes, aromatizantes, saborizantes e/ou
flavorizantes a base de extratos de frutos de baunilhas selvagens,
domesticadas e/ou modificadas oriundas da biodiversidade da Mata
Atlantica brasileira que apresentam metaboloma e proteoma
diferentes da baunilha Vanilla planifolia, gerando novos aromas e
sabores de baunilha utilizaveis em produtos cosméticos,
alimenticios, farmacéuticos, nutracéuticos, perfumaria, artigos
téxteis, de madeira, plastico, repelentes e outros que possam carrear
sua esséncia.

PETICIONAMENTO Esta solicitacdo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em 29/11/2021 as

ELETRONICO

Petigio 870210110317, de 20/11/2021, pag. 2/68

12:23, Peticdo 870210110317

74



Inventor 4 de 4

Nome

CPF:

Nacionalidade

Qualificacéo Fisica

: JOANA PAULA DA SILVA OLIVEIRA
D

. Brasileira

: Biologo, biomédico e afins

Endereco: (D
Cidade: Rio de janeiro
Estado: RJ
CEP: (D
Pais: BRASIL
Telefone: (D
Fax:
Email:
Documentos anexados
Tipo Anexo Nome
Resumo RESUMO_Baunilha_final_18.11.2021.pdf
Relatorio Descrilivo DESCRITIVO_BZEr%iﬁ;?IITT:;)IJ8_1 1.2021 pdf
~ QUADRO
Reivindicagéo REIVINDICATORIO_Baunilha_final_18.11.2021.
pdf
Comprovante de pagamento de GRU 200 GRU pdf
Procuracéo DocuSign_Procuragdo_UNIRIO pdf

PETICIONAMENTO  gsta solicitagdo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em 29/11/2021 as

ELETRONICO 122

Petigio 870210110317, de 20/11/2021, pag. 4/68

3, Peticdo 870210110317

75



1/1

RESUMO

AGENTE FLAVORIZANTE, COMPOSIGAO, PROCESSO DE PRODUGAO E
USO DE AGENTES AROMATIZANTES E FLAVORIZANTES A BASE DE
EXTRATOS DE BAUNILHAS

A presente invencdo refere-se a producdo de agentes e composicdes
perfumantes, aromatizantes, saborizantes e/ou flavorizantes a base de extratos
de frutos de baunilhas selvagens, domesticadas e/ou maodificadas oriundas da
biodiversidade da Mata Atlantica brasileira que apresentam metaboloma e
proteoma diferentes da baunilha Vanilla planifolia, gerando novos aromas e
sabores de baunilha utilizaveis em produtos cosmeéticos, alimenticios,
farmacéuticos, nutracéuticos, perfumaria, artigos téxteis, de madeira, plastico,

repelentes e outros que possam carrear sua esséncia.
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7. Modelagem ecolégica de Cyrtopodium glutiniferum: possibilidades nos @mbitos da

conservacao e do cultivo sustentével

Neste capitulo serd apresentado o artigo intitulado Environmental suitability

modeling for a bioeconomic value species, Cyrtopodium glutiniferum (Orchidaceae):

assigning potential areas for conservation and sustainable cultivation a ser submetido para
publicacdo em revista especializada ainda a ser definida. Por ora, o estudo se trata de um
prototipo metodoldgico, com resultados demonstrativos e preliminares, que sera
concretizado e melhor desenvolvido durante o doutorado, devido ao tempo escasso do curso
de mestrado. O texto aqui apresentado ainda passara por criteriosas correcfes antes de ser
submetido. E o primeiro estudo de modelagem ecoldgica realizado sobre a espécie de
orquidea Cyrtopodium glutiniferum Raddi. A espécie é muito valorizada por seu potencial
biotecnologico, pela producdo de moléculas importantes na indastria medicinal e
farmacéutica, além de ja ser utilizada na medicina popular. Foi realizada uma modelagem
de distribuicdo de espécies com base em uma modelagem de nicho ecoldgico, a fim de
otimizar as capacidades de analise com o uso do pacote ENMTML no software RStudio, que
integra tecnologia de ponta no ambito da andlise biogeogréafica. O prototipo metodoldgico
demonstrou capacidade de avaliar as varidveis mais importantes que contribuiram para a
construcdo do modelo, sendo essas, preliminarmente: isotermalidade, cobertura de nuvens -
variabilidade intra-anual (desvio padrdo), indice de diferenca de vegetacdo normalizado
(sazonalidade), radiacdo solar, declividade e fracdo volumétrica de fragmentos grosseiros (>
2 mm). O modelo preliminar indica que C. glutiniferum esta intimamente associada ao bioma
Mata Atlantica e as Unidades de Conservacgdo (UC) ali presentes estdo associadas a areas de
baixa adequabilidade potencial para a espécie. A andlise cruzada mostra que os hotspots de
adequabilidade potencial podem estar altamente associados as areas de pastagem e formacgéo
florestal, no que diz respeito ao uso e cobertura da terra. Além disso, hotspots podem estar
associados a tipos de UCs que podem beneficiar a conservacdo de C. glutiniferum (como
Area de Relevante Interesse Ecoldgico) e seu cultivo sustentavel (como Reservas

Particulares do Patriménio Natural).

114



8. Conclusbes gerais

A possibilidade de integracdo dos métodos de metabolémica e modelagem de
distribuicdo de espécies demonstra ser uma estratégia viavel, talvez imprescindivel, para
difusdo responsavel do potencial bioecondmico de espécies da Mata Atlantica, a exemplo
do estudo realizado com a orquidea Cyrtopodium glutiniferum, o qual se pretende finalizar
na etapa de doutorado. O alto potencial bioecondmico de espécies desse bioma deve ser
divulgado vinculado a informac@es essenciais a sua preservacao e uso sustentavel. Divulgar
o0 potencial biotecnoldgico de espécies de plantas é premente para se evitar o paradigma de
“cegueira de plantas”, em que, normalmente, em se tratando do norteamento de iniciativas
de conservacgdo, modelos vegetais s&o normalmente negligenciados (Balding e Williams,
2016). Uma forma de se contornar tal paradigma é chamando a atencdo das partes
interessadas as espécies de plantas que se tornam carismatica atraves da difusdo dos
potenciais bioecondmico e/ou ornamental que apresentam, este Ultimo sendo, também, o
caso de orquideas (Faruk et al., 2021). O potencial bioecondmico das trés espécies-alvo
desse estudo (C. glutiniferum, V. bahiana e V. chamissonis) foram elucidados, enquanto que,
para compor o repositorio da BioOmiteca Mata Atlantica, somente o prot6tipo metodolégico
da modelagem ecoldgica de C. glutiniferum pdde ser realizado em tempo habil. As anélises
biogeograficas das baunilhas da Mata Atlantica também ja contam com resultados
preliminares, os quais, em tempo, serdo depositados na plataforma BioOmiteca Mata

Atlantica, bem como publicados em formato de artigo cientifico.

9. Perspectivas

Tem-se como principal perspectiva a continuidade do trabalho aqui iniciado.
Desenvolver projetos que afetam a malha da consciéncia coletiva pressupdes um empenho
de longo prazo. Para as proximas etapas, pretende-se expandir a capacidade da BioOmiteca
Mata Atlantica de abrigar informacdes pertinentes a sua valorizagdo e conservacao. Esta nos
planos que mais espécies de baunilha sejam analisadas, através de ambos os métodos —
metabolémica e modelagem de distribuicéo de espécies. Tal expansdo contara também com
a inclusdo de protocolos de descoberta de drogas, com base no conhecimento adquirido
acerca dos produtos naturais de espécies da Mata Atlantica. Dessa forma, a abordagem de
levantamento desses dados ndo mais ira se restringir a estratégia bottom-up, em que espécies
sdo individualmente analisadas e seus resultados sdo publicados. Pretende-se, também,

considerar uma abordagem top-down, em que taxons superiores sdo estudados com o

137



enfoque do estudo, através de amplo levantamento bibliografico de informag6es que apoiem
a valorizacdo da biodiversidade da Mata Atlantica, pela descoberta de metabolitos com
potencial bioeconémico. Sera dada continuidade ao estudo de modelagem de distribuicéo de
Cyrtopodium glutiniferum, para que os dados definitivos sejam publicados e agregados a
plataforma BioOmiteca Mata Atlantica. As espécies Vanilla bahiana e V. chamissonis
também serdo analisadas sob a perspectiva biogeogréfica para tal fim, assim como outras

espeécies que se pretende agregar ao repositorio.
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