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RESUMO

Lippia gracilis Schauer, pertence a familia Verbenaceae, popularmente conhecida
como alecrim-de-tabuleiro, é uma planta nativa e endémica da regido semiarida do Nordeste
do Brasil, reconhecida ha muito tempo na medicina popular como planta medicinal, usada
especialmente como antimicrobiana e antisséptica. Neste trabalho, objetivou-se avaliar o
efeito de malhas fotoconversoras no crescimento vegetativo, estresse oxidativo, composigéo
quimica volatil e fenolica em plantas de Lippia gracilis Schauer cultivadas em vasos. O
cultivo de L. gracilis a pleno sol e utilizando as malhas fotoconversoras (azul, preta e
vermelha) apresentaram diferengas significativas nos parametros avaliados. O comprimento
de planta, matéria seca foliar e do caule foram maiores nos tratamentos com malhas (azul,
preta e vermelha), enquanto os pigmentos fotossintetizantes houve um aumento significante
do tratamento com cultivo de malha azul. Na composicdo quimica volatil, os compostos
principais, variaram em todos os tratamentos. O cultivo sob malha preta, favoreceu o aumento
do carvacrol, timol e (E)-cariofileno, ja o cultivo sob malhas azul e vermelha reduziram o
conteddo de p-cimeno, 6xido de cariofileno e mirceno. Foram isoladas duas flavonas
glicosiladas do extrato etanolico, a orientina e isoorietina, posteriormente quantificadas nos
extratos dos diferentes tratamentos, apresentando diferengas quanto ao teor, de acordo com a
mudanca no sistema de cultivo, com o cultivo a pleno sol apresentando as maiores médias. O
mesmo foi observado nos resultados de extresse oxidativo ndo enzimatico, com o cultivo sob

malha azul a menos eficiente quanto a producdo dos compostos fenolicos.

Palavras-chaves: alecrim-de-tabuleiro, malhas coloridas, fétons, qualidade de luz, flavonas.



ABSTRACT

Lippia gracilis Schauer, belongs to the Verbenaceae family, popularly known as
rosemary-de-table, is a native and endemic plant of the semiarid region of Northeast Brazil,
recognized for a long time in popular medicine as a medicinal plant, used especially as an
antimicrobial and antiseptic. The objective of this work was to evaluate the effect of
photoconversion meshes on vegetative growth, oxidative stress, volatile and phenolic
chemical composition in Lippia gracilis Schauer plants grown in pots. Cultivation of L.
gracilis in full sun and using photoconverter meshes (blue, black and red) showed significant
differences in the parameters evaluated. The plant length, leaf and stem dry matter were
higher in the treatments with meshes (blue, black and red), while the photosynthetic pigments
showed a significant increase in the treatment with blue mesh cultivation. In volatile chemical
composition, the main compounds varied in all treatments. Cultivation under black mesh
favored the increase of carvacrol, thymol and (E)-caryophyllene, whereas cultivation under
blue and red mesh reduced the content of p-cymene, caryophyllene oxide and myrcene. Two
glycosylated flavones from the ethanol extract, orientin and isoorietin, were isolated and
subsequently quantified in the extracts of the different treatments, showing differences in
content, according to the change in the cultivation system, with the cultivation in full sun
showing the highest averages. The same was observed in the results of non-enzymatic
oxidative stress, with the cultivation under blue mesh being less efficient in terms of the

production of phenolic compounds.

Keywords: alecrim-do-tabuleiro, colored mesh, photons, light quality, flavones.
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1 INTRODUCAO GERAL

O género Lippia, cujo nome deriva de August Lippi, um botanico italiano, pertence a
familia Verbenaceae, compreendendo cerca de 250 espécies herbaceas, arbustos e pequenas
arvores (SOARES et al., 2011; MORAES et al., 2017; SIQUEIRA-LIMA, et al., 2019). E
amplamente distribuido nas florestas tropicais deciduas da América Central, nas regifes
aridas do sudoeste da América Sul e Africa tropical (GUIMARAES et al., 2012; BLANK,
2013; SIQUEIRA-LIMA, etal., 2019).

Dentre as espécies medicinais deste género, tem-se Lippia gracilis Schauer, conhecida
popularmente como alecrim-de-tabuleiro, uma planta aroméatica endémica do Nordeste
brasileiro, reconhecida ha muito tempo na medicina popular como planta medicinal, usada
para muitos propdsitos, especialmente como antimicrobiano e anti-séptico (RIELLA et al.,
2012; DE MELO et al., 2019). S&o encontrados também relatos da utilizagéo de suas folhas e
flores no tratamento de doencas de pele, lesdes externas, queimaduras, feridas e Ulceras,
devido as suas propriedades curativas, além de seu uso analgésico e anti-inflamatério no
tratamento de resfriados, tosse, sinusite, bronquite, congestdo nasal, dor de cabeca e ictericia
(PASCUAL et al. 2001; MENDES et al. 2010; ALBUQUERQUE et al. 2012).

A espécie L. gracilis apresenta potencial significativo para uso econdmico pelas
indUstrias quimica e farmacéutica, devido a presenca de carvacrol e timol no dleo essencial de
suas folhas. Compostos fendlicos de importancia terapéutica também ja foram relatados para a
espécie (TREVISAN et al., 2016; DE SOUZA et al., 2018).

Medicamentos fitoterapicos contendo flavonoides sdo eficazes em diversas doencas
(PANNU et al. 2021). A orientina, € um flavonoide da classe das flavonas, cujas propriedades
relatadas no trabalho de revisdo de LAM et al. (2016) foram: antioxidante,
antienvelhecimento, antiviral, antibacteriano, antiinflamatorio, vasodilatador e cardioprotetor,
radioprotetor, neuroprotetor, antidepressivo, antiadipogénese e efeitos antinociceptivos.

Estudos de LIU et al. (2015) observaram que a orientina apresentou efeito
antidepressivo em camundongos quando tratados por 21 dias (20 mg/kg e 40 mg/kg, via oral).
Ja outros estudos verificando o efeito da orientina nos processos inflamatérios, observaram a
inibicdo de diversos fatores como espécies rativas de oxigénio, NF-xB, TNF-a, HMGB],
migracao de leucocitos por esta flavona (LEE et al., 2014; KU et al., 2014).

Estudos agronémicos apontaram diferentes respostas quanto a composi¢do quimica do
6leo essencial da espécie, como o estresse salino, estresse hidrico e adubacdo (OLIVEIRA et
al., 2019; PALHARES NETO et al., 2020; SANTOS et a.,. 2014). Um estudo realizado por
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LAZZARINI et al. (2018) com a manipulacéo espectral de luz em cultivo in vitro com Lippia
gracilis demonstrou alteragdes na composicdo quimica volatil da espécie.

Em se tratando de plantas medicinais, diversos fatores podem estar relacionados com a
biossintese de metabdlitos secundarios, além da questdo genética de uma determinada espécie.
Diversos fatores edafoclimaticos, como tipo de solo, indice pluviométrico, estacdo do ano,
variagdo circadiana, temperatura, disponibilidade de nutrientes, qualidade e intensidade de
luz, dentre outros fatores podem afetar a producdo de metabdlitos secundarios (KSOURI et
al., 2008; MORAES et al., 2017).

A luz esta diretamente relacionada aos processos vitais das plantas, sendo a condicéo
ambiental que mais influencia no processo fotossintético, devido a absorcdo de fétons. Estes
sdo utilizados na reacdo quimica na fotossintese, para obtencdo de energia aos processos
fisioldgicos relacionados ao desenvolvimento e crescimento da planta (TAIZ et al., 2017).
Uma forma de manipular o espectro de luz recebido pelas plantas é a utilizacdo de malhas
coloridas. Estas malhas promovem a transmissdo seletiva da radiagdo ultravioleta, com o
propdsito de aumentar a producdo de principios ativos em plantas medicinais (SOUZA et al.,
2011; ALVES et al., 2018).

O uso de sombreamento com malhas interferem na quantidade e qualidade da radiagao
solar transmitida, determinando modificacdes Opticas de espalhamento e refleténcia da luz,
com isso, a planta ird apresentar diferentes respostas morfofisioldgicas desejaveis e
maximizar a producao de principios ativos (PINTO et al., 2014; ALVARENGA et al., 2015).

2 OBJETIVO
Neste contexto, este trabalho tem como objetivo avaliar o efeito de malhas

fotoconversoras no crescimento vegetativo, estresse oxidativo, composicdo quimica volatil e

fendlica em plantas de Lippia gracilis Schauer cultivadas em vasos.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 ASPECTOS BOTANICOS DE Lippia gracilis Schauer

Lippia gracilis Schauer, pertence a familia Verbenaceae (Figura A), popularmente
conhecida como “alecrim-da-chapada”, ‘“candeia-de-queimar”, ‘“alecrim-de-serrote”,
“balsamo da montanha” e alecrim-de-tabuleiro, € uma planta nativa e endémica da regido
semiarida do Nordeste do Brasil, apresenta-se como um arbusto de aproximadamente 2,5 m
de altura, bem ramificada, com grupos de flores brancas e pequenas folhas com nervos
odoriferos visiveis, seus frutos sdo do tipo aquénio, apresentam sementes pequenas com
mecanismos que dificultam a germinacdo (PIMENTA et al., 2007; MATOS et al., 1999). Seu
acumulo de 6leo essencial ocorre principalmente nos tricomas glandulares (MARINHO et al.,
2011).

Figura A — Aspectos da planta de Lippia gracilis Schauer no Horto de Plantas Medicinas da

UFLA. Fonte: préprio autor
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3.2 ASPECTOS GERAIS DE Lippia gracilis Schauer

O Brasil é considerado o pais com o maior nimero de espécies do género Lippia, as
quais sao encontradas principalmente as plantas do semiarido que habitam a caatinga, seu
principal bioma, bem como no cerrado. Os estados nordestinos, Bahia, Sergipe, Piaui, Ceara,
Paraiba, Pernambuco e Sergipe sdo os locais com maior frequéncia, onde popularmente s&o
conhecidas como alecrins (MORAES et al., 2017). O género Lippia se destaca no Brasil
como um centro de diversidade, com 84 espécies e alto grau de endemismo nos cerrados e
campos rupestres (FLORA DO BRASIL, 2020; MORAES et al., 2018).

As plantas do género Lippia, frequentemente aromaticas, € representado por espécies
distintas por sua aparéncia durante a curta fase de floracdo e também por sua fragrancia
geralmente forte e agradavel, muito utilizadas na medicina popular pelas comunidades
tradicionais da Caatinga, regido semi-arida do Nordeste brasileiro, que utilizam suas folhas
para tratar infecgdes de garganta e boca, doencas cutaneas, Ulceras, distlrbios vaginais, acne,
pitiriase alba, caspa, queimaduras, feridas, sinusite, bronquite, nasal congestao, dor de cabeca,
ictericia, paralisia, seborreia, dermatoses, acne (MORAES et al., 2017; DE MELO et al.,
2019).

Entre os efeitos bioldgicos relatados para o género Lippia, destacam-se suas
propriedades do sistema nervoso central demonstrado por varios estudos (PASCUAL et al.,
2001; MAMUN-OR-RASHID et al., 2013). Como o género inclui muitas plantas aromaticas
ricas em o6leos volateis, suas propriedades farmacoldgicas sdo comumente atribuidas a esses
6leos. Eles sdo compostos terpénicos que ja demonstraram ter aplicabilidade clinica
(GUIMARAES etal., 2012; GOUVEIA et al., 2018).

As folhas secas e moidas de algumas espécies Lippia sp., ou as flores e frutos desse
género, sdo usadas como substitutos do Thymus vulgaris (orégano) em misturas de especiarias
para pizzas e carnes, também amplamente utilizado como condimento na cozinha e no
preparo de varios pratos (PASCUAL et al., 2001; LORENZI, 2002; OLIVEIRA et al., 2011).

Dentre as espécies encontradas no Brasil, esta a Lippia sidoides (syn. L. origanoides),
conhecida como alecrim-pimenta, com interessantes propriedades medicinais. E reconhecida
na Farmacopeia Mexicana como um substituto do orégano comum (Origanum vulgare),
apresentando forte atividade antimicrobiana e estd no programa de fitoterapia do Ministério
da Saude do Brasil, incluida no RENISUS — Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de

Interesse a0 SUS, devido as suas propriedades farmacoldgicas e seu possivel uso no
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desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos, incluindo medicamentos (fitoterapicos) e
adjuvantes (ALMEIDA et al., 2018; SIQUEIRA-LIMA, etal., 2019).

A espécie Lippia gracilis Schauer é uma planta endémica do Nordeste brasileiro, é
popularmente conhecida como alecrim-da-chapada, alecrim-de-serrote, alecrim-de-tabuleiro,
candeia-de-queimar e balsamo da montanha (MATOS et al., 1999; GOMES et al., 2011). E
reconhecida ha muito tempo na medicina popular como planta medicinal, usada
especialmente como antimicrobiana e antisséptica (RIELLA et al., 2012; DE MELO et al.,
2019).

Na medicina popular do Nordeste do Brasil, as folhas de L. gracilis séo utilizadas
como antisséptico para tratar seborreia e dermatoses, dermatites, além de acne, infeccdes de
garganta e boca, caspa, problemas vaginais, queimaduras e feridas, dores de cabeca, tratar
tosse, bronquite, congestdo nasal e cefaleia (GUILHON et al., 2011; SOARES et al., 2011;
DE MELO et al., 2013). As infusGes ou decocgdes de folhas e o macerado alcodlico sdo
usados para algumas doencas inflamatérias (GUIMARAES et al., 2012).

A espécie L. gracilis € uma planta considerada rica em 0Oleo essencial devido aos
monoterpenos fendlicos carvacrol e timol, seu 6leo essencial possui atividade antimicrobiana
e é utilizado externamente para tratar doencas cutaneas, queimaduras, feridas e Ulceras,
atividade antinociceptivo e ac@es anti-inflamatorias (GOMES et al., 2011; FERNANDES et
al., 2015; MORAES et al., 2017). Apesar de sua importancia medicinal e cultural no Nordeste
do Brasil, existem poucos estudos cientificos sobre esta importante planta (DE SOUZA
MORAES et al., 2018).

3.3 ESTUDOS AGRONOMICOS DE Lippia gracilis Schauer

Diversos estudos agronémicos ja foram realizados com a espécie Lippia gracilis,
como propagacdo vegetativa, adubacdo orgénica, omissdo de nutrientes, déficit hidrico,
salinidade, genética, efeito da qualidade de luz na composi¢do quimica do éleo essencial em
cultivo in vitro, época de colheita e secagem, dentre outros.

A propagacdo vegetativa é um estudo de extrema importéncia, principalmente quando
se trata da adaptacdo desta espécie em locais que ndo sejam seu habitat natural, ou entdo a
versatilidade das diversas maneiras de sua forma propagativa. Neste sentido, no estudo
realizado por SANTOS et al. (2016), verificaram que dentre os diferentes tipos de estacas e

substratos utilizados para propagacdo de L. gracilis, estacas medianas e basais apresentaram
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melhores resultados do que as apicais, enquanto o composto de argilathimus foi
relativamente superior ao areia+argila+himus e igual, em significancia, ao areia+himus.

Em outro estudo testando diferentes doses de fertilizante mineral, calcario, substratos
e recipientes na producdo de mudas de L. gracilis, OLIVEIRA et al. (2011) observaram que
aos 35 dias apds o plantio, o uso de 1,0 g/L de fertilizante (6-24-12) sem calcério foi eficaz na
sobrevivéncia das plantas e no enraizamento das estacas, enquanto a bandeja de poliestireno
expandido é recomendada para a producdo de mudas de L. gracilis por meio de estacas.

Em estudos envolvendo adubacéo organica, DE SOUZA et al. (2017) observaram que
a fertilizacdo orgénica, mineral e irrigacdo influenciam a producéo de biomassa e teor de 6leo
essencial, porém os metodos de cultivo ndo afetaram significativamente os compostos
quimicos do 6leo essencial. JAa SANTOS et al. (2014) verificaram que a composicdo quimica
dos compostos majoritarios sofreram variacdo em tratamentos com a presenca e auséncia de
adubacdo orgénica, juntamente com a presenca e auséncia de adubacdo mineral, com
variacgoes do carvacrol (73,9 a 77%) e timol (4,9 a 10,3%).

A omissdo de nutrientes fornecidos a planta também gera mudangas em diversos
aspectos relacionados a fenologia, bem como na biossintese de metabdlitos secundarios. Este
efeito foi testado por ALMEIDA et al. (2018), demonstrando que nitrogénio, potassio e calcio
foram os nutrientes mais limitantes para o crescimento de L. gracilis. J& a omisséo de enxofre
promoveu mais crescimento do que a solucdo completa. Entretanto, a omissdo de enxofre,
calcio e magnésio diminuiram o contetdo de carvacrol no 6leo essencial.

O déficit hidrico é outro fator preponderante na resposta da planta. Em estudo onde foi
testada irrigagcdo (controle) e suspensédo (irrigacdo) por 15 dias foi observado que o déficit
hidrico negativo afetou o crescimento da parte aérea (reducdo de 72%), com estimulo do
crescimento do sistema radicular (aumento de 205%) (PALHARES NETO et al., 2020). Ja
em estudo verificando a resposta da composicdo quimica do 6leo essencial das folhas de
genotipos de L. gracilis, nas estacdes de seca e chuva, com e sem irrigacdo, CRUZ et al.
(2014) observaram que o OE das folhas apresentou teor entre 1,25% e 1,92% na estacéo
chuvosa e 1,42% e 2,70% na seca. Quando a irrigacdo foi utilizada, o teor foi entre 1,42% e
2,87%; sem irrigagéo, os teores foram entre 1,60% e 3,00%, enquanto o principal constituinte
dos genotipos foi timol e carvacrol, mostrando também que as concentragcdes apresentaram
pouca variagdo entre as estacoes.

A salinidade altera a capacidade de acumulacéo de ions e morfofisiolégica na planta.
OLIVEIRA et al. (2019) verificaram que utilizando irrigacdo contendo diferentes

concentracdes de sais e condutividades elétricas, a espéecie L. gracilis mostrou aos 25 e 50
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dias uma resposta varidvel ao estresse salino em funcdo do tempo, tendo uma capacidade
consideravel de suportar uma carga crescente de ions tdxicos, mantendo uma taxa de
crescimento positiva, destacando o potencial uso da espécie em ambientes moderadamente
salinos.

Outro estudo de salinidade indicou que quando L. gracilis é exposta ao NaCl, nas
concentragdes 25, 50, 75 e 100 mM por 40 dias, a planta reduz a taxa de crescimento relativo
em comparacdo com a observada para os controles. Ja o estresse salino ndo afetou o
rendimento nem as concentracBes dos constituintes do OE, com carvacrol e timol os
constituintes majoritarios (RAGAGNIN et al., 2014).

A cultura de tecidos vegetais € uma técnica com grande aplicacdo na agricultura.
Nessa técnica, pequenos fragmentos de tecido vivo, chamados explantes, sdo isolados de um
organismo vegetal, desinfestados e cultivados assepticamente, por periodos indefinidos em
um meio de cultura apropriado. Dentro desta técnica, diversos fatores podem ser testados,
como os meios de cultura, reguladores de crescimento, tipos de explantes, qualidade e
intensidade de luz, dentre outros, podendo inibir ou favorecer o desenvolvimento de plantas e
claro, influenciar na composicéo dos principios ativos das plantas medicinais (KSOURI et al.,
2008; LAZZARINI et al., 2018; PINTO et al., 2007).

Neste sentido, vale ressaltar alguns trabalhos da area com a espécie L. gracilis.
LAZZARINI et al. (2019) observaram que a combinacdo dos reguladores de crescimento 6-
benzilaminopurina (BAP), acido naftalenacético (ANA) e Thidiazuron (TDZ) influenciaram
significativamente o crescimento in vitro. Os autores verificaram que o experimento de BAP e
ANA induziu o maior nimero de brotacfes, enquanto BAP e TDZ reduziram o0s rebentos e 0
comprimento das raizes, porém estimularam o nimero de brotacfes por explante, variando
ainda a composicdo de compostos volateis, sendo 0s principais constituintes p-cimeno, y-
terpineno, timol, carvacrol e E-cariofileno, porém o uso de reguladores de crescimento
reduziu significativamente os niveis de carvacrol e timol.

Em outro estudo de LAZZARINI et al. (2019), foi verificado que diferentes sistemas
de ventilacdo natural (com membranas) e tipos de explantes influenciam no crescimento e no
conteddo volatil de compostos de L. gracilis in vitro. Neste estudo, 0s explantes com um par
de folhas obtiveram as melhores respostas, sendo o sistema de ventilacdo natural com quatro
membranas proporcionando os melhores pardmetros de crescimento e resposta a area foliar
dos explantes com folhas, enquanto os pigmentos fotossintéticos diminuiram com o aumento
do nimero de membranas. J& os maiores teores de carvacrol e timol foram observados em

plantulas cultivadas em frascos de cultura com quatro membranas porosas.
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J& no estudo de PALHARES NETO et al. (2018), verificaram a resposta quanto ao
sistema de vedacéo de trés tipos de explantes, E1 (gema apical), E2 (segmento nodal abaixo
da gema apical) e E3 (segmento nodal abaixo de E2), em meio MS com antioxidante
(polivinilpirrolidona) ou agente adsorvente (carvao ativado). Os autores observaram que o
cultivo dos explantes fechados com folha de aluminio (vedacdo total) ou com folha de
aluminio contendo um orificio (vedacdo parcial), as folhas normais apresentam maior
organizacdo e desenvolvimento celular do que as folhas hiperidricas, enquanto o uso de
antioxidantes ndo controlou a oxidacdo de E1. J& as menores taxas de hiperidricidade foram
aos tratamentos de fechamento parcial, no entanto, a vedacdo total juntamente com a adi¢ao
de polietilenoglicol levou ao aumento da peroxidacéo lipidica.

Neste estudo de LAZZARINI et al. (2018), testaram diferentes intensidades, qualidade
de luz e tipo de explante sobre os compostos volateis e o crescimento de L. gracilis in vitro,
observando que em todas as combinagOes experimentais houve influéncia significativa do
crescimento, enquanto o explante de segmentos apicais comparado aos segmentos nodais foi
superior em todos os parametros avaliados. As variaveis de crescimento foram maiores com o
aumento da intensidade da luz, principalmente de 94 pmol/m?/s, enquanto os principais
constituintes do OE foram p-cimeno, y-terpineno, timol, carvacrol e E-cariofileno, sendo a
composi¢do dos compostos volateis variando de acordo com a intensidade e qualidade da luz,
sendo a baixa intensidade (26 pmol/m?/s) aumentou o contelido de y-terpineno (12,42%) e
diminuiu concomitantemente o carvacrol (38,52%) e a luz LED azul apresentou maior
producdo de carvacrol (48,11%).

DE OLIVEIRA et al. (2008) verificaram que houve o controle do crescimento
vegetativo de fungos contaminantes na presenca dos OE de L. sidoides e L. gracilis em
comparacdo com o fungicida Carbendazin, com o OE de L. gracilis controlando os fungos
Aspergillus niger e Penicillium sp na concentragdo de 126 pL/mL.

A época de colheita e secagem é outro fator determinante quando se objetiva a
obtencdo de OE em plantas aromaticas. Em estudo realizado por SANTOS et al. (2016),
observaram que plantas colhidas em 2009 e 2012, apresentaram variacbes de OE
significativas apenas na colheita de 2012, variando de 2,35% a 4,66%, enguanto entre as
épocas de colheita os teores aumentaram de 1,52% nas plantas com um ano para 4,66% nas
plantas com quatro anos, com o carvacrol e timol os principais compostos.

Em outro estudo foi verificado o tempo de secagem (0, 2, 4 e 8 dias) sobre o conteido
e a composicdo quimica do OE das folhas de acessos de L. gracilis secas a 40 °C, observando

que o maior teor de OE foi com quatro dias de secagem na maioria dos acessos em estudo,
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enquanto um acesso foi aos quatro e oito dias de secagem, valores médios de 0,038 e 0,029
mL/g respectivamente (DE MELO et al., 2019).

A genética é sem duvida o fator determinante na producao de metabolitos secundarios
em espécies vegetais, mas claro, sendo influenciada por todos os fatores citados acima, dentre
outros fatores edafoclimaticos (BROWN JUNIOR, 1988; KSOURI et al., 2008). Em estudo
realizado por SANTOS et al. (2016), observaram que L. sidoides e L. gracilis geraram 789
marcadores e os locos avaliados exibiram indice de diversidade de Shannon moderado (I =
0,42) em ambas as espécies, sugerindo que 0s acessos conservados possuem um nivel
intermediério de diversidade genética, com um total de 23, 22 e 36 alelos para 0s acessos de
L. sidoides e L. gracilis nas plantas amostradas.

Ja em outro estudo de genética, foi verificado que as melhores metafases foram
fotografadas e apontadas para 0 cromossomo numero 2n = 24, utilizando pontas de raizes
coletadas de espécimes recém-plantados de L. gracilis, contudo, sabe-se que o0 género tem
varios nimeros de cromossomos, variando de n = 10 a 30.

A técnica de impressao digital também foi utilizada para diferenciar sete genotipos de
L. gracilis originaria dos Estados de Sergipe e Bahia, Brasil. Neste estudo, 0s cromatogramas
obtidos por CLAE-DAD foi possivel diferenciar os genotipos e suas relacdes com o local de
origem, podendo esta técnica ser utilizada para avaliacdo da qualidade de L. gracilis (GOMES
etal., 2010).

Esta técnica também foi utilizada por DE JESUS PRADO et al. (2012) para
discriminar chas de sete genoétipos de L. gracilis obtidos de diferentes locais (Sergipe e
Bahia), utilizando o perfil cromatogréfico obtido por CLAE-DAD combinado com analises
quimiométricas, observou que o0s cromatogramas de impressdao digital analisados
estatisticamente, revelaram diferencas entre os gendtipos coletados e cultivados nas mesmas

condicdes.

3.4 QUIMICA DE Lippia gracilis Schauer

Quanto aos estudos fitoquimicos da espécie Lippia gracilis Schauer, existem varios
trabalhos identificando os constituintes volateis, encontrados no 6leo essencial de L. gracilis,
sendo os principais os monoterpenos carvacrol (01), timol (02), y-terpineno (03), p-cimeno
(04), éter metil de timol (05) e sesquiterpenos como (E)-cariofileno (06) (DE SOUZA
MORAES et al., 2018).
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Pesquisas sobre os demais constituintes presentes em suas folhas, caules e raizes séo
poucas, mostrando que as principais classes encontradas até o momento sdo flavonodides,
terpenos e quinonas.

Em trabalho realizado por MORAES et al. (2017) foi relatado o isolamento e
caracterizacdo de glicosideos de flavona e derivados de flavanona a partir de infusdo das
folhas, orientina (07), isoorientina (08), Luteolina 4'-O-glicosideo (09), 2-(3,5-Diidroxifenil)-
5,7-diidroxi-4H-cromen-4-one (10), Tricetina (11), carvacrol e seu derivado glicosilado (12 e
13).
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OR3 CHg
OR1
H;C CHj3
07 R1=Glicosil, R2=R3=H L
08 R1=H. R2=Glicosil. R3=H 10 R1=R3=0H, R2=H 12 R1=Glicosil
; ' 11 R1=R3=H, R2=0OH 13 R1=H

09 R1=R2=H, R3=Glicosil

Em levantamento bibliografico feito por DE SOUZA MORAES et al. (2018), foi
relatado a identificacdo no extrato etandlico das folhas de L. gracilis alguns flavonoides
usando a técnica de cromatografia liquida de alto eficiéncia (CLAE) acoplado a
espectrometria de massa (ESI-MS/MS), sendo estes flavondides identificados por comparacao
com a literatura como 6-metoxi-apigenina (hispidulina) (14), 5,7,4'-trihidroxi-3,6-dimetoxi-
flavona (15), 5,7-dihidroxi-6,4"-dimetoxi flavona (pectolinaringenina) (16) e 5-hidroxi-3,7,4'-
trimetoxiflavona (17). Concluindo que os flavondides 16 (pectolinaringenina) e 17 (5-hidroxi-
3,7,4'-trimetoxiflavona) foram os mais abundantes no extrato foliar com concentragdes de
51,4 e 46,6 mg/kg de peso seco, respectivamente, enquanto os flavondides 14 (hispidulina) e
15 (5,7,4'-trihidroxi-3,6-dimetoxi-flavona) foram encontrados na mesma concentragdo de 34,4
mg/kg de peso seco (TREVISAN et al., 2016).

OH @)

14 R1= OH, R2=0OCH3, R3=H, R4=0H
15 R1=0H, R2=R3=0CHS3, R4=0H
16 R1=0OH, R2=0OCH3, R3=H, R4=0OCH3
17 R1=OCH3, R2=H, R3=R4=0CH3
Em estudo fitoquimico com raizes e folhas de L. gracilis foram isolados e
identificados 16 metabdlitos secundarios de diferentes classes de produtos naturais. A partir
do extrato hexanico das raizes, foi possivel isolar lapachenol (18), friedelan-3-ona (19), 3-

acetoxi-friedelano (20), uma mistura de PB-sitosterol e estigmasterol (21), acetato de acido
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oleandlico (23) e lantadeno-A (24). J& no fracionamento do extrato etandlico das raizes foi
isolado o &cido tetracosandico (25), tecomaquinona (26), microfilaquinona (27), uma mistura
de estigmasterol 3-O-beta-D-glicosideo e sitosterol 3-O-beta-D-glicosideo (22) e 5-
hidroxinaftol [2,3b] furan-4,9-quinona (28). No mesmo estudo, flavonoides como a quercetina
(29), a hispidulina (14) e a 3-metilquercetina (30) também puderam ser isolados do etandlico
extrato das folhas (LIMA et al., 2008).

AcO

AcO K
21 R=0OH, B-Sitosterol e Estigmasterol N

22 R=0-B-Clicosil, B-Sitosterol glicosideo e 23 Acetato de acido oleandlico
Estigmasterol glicosideo
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25 Acido tetracosanosico
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5-Hidroxinafitol [2,3b] furan-4,9-quinona
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Avaliando o efeito da coleta de material vegetal em diferentes momentos do dia de L.
gracilis, o estudo em questdo verificou que o rendimento de OE de folhas secas, (2,6%) em
relacdo a folhas frescas (0,6%) foi bem superior. J& analisando a composicdo dos OEs,
verificou-se que os constituintes majoritarios do OE de folhas frescas foram timol (44,4%),
carvacrol (22,2%), p-cimeno (6,2%) e a-pineno (5,7%), enquanto o OE de folhas secas foi
timol (21,3%), carvacrol, (20,9%), a-pineno (19,4%) e p-cimeno (8,6%) (BITU et al., 2015).

Com o intuito de verificar a variagdo na composicdo quimica dos 6leos essenciais das
folhas coletadas de L. gracilis em duas localidades do bioma caatinga de Pernambuco,
verificou-se que um total de 36 compostos foram identificados nos 6leos de todas as amostras,
sendo que os perfis quimicos das amostras dos mesmos locais eram 0s mesmos, tendo apenas
mudancas relativas na composicdo. Ja os principais componentes identificados nas amostras
de Buique foram carvacrol (36,4-45,0%) e p-cimeno (18,1-26,2%), enquanto timol (37,4%),
y-terpineno  (14,9-20,5%) e 4-metoxi-acetofenona (10,1-12,4%) foram o0s principais
componentes encontrados na amostra coletada em Ouricuri (NEVES et al., 2008).

Em estudo fitoquimico de L. gracilis, DE ABREU MATOS et al. (2000) encontraram
como principais compostos do 6leo essencial 0 p-cimeno (14,5%), y-terpineno (10,6%) e
carvacrol (38,4%). J& em estudo feito por MATOS et al. (1999), foram encontrados o
carvacrol (47,7%) e p-cimeno (19,2%) como componentes principais.

No mesmo levantamento bibliografico feito por DE SOUZA MORAES et al. (2018),
os autores relatam que a variabilidade quantitativa dos principais compostos esta associado a
origem geogréfica, genética, época de colheita e/ou condic¢Ges de cultivo e estresse abidtico.
Segundo o autor, existam pelo menos trés quimiotipos diferentes, o tipo timol (T), o tipo
carvacrol (C) e o tipo intermediario (CT), que contém carvacrol e timol em altas porcentagens

(com mais carvacrol do que timol ou mais timol do que carvacrol).
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3.5 ATIVIDADES BIOLOGICAS DE Lippia gracilis Schauer

Estudos de atividades bioldgicas sdo de extrema importancia, principalmente pela
necessidade de comprovarem os usos populares de plantas usadas para fins medicinais. Neste
sentido, diversas atividades bioldgicas de Lippia gracilis j& foram confirmadas, como a sua
atividade antinflamatdria, antimicrobiana, amebicida, inseticida, larvicida, acaricida, estresse

oxidativo, toxicidade, dentre outras.

3.5.1 Atividade antinflamatoria

A atividade antinflamatoria € o principal uso de L. gracilis na medicina popular. Com
isto, vale ressaltar o trabalho de SIQUEIRA-LIMA et al. (2019), no qual foi observado que 0s
camundongos tratados com OE de L. gracilis e OE complexado em beta-ciclodextrina (24
mg/kg) reduziu o numero de leucécitos e os niveis de TNF-alfa e IL-1 beta, tambeém inibiu o
comportamento nociceptivo induzido por cinamaldeido e mentol.

Neste mesmo estudo de SIQUEIRA-LIMA et al. (2019), os autores verificaram que
em modelos de dor cronica, aumentou o contetdo de proteinas inflamatérias e o0 OE e OE
complexado em beta-ciclodextrina restauraram o conteldo de proteinas de TNF-alfa, NF-
kappa B e PKA, mas ndo IL-1 beta e IL-10, enquanto que o OE inibiu os canais de Ca®,
portanto estes testes mostraram o efeito anti-hiperalgésico por meio de reducdes nos niveis de
TNF-alfa e PKA.

J& no estudo de RIELLA et al. (2012), verificaram que o timol reduziu
significativamente o edema em roedores (100 mg/kg) e, além disso, diminuiu o influxo de
leucdcitos para a area lesada (10, 30 e 100 mg/kg), enquanto as feridas tratadas com filmes de
colageno contendo timol mostraram taxas de retracdo de feridas significativamente maiores (7
e 14 dias).

Em outro estudo com o extrato metandlico de L. gracilis, observou que apés a
administracdo oral do extrato (100, 200 e 400 mg/kg), reduziu significativamente o nUmero de
contorcdes e o tempo de lambidas da pata em ambas as fases do teste de formalina, quando
comparados aos camundongos do grupo controle, enquanto a administracdo oral de 400
mg/kg de extrato produziu um efeito antinflamatorio na peritonite induzida por carragenina
(GUIMARAES et al., 2012).

Resultado semelhante foi obtido por GUILHON et al. (2011), verificando que o OE de

L. gracilis (10, 30 e 100 mg/kg) inibiu significativamente o nimero de contorgdes induzidas
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por &cido acético e o tempo que o animal passou lambendo a pata injetada com formalina
(segunda fase), demonstrando ainda que animais pré-tratados com naloxona, ndo reverteram o
efeito antinociceptivo do OE, enquanto o éster metilico de I-nitro arginina e atropina
reverteram significativamente o efeito do OE. Estes mesmos autores, verificaram ainda que o
OE inibiu o processo inflamatério induzido por injecdo subcutdnea de carnavenosina,
reduzindo a migracdo celular, volume de exsudato, proteina extravasada e mediadores
inflamatdrios (0xido nitrico, prostaglandina E2, TNFN-a e IFN-y ), indicando que o OE de L.
gracilis produz um efeito antinociceptivo que pode ser potencialmente mediado por
receptores colinérgicos e pela via do 6xido nitrico.

J& no trabalho realizado por MENDES et al. (2010) foi verificado que o tratamento
oral com o OE em camundongos, inibiu a atividade no efeito do acido acético nas
concentracdes 50, 100 e 200 mg/kg (30,33 £ 2,36, 25,20 + 1,48 e 21,00 £ 1,54 contorcdes
abdominais, resp.), em compara¢cdo com o grupo controle (36,73 + 1,92 contorcGes). Ja 0s
testes com o acido acetilsalicilico (300 mg/kg) inibiram as contor¢des induzidas pelo acido
acetico (12,67 = 0,50 contorcdes abdominais) e a formacdo de edema induzido por
carragenina foi reduzida com o OE a 200 mg/kg (0,72 + 0,06 mL h) e pelo &cido
acetilsalicilico (300 mg/kg, 0,85 + 0,04 mL h), em comparagdo com o grupo controle (1,76 +
0,06 mL h).

3.5.2 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana também é relatada com bastante frequéncia na espécie,
principalmente relacionado ao OE. A exemplo, o estudo de DA SILVA et al. (2019),
observando que o OE de sete gendtipos de L. gracilis testados apresentaram inibicdo do
crescimento bacteriano de Xanthomonas campestris pv.campestris, agente causador da
podridao negra, uma doenca que causa sérios danos as plantas da familia Brassicaceae, com
CIM de 700 a 1000 pg/ml, sendo que a CIM para timol e carvacrol foi de 250 pg/ml.

Em estudo de SILVA et al. (2018) com o OE de L. sidoides e L. gracilis, foi
observado que o OE de L. sidoides inibiu em todas as concentragdes (0,02, 0,04, 0,06, 0,08 e
0,1 uL/mL) o crescimento de isolados do fungo Rhizoctonia solani, um fitopatdgeno do solo.
Ja o OE de L. gracilis inibiu o isolado R2 em todas as concentracfes, enquanto o isolado R1
do patdgeno foi completamente inibido na concentracao de 0,04 pL/mL.

Em ensaios para verificar a eficacia dos OEs de L. gracilis no crescimento in vitro de

Xanthomonas campestris (causador do cancro bacteriano em videira) obtidos em diferentes
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tipos de manejo de cultivo, em trés diferentes doses (200, 250 e 300 pL/L), observou-se que
0s Oleos proporcionaram percentuais de inibicdo do crescimento bacteriano variando de
62,67% a 96,50%, maiores que o controle positivo oxicloreto de cobre (49,6%). Ja na
composicdo quimica os compostos majoritarios sofreram variacdo, carvacrol (73,9 a 77%) e
timol (4,9 a 10,3%) (SANTOS et al., 2014).

Na avaliagdo da atividade antimicrobiana de OE das folhas de L. gracilis associados a
antibidticos comerciais contra a resisténcia bacteriana, foi verificado que o OE tem
sinergismo significativo com todos os antibidticos testados, diminuindo a CIM dos
aminoglicosideos e melhorando sua zona de inibi¢cdo em mais de 300% contra Staphylococcus
aureus e 270% contra Pseudomonas aeruginosa; ja& os compostos majoritarios foram timol
(44,4%), carvacrol (22,2%), p-cimeno (6,2%) e a-pineno (5,6%) (BITU et al., 2014).

Em outro estudo de BITU et al. (2012), verificaram que o rendimento do OE extraido
das folhas secas (2,64%) foi significativamente maior quando comparado ao das folhas
frescas (0,56 %), sendo timol dominante (44,42%; 21,3%), seguido de carvacrol (22,21%;
21,30%), p-cimeno (6,23%; 8,58%), a-pineno (5,65%; 19,42%), p-cariofileno (5,61%;
3,57%), respectivamente. Ja os resultados microbioldgicos mostraram que o 6leo essencial
possui atividade antimicrobiana relevante contra E. coli (ATCC 10536), E. coli (Ec 27),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), S. aureus (ATCC 12692) e S. aureus (Sa 358), com
suas zonas de inibi¢do variando de 9 a 13 mm e a MIC variando de 64 a 512 pg/mL.

Em estudo in vitro, a solucdo do OE de L. gracilis a 5% apresentou atividade
antibacteriana contra Staphylococcus aureus, isolado de pacientes diabéticos com ulceras
infectadas; ja no estudo em modelo experimental de ratos, observou-se que esta solucdo
apresentou reducdo do nivel de UFC/mL (S. aureus sem L. gracilis 108 + 313 versus S.
aureus com L. gracilis 13,28 + 4,03), sendo carvacrol, p-cimeno e y-terpineno foram
considerados os componentes principais (NETO et al., 2010).

Em ensaio de toxicidade in vitro dos OEs de L. sidoides e L. gracilis sobre o fungo
Sclerotium rolfsii, um dos patdgenos que causam graves danos a agricultura, afetando uma
ampla gama de hospedeiros, foi observado que todas as concentragdes (0,3 a 1,5 pL/mL)
controlaram efetivamente o patégeno in vitro, com o timol e o carvacrol 0os compostos
majoiritarios (GUERRA et al., 2018).

Em outro estudo testando diferentes concentracdes dos OEs de L. sidoides e L. gracilis
sobre o fungo Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici, causador da murcha do tomateiro, foi
observado que a atividade antifingica dos 6leos essenciais a 100% foi demonstrada em todas

as concentragdes testadas (0,3 a 1,5 uL/mL), exceto na concentragdo de 0,3 uL/mL, na qual
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apenas 70,2% do crescimento micelial foi inibido (FONTES et al., 2018). Ja no trabalho de
FRANCO et al. (2014), observou-se a concentragao letal (LC50 5,0 pg/mL) contra os fungos
Cladosporium sphaerospermum e C. cladosporioides.

Em CRUZ et al. (2018), foi observado que o OE de L. gracillis possui potencial
antifungico para o controle do sangramento do colmo do coqueiro, uma vez que 0
Thielaviopis paradoxa foi inibido em todas as concentragdes utilizadas, sendo que um dos
gendtipos avaliados de L. gracillis apresentou CIM de 0,23 mg/mL, enquanto outro
apresentou CIM de 0,82 mg/mL,; ja as nanoemulsdes de Gleo essencial apresentaram alta
eficiéncia no controle da doenca (CIM 0,6 mg/mL) e baixa fitotoxicidade.

Em outro estudo com Thielaviopsis paradoxa, COSTA-CARVALHO et al. (2018)
observaram que o OE de diferentes acessos de L. gracilis controlou com eficiéncia a
concentracdo do patdégeno em 0,3 pL/mL, e a concentracdo de 0,1 pL/mL foi responsavel por
um controle do crescimento micelial nos acessos (20,0, 80,9 e 60,9), demonstrando ainda a
presenca de quimiotipos na espécie L. gracilis, uma vez que a porcentagem de inibi¢cdo do
crescimento micelial diferiu significativamente entre 0s diversos acessos na menor
concentracao.

Em se tratando de uma das mais importantes hortalicas cultivadas no Brasil, a pimenta
(Capsicum annuum L), ARAUJO et al. (2018) observaram que em concentracdes de 0,3
pL/mL, os OEs de L. gracilis e L. sidoides inibiram 100% do crescimento micelial in vitro de
Colletotrichum sp., causador da principal doenca desta cultura, a antracnose, com timol e
carvacrol os constituintes majoritarios no 6leo de L. sidoides (42,33% e 4,56%) e L. gracilis
(10% e 41,7%).

Em ensaios avaliando o efeito in vitro dos OEs (255, 340 e 425 ppm) e extratos em
etanol (2500, 5000 e 7500 ppm) de raizes e folhas de L. gracilis no controle do fungo
Monosporasccus cannonballus, agente causador do colapso do meldo, observou-se uma
eficacia nas trés concentracdes dos OEs no controle do fungo. Os percentuais de inibicao
foram de 100%, semelhante ao controle positivo Captan (4075 ppm), enquanto o extrato de
raiz, nas concentracdes de 5000 ppm e 7500 ppm, e o extrato de folha, na concentracdo de
7500 ppm, também proporcionaram porcentagem de inibigdo de 100% (FERNANDES et al.,
2015).

Em estudo com fungos contaminantes de laboratorios de cultura de tecidos vegetais,
verificou-se que nos dleos testados nas concentragdes de 0; 420; 440; 460; 480 e 500 pL/L,
houve uma inibicdo de 100% em 420 pL/L para todos os fungos, exceto para C. luneta (95,58

%) e A. niger (89,40 %); ja nos testes com as bactérias (420 pL/L), verificou-se que a especie
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bacteriana K. pneumoniae foi a menos sensivel e E. hormaechei foi a mais sensivel (DE
ALBUQUERQUE et al., 2006).

3.5.3 Atividade amebicida

A atividade amebicida contra trofozoitos de Acanthamoeba polyphaga também foi
testada em estudo de SANTOS et al. (2016). Neste estudo, observou-se que em quase todas as
concentracdes de 6leos e 0 composto carvacrol, mostraram atividade amebicida, com valor de
IC50 para de L. gracilis de 10,08 pg/mL; ja o carvacrol IC50 de 24,74 ug/mL, mostrando
ainda baixa citotoxicidade.

3.5.4 Atividade larvicida, inseticida e acaricida

Estudos com larvas, insetos e &caros também sdo relatados na literatura para L.
gracilis, principalmente o efeito de seu OE. O trabalho de OLIVEIRA et al. (2020), verificou
que houve mortalidade larval (27,27%) e pupal (28,12%) de Liriomyza sativae, uma praga
polifagica mundial para culturas horticolas e ornamentais, apos a imersdo das folhas com
larvas de L. sativae recém-eclodidas em solucéo de OE de L. gracilis.

Em ensaios para verificar a eficiéncia de complexos de OE de L. gracilis e B-
ciclodextrina (B-CD) para controle de A. aegypti, foi observado que o complexo tinha uma
concentracdo letal de 50% (CL50 33 ppm), sendo o OE puro (39 ppm). Em outras palavras,
complexar o 6leo com B-CD melhorou a atividade larvicida, além disso, 0 OE complexado
com B-CD ndo foi prejudicial para organismos ndo-alvo nas concentracdes necessarias para
controlar larvas de A. aegypti (GALVAO et al., 2019).

A toxicidade e os efeitos subletais do OE de L. gracilis nos acaros Aceria guerreronis
Keifer (Eriophyidae) e Raoiella indica Hirst (Tenuipalpidae), causadores de patologias na
familia Arecaceae também foram relatados. DOS SANTOS et al., (2019), registrou que a
toxicidade do OE difere do timol para A. guerreronis (CL50 = 4,28 mg/mL, LC50-timol =
5,34 mg/mL) e para R. indica (LC50 = 4,99 mg/mL, LC50-timol = 9,03 mg/mL).

Ja em trabalho de MELO et al. (2018), mostrou-se que os OEs de dois quimiotipos de
L. gracilis, bem como seus principais compostos, apresentaram toxicidade para Diaphania
hyalinata (causador da broca das cucurbitaceas), apresentando DL50 = 5,90 e 4,56 pg/mg,
respectivamente, enquanto timol e carvacrol isolados, foram cerca de duas a cinco vezes mais

toxicos do que os OE correspondentes.
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Em avaliacdo da eficacia in vitro de onze 6leos essenciais do Brasil, dentre elas a L.
gracilis, sobre a eficiéncia reprodutiva e letalidade do carrapato Rhipicephalus (Boophilus)
microplus (carrapato do gado), verificou-se que a L. gracilis causou 100% de letalidade a 25
mg/mL, com LC50 e LC90 de 3,21 e 7,03 mg/mL respectivamente, sendo uma das mais
eficazes entre as espécies testadas (CHAGAS et al., 2016).

A atividade do OE de L. gracilis e seus componentes carvacrol e timol também foi
confirmada contra larvas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus e fémea ingurgitada. O
carvacrol (CL50 de 0,22 e 4,46 mg/mL, para larvas e fémeas ingurgitadas, resp.) foi mais
eficiente do que o timol (CL50 de 3,86 e 5,50 mg/mL); j& as concentracdes letais do OE
foram de 1,31 mg/mL e 4,66 mg/mL para larvas e fémeas ingurgitadas, respectivamente
(CRUZ et al., 2013).

Em ensaio para verificar os efeitos acaricidas de OEs extraidos de dois diferentes
genotipos de L. gracilis e os principais monoterpenos em larvas suscetiveis e resistentes de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus a organofosforados, observou-se que o 6leo foi mais
eficaz contra a cepa de carrapato resistente a organofosforados do que a cepa de carrapato
suscetivel, enquanto o carvacrol foi 3,2 vezes mais tOxico para a cepa resistente a
organofosforados do que para cepa suscetivel (COSTA-JUNIOR et al., 2016).

O potencial larvicida de OEs de espécies vegetais comuns obtidas no Parque Nacional
Chapada das Mesas, Brasil, também foi confirmado. Observou-se que larvas de terceiro instar
de A. aegypti, principal vetor da dengue e da febre chikungunya, foram suscetiveis ao OE de
L. gracilis com uma concentracado letal (CL50) de 282 mg/L ap6s 24h de exposicdo (DIAS et
al., 2015). Um potente efeito inseticida do OE de L. gracilis contra larvas de Aedes aegypti
também foi confirmado por SILVA et al. ( 2008). SANTIAGO et al. (2006), também
confirmaram esta atividade do OE de L. gracilis, com CL50 de 26,3 pg/mL.

Considerada a praga mais importante do feijdo-caupi (Vigna unguiculata), o gorgulho
Callosobruchus maculatus, estudo de PEREIRA et al. (2008), observou que o OE L. gracilis
provocou 100% de mortalidade em todas as concentracdes (10, 20, 30, 40 e 50 uL/20 g).

Atividades bioldgicas do OE de L. gracilis, também sdo relatadas contra cupins
subterraneos Heterotermes sulcatus (Isoptera: Rhinotermitidae), com 100% de mortalidade
dos cupins nas doses testadas (LIMA et al., 2013). Enquanto o hidrolato (subproduto da
destilacdo de oOleo essencial) de L. gracilis apresentou efeitos farmacoldgicos em testes com
retos abdominais de sapo, duodeno de coelho, coracdo de anfibio e Gtero de rato (FONTELES
et al., 1988).
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3.5.5 Atividade antioxidante

Atividades relacionadas ao poder antioxidante também s&o relatadas para a espécie. O
estudo de TREVISAN et al. (2016), utilizando o ensaio de hipoxantina/xantina oxidase,
baseado em HPLC foi inativo (IC50 > 2000 pg/mL), com o carvacrol (5,36 g/kg) sendo
altamente ativo (1,74 uM), inclusive nos ensaios ORAC. Ja no trabalho de Franco et al.
(2014), a atividade de eliminacéo do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) para o 6leo da
folha foi de 35,7 + 3,3 ug/mL (EC50).

3.5.6 Atividades de toxicidade

Em estudos de MELO et al. (2014), foi observado o efeito citotoxico do OE de L.
gracilis contra células normais e tumorais em concentacfes abaixo de 100 ug/mL. O mesmo
foi observado por FERRAZ et al., 2013, onde os constituintes (timol, p-cimeno, y-terpineno e
mirceno) exibiram citotoxicidade para diferentes linhagens de células tumorais, com inibicéo
do crescimento tumoral de 38,5-41,9%. RIBEIRO et al. (2012), também observaram a
citotoxicidade do extrato hexanico e metanolico das folhas e o OE das folhas de L. gracilis,
contra linhas de células tumorais humanas, com excelentes resultados de inibicdo de

crescimento celular.

36 A INFLUENCIA DA LUZ NA PRODUCAO DE METABOLITOS
SECUNDARIOS

Tanto o metabolismo priméario quanto o secundario, dependem da concentracdo de
glicose no tecido vegetal. Com isso, a luz desempenha um papel fundamental, ndo fornecendo
apenas a energia para a producdo de glicose no processo de fotossintese, mas também carrega
informacgdes precisas indispensaveis para o reconhecimento de mudancas no meio ambiente
(KOLTON et al., 2022) .

Os fotorreceptores (pigmentos especificos ou complexos proteina-pigmento) irdo
permitir as plantas receber e reagir a varios comprimentos de onda e partes de fotons, ja que
apresenta sensibilidade a radiacdo UV para vermelho distante e regular as mudancas na
morfologia, fisiologia e metabolismo (KOLTON et al., 2022; ZHANG et al., 2021). Desta
maneira, as plantas ttm uma grande capacidade de se ajustar a diversas condi¢Ges espectrais
de luz (HE et al., 2021).
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A qualidade (faixa espectral) e intensidade (irradiancia) de luz sdo fatores ambientais
que afetam a fotossintese, fotomorfogénese e o metabolismo secundario de plantas
(ALVARENGA et al., 2015; ANDRADE et al., 2017; HSIE et al., 2019).

O uso de malhas fotoconversoras no manejo agricola de plantas medicinais, torna-se
uma ferramenta que tem o objetivo de combinar a protecdo fisica e a filtragem da faixa
espectral de luz absorvida pela planta (KSOURI et al., 2008; SOUZA et al., 2011).

O espectro da malha azul mostra um pico de transmisséo principal na regido verde-
azulada (400-540 nm), enquanto a rede de malha vermelha tem maior transmitancia em
comprimentos de onda superiores a 590 nm; j& a malha preta é considerada inerte,
promovendo o sombreamento (OREN-SHAMIR et al., 2001; ALVES et al., 2018).

Vaérios estudos tém sido realizados a fim de obter plantas com altos teores de
principios ativos, sendo a qualidade de luz um destes fatores, capaz de alterar a producéo de
metabolitos secundarios (LAZZARINI et al., 2018; ALMEIDA et al., 2018).

COSTA et al. (2012) observaram que plantas de hortela-pimenta (Mentha piperita L.)
cultivadas sob malhas de cor vermelha, preta e sob o pleno sol, obtiveram maiores teores
e rendimento de 6leo essencial. Plantas de alecrim (Rosmarinus officinalis) cultivadas em
pleno sol e sob malha azul produziram maior biomassa seca de folhas e maiores teores e
rendimentos do 6leo essencial (DE SOUZA et al., 2014). O estudo de PINTO et al., 2014
com o cultivo de Achillea millefolium em diferentes cores de malhas, observou que o
rendimento de 6leo foi superior a pleno sol (4,45 g.planta™) e o principal constituinte do 6leo,
0 camazuleno, apresentou faixa de variacdo entre 19,9 e 46,9% dentre 0s tratamentos.

O cultivo de orégano (Oreganum vulgare) em diferentes ambientes de luz, utilizando
malhas coloridas, promoveu a variagdo na composicdo quimica do 6leo essencial, destaque
para 0s compostos majoritarios p-cimeno (9,80-14,52%), y-terpineno (8,13-17,19%) e
terpineno-4-ol (8,88-27,92%) (OLIVEIRA et al., 2016), enquanto ALVES et al., 2018,
observaram uma variacdo dos compostos majoritarios neral (24,68-29,18%), geranial (35,96-
42,07%) e da carvona (0,10-11,67%) no 6leo essencial de Lippia alba cultivada sob malhas

azul e vermelho e a pleno sol.
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ARTIGO
MALHAS FOTOCONVERSORAS AFETAM O CRESCIMENTO VEGETATIVO, OS
PROCESSOS OXIDATIVOS E AS COMPOSICOES QUIMICAS VOLATIL E
FENOLICA DE Lippia gracilis Schauer.

1 INTRODUCAO

O genéro Lippia é composto de espécies economicamente importantes, principalmente
pela ampla utilizacdo de seus 6leos essenciais e suas propriedades medicinais (PASCUAL et
al., 2001). O género pertence a familia Verbenaceae, compreendendo cerca de 250 espécies
herbaceas, arbustos e pequenas arvores (SOARES et al., 2011; MORAES et al., 2017).

Dentre as espécies medicinais do género Lippia, tem-se Lippia gracilis Schauer,
conhecida popularmente como alecrim-de-tabuleiro, uma planta arbustiva aromatica que
atinge até 2 m de altura, endémica do Nordeste brasileiro, reconhecida como planta medicinal.
Utilizada como antimicrobiano, anti-séptico, doencas de pele, lesdes externas, queimaduras,
feridas e Ulceras, além de seu uso analgésico e anti-inflamatério no tratamento de resfriados,
tosse, sinusite, ronquite, congestdo nasal, dor de cabeca e ictericia (PASCUAL et al. 2001;
RIELLA et al., 2012; DE MELO et al., 2019).

As atividades biologicas de L. gracilis sdo atribuidas principalmente a presenca de
o6leo essencial, rico nos monoterpenos carvacrol e timol, e aos compostos fendlicos de outras
classes como quinonas e flavonoides, encontrados principalmente os derivados de flavanona e
as flavonas glicosiladas como orientina, isoorientina, luteolina 4'-O-glicosideo, naringenina e
tricetina, provenientes das folhas (GUIMARAES et al. 2012; TREVISAN et al., 2016;
MORAES et al. 2017).

A luminosidade é um fator preponderante no controle do crescimento,
desenvolvimento e metabolismo das plantas, os quais sdo afetados por sua intensidade,
direcdo, duracdo e qualidade (KSOURI et al., 2008). Com a absorcdo de fétons no processo
fotossintético, a planta desempenha varias funcgdes vitais, ja que os fotons sdo utilizados em
reacOes quimicas da fotossintese, portanto gerando energia para as etapas fisioldgicas ligadas
ao crescimento e desenvolvimento do vegetal (TAIZ et al., 2017).

Novas tecnologias tém sido incorporadas aos sistemas de manejo de plantas, como € o
caso das malhas fotoconversoras, estas inicialmente utilizadas apenas como protecéo,
tornaram-se uma técnica para filtrar e modular a luminosidade, alterando a quantidade e

qualidade da radiacdo solar transmitida, ou seja, modificando a faixa espectral que chega até a
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planta. Com a alteracdo da faixa espectral absorvida, a planta ira apresentar diferentes
respostas morfofisiologicas essencialmente na producdo de principios ativos (PINTO et al.,
2014; ALVARENGA et al., 2015).

Estudos tém relatado diferentes respostas de crescimento e biossintese de metabolitos
secundarios em plantas medicinais quando cultivados sob malhas coloridas, ou seja,
modificagdo espectral de absorcdo de luz. A exemplo, o cultivo de Myrsine africana, que
melhorou efetivamente o metabolismo primario, com aumento do crescimento da planta e a
bioatividade no cultivo sob malha vermelha (COLES et al., 2021). O efeito das malhas
coloridas estimulou a melhor producéo de pigmentos fotossintéticos em Piper hispidinervum
(LIMA et al., 2017), enquanto BRANT et al., (2009) verificaram o aumento no crescimento
vegetativo e o maior teor de citral no éleo essencial de Melissa officinalis.

No cultivo in vitro, o efeito da qualidade de luz no crescimento e nos pigmentos
fotossintéticos também foram verificados em Achillea millefolium L., com o espectro azul
proporcionando o maior acumulo de matéria seca, nimero de raizes, porcentagem de
enraizamento e sobrevivéncia (ALVARENGA et al., 2015). Em Plectranthus amboinicus
(Lour.) Spreng. o vermelho monocromatico proporcionou maior comprimento do caule e
maior peso seco nas plantulas derivadas dos segmentos apicais (SILVA et al., 2017). Em
Hyptis suaveolens (L.) Poit. os diferentes espectros de luz afetaram o crescimento das
plantulas e as caracteristicas morfolégicas (ANDRADE et al., 2017). A espécie Lippia
rotundifolia Cham. foi estimulada quanto ao crescimento das plantulas com a combinacdo dos
espectros vermelho e azul, obtendo os melhores dados biométricos e teor de clorofila total
(HSIE et al., 2019).

Estudos de cultivo in vitro realizados por LAZZARINI et al., (2018) demonstraram
gue o crescimento e a composicao volatil de L. gracilis € sensivel a varia¢Ges na intensidade e
no comprimento de luz fornecido para plantulas. Contudo, o objetivo deste trabalho é avaliar
o efeito de malhas fotoconversoras no crescimento vegetativo, estresse oxidativo e na

composic¢do quimica volatil e fendlica de Lippia gracilis Schauer cultivados em vasos.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material vegetal e cultivo da espécie

O material vegetal foi herborizado e incorporado ao acervo do Herbario PAMG
(Empresa de Pesquisa Agropecuéria de Minas Gerais - EPAMIG, Belo Horizonte, Minas
Gerais) sob o registro 57859.

Para obtencdo das mudas de Lippia gracilis, utilizaram-se plantas micropropagadas,
que aos 40 dias foram removidas dos frascos de cultura, lavadas em &gua corrente,
transferidas para tubetes contendo o substrato comercial Tropstrato HA™ e mantidas em uma
estufa com irrigacdo automatizada. As mudas foram transplantadas quando atingiram um
tamanho minimo de 10 cm (45 dias de idade) para vasos de 10 dm3. O substrato utilizado foi
uma mistura de solo e areia grossa na proporcéo de 2:1, respectivamente. O solo utilizado no
substrato foi coletado da camada de 0 a 20 cm de profundidade de um Latossolo vermelho-
amarelo distrofico (EMBRAPA, 1997) no municipio de Lavras, Minas Gerais, Brasil. As
caracteristicas quimicas do substrato foram as seguintes: indice de saturacdo de bases (V%) =
21,35; matéria organica (dag.kg™®) = 1,03; pH em é4gua = 5,4; P-Rem (mg/L) = 15,22; K
(mg/dm3) = 25,89; Ca?*, Mg**, AI**, H+Al (cmolc/ dm3) = 0,68; 0,05; 0,07; 2,93; Zn, Fe, Mn,
Cu, B e S (mg/dm3) = 0,46; 43,3; 15,34; 1,38; 0,02; 1,6, respectivamente.

O experimento foi conduzido em uma area de pleno sol no campo experimental do
Horto de Plantas Medicinais da Universidade Federal de Lavras (UFLA), situada nas
coordenadas geograficas 21° 14’ S e 45° 00 W, a 918 m de altitude (Figura 1). O experimento
foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), totalizando quatro
tratamentos de cultivo de L. gracilis: pleno sol (testemunha), sob malha preta (50%), malha
chromatinet® vermelha (50%) e malha chromatinet® azul (50%), com cinco repeticdes e cinco
plantas por repeti¢do, totalizando 25 plantas. As telas coloridas foram esticadas em uma
estrutura de madeira de 3 x 3 x 2 m de comprimento, largura e altura, respectivamente. As
malhas fotoconversoras utilizadas foram fornecidas pela empresa Polysack Plastic Industrial
® A intensidade da radiacdo foi mensurada por meio de um quantémetro-fotdmetro-
radibmetro LI-COR, modelo LI-185, equipado com um sensor quantico, sendo a radiacao
solar expressa em pmol.m2s™. No tratamento a pleno sol, foi observada a intensidade de

-1

1.500 pmol.m® .s™, correspondendo a 100% da radiacdo incidente; sob malha preta, foi

detectada a intensidade de 660 pmol. mZs? (44%), enquanto que sob malha vermelha e sob
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malha azul, foram detectados 690 pmolm™?s' (46%) e 550 pmolm?s® (36%),
respectivamente.

As avaliacdes foram feitas apos 90 dias do transplantio das mudas. As plantas de L.
gracilis foram colhidas, separadas em raiz, caule e folha. As partes vegetativas foram
individualmente desidratadas em estufa com ventilacdo forcada a 40°C até peso constante. O
peso do material vegetal seco foi mensurado e determinada a matéria seca de raiz (MSR),
caule (MSC), folha (MSF) e total (MST) da planta, em g.planta™. Medidas nos parametros de
crescimento em relacdo ao comprimento da planta (CP) e R:PA (razéo raiz:parte aérea)
também foram mensuradas. Todas as medidas foram realizadas em cinco repeti¢des.

Além dos pardmetros de crescimento, foram realizados doseamentos de clorofila a,
clorofila b, total, carotenoides, teor, rendimento e composi¢do quimica do 6leo essencial,
avaliacdo do estresse oxidativo e da composicdo quimica fenolica de Lippia gracilis Schauer

cultivados em vasos.

s e £ MR

Figura 1 - Cultivo da espécie Lippia gracilis sob A) pleno sol; B) malha azul; C) malha preta
e D) malha vermelha.

2.2 Anédlise de pigmentos fotossintetizantes

A extracdo e doseamento de pigmentos fotossintéticos seguiram 0 método
desenvolvido por Hiscox e Israelstam (1979) com adaptacBes propostas por BARNES et al.
(1992). Em resumo, folhas frescas (50 mg) foram pesadas diretamente em tubos de Falcon
cobertos com papel aluminio, adicionados 10 mL de dimetilsulféxido (DMSO) saturado com
carbonato de célcio (CaCOs) e incubados em estufa a 65 °C por 48 h. As amostras foram



59

preparadas em quadruplicata. A saturacdo do DMSO seguiu o protocolo de SANTOS et al.
(2008) com modificacdes. Para isto, 0 DMSO foi saturado com carbonato de calcio (CaCO3)
na proporcdo de 5 g.L ™ de DMSO, sob agitacéo constante por quatro horas, e entdo filtrado
duas vezes a vacuo em papel de filtro duplo. Posteriormente, a solucdo foi centrifugada a
6000 rpm por 10 min.

Em seguida, trés aliquotas de 3 mL de cada réplica foram transferidas para uma cubeta
de quartzo, e os valores de densidade optica em 480, 649 ¢ 665 nm foram lidos em
espectrofotometro TECAN INFINITY M200 PRO, operado com o sistema de processamento
de dados I-Control® (versdo 3.37), contra DMSO saturado em branco. O valor de densidade
Optica especifica de cada amostra foi calculado pela média das leituras das trés aliquotas.

Os comprimentos de onda e as equacdes utilizadas para os calculos foram baseados na
metodologia de Wellburn (1994), sendo:

Clorofila agsg = (12,47 X Asges) - (3,62 X Agag);
Clorofila bges = (25,06 X Agag) - (6,5 X Asss);
Carotenoidessgo: (1000 X Aggo - 1,29 x C, - 53,78 x Cyp)/220.
A clorofila total (a + b) foi calculada pelo somatorio dos resultados encontrados das

equacdes para clorofila a e b, sendo todos os resultados expressos em mg.g™ matéria fresca.
2.3 Anélises quimicas de constituintes volateis
2.3.1 Extracéo do 6leo essencial

Folhas de Lippia gracilis foram secas em estufa de circulagdo de ar a temperatura de
40 °C até manter peso constante. Apds periodo de secagem, foram armazenadas até o
momento da extracdo dos 6leos essenciais. Foi utilizada a técnica de hidrodestilacdo em
aparelho clevenger, utilizando baldo de 2 L. Para cada tratamento (pleno sol, malha azul, preta
e vermelha), foram realizadas quatro (4) repeticdes, totalizando dezesseis (16) extracbes. Em
todas as extracOes foi utilizada uma massa de 30 g de folhas secas. O tempo de duracdo para
destilar os 6leos essenciais foi de 90 min, sendo ap6s este tempo, utilizado diclorometano para
lavagem do aparelho de Clevenger. Posteriormente foi feita a separagdo em funil de
decantagdo da fase orgénica e fase aquosa e depois o0 solvente foi evaporado em capela de

exaustdo de gases.
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2.3.2 Teor, rendimento e composi¢édo quimica do éleo essencial

O teor de 6leo essencial (%) foi dado pela média da massa do éleo (mg) em 100 mg
de massa seca das folhas das quatro repeticdes. O rendimento de 6leo (g.planta™) foi
determinado multiplicando-se o teor de dleo essencial e a massa de 6leo produzido por planta.
Anélise do oleo essencial foi realizada por cromatografia gasosa (CG) em sistema Agilent
5890A, acoplado a detector de ionizacdo em chamas (FID), empregando coluna HP-5MS (30
cm de comprimento x 250 um de diametro interno x 0,25 um de espessura). O 6leo essencial
foi diluido em acetato de etila (1%, v/v) e 1,0 pL foi injetado no modo split a uma razéo de
50:1. Utilizou-se o hélio como gés de arraste com fluxo de 1,2 mL min™. As temperaturas do
injetor e do detector foram 250 e 240 °C, respectivamente. A temperatura inicial do forno foi
de 60 °C, seguida por uma rampa de temperatura de 3 °C min™ até 240 °C. Posteriormente,
por uma rampa de temperatura de 10 °C min™ até 280 °C. Os indices de retencdo relativos a
uma serie de n-alcanos C8 a C20 foram calculados de acordo com Van der Dool e Kratz
(1963) para os picos correspondentes e comparados a indices de retencdo da literatura
(DAVIES, 1990; ADAMS, 2017).

2.3.3 Doseamento e produtividade agricola de carvacrol

Para identificacdo da presenca de carvacrol, uma amostra auténtica (Sigma-Aldrich®,
pureza declarada > 98%) foi analisada nas mesmas condi¢des obtidas para o 6leo essencial.
Para a identificacdo inequivoca da identidade do pico supostamente correspondente ao
carvacrol, o 6leo essencial foi analisado em cromatégrafo gasoso Agilent® 7890A acoplado a
um detector seletivo de massas Agilent® MSD 5975C (Agilent Technologies, Califérnia,
EUA), operado por ionizacdo de impacto eletrénico a 70 eV, em modo varredura, a uma
velocidade de 1,0 scan/s, com intervalo de aquisicdo de massas de 40-400 m/z. As condigdes
operacionais foram as mesmas empregadas nas analises por CG. A identidade do pico do
carvacrol nas amostras foi confirmada por comparacdo com os espectros de massas do banco
de dados da biblioteca da National Institute of Standards and Technology (NIST, 2008).

Para as analises quantitativas de carvacrol, empregou-se 0 método do padréo externo
(AOAC, 2013). A faixa de linearidade (2,0 a 12,0 ug) foi estimada na area conhecida de uma
solucdo de referéncia de carvacrol e a &rea correspondente ao pico do carvacrol nas amostras.
A linearidade foi determinada através da injecdo de diferentes volumes de uma solucéo de

referéncia. As curvas de calibracdo foram determinadas em relacdo a massa injetada de
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carvacrol, em dois dias consecutivos. Os dados obtidos para cada curva analitica de carvacrol
foram submetidos a andlise de regressdo linear pelo método dos minimos quadrados e 0s
coeficientes de determinacdo (R?) foram calculados. As curvas obtidas nos dois dias
consecutivos foram comparadas estatisticamente por analise de covariancia (p < 0,05). A
partir da curva analitica média, determinaram-se o contetido (mg.g™* de 6leo essencial), o teor
(mg.100 g™ de folha seca) e o rendimento (mg.planta™) de carvacrol. O rendimento foi
determinado multiplicando-se a producdo de carvacrol e a massa de 6leo produzido por

planta.

2.4 Analises quimicas de constituintes fenolicos

2.4.1 Extracéo e isolamento de flavonoides

Folhas secas de L. gracilis (83,3 g) foram submetidas a pulverizacdo com nitrogénio
liqguido em almofariz para preparacdo do extrato bruto etandlico. O material pulverizado foi
submetido a extracdo por sonicacdo com etanol absoluto (3 x 500 mL) (relacdo planta :
solvente = 1 : 6), a temperatura ambiente, por 24 min em cada ciclo. Apds a evaporacdo dos
solventes em evaporador rotatorio, foi obtido entdo o extrato bruto A2-136-01 (5,1 g),
rendimento de 6,12 %. Parte do extrato A2-136-01 (2,90 g) foi submetido a filtracdo em
coluna cromatografica tipo flash (CCF), utilizando silica-gel 60 (40-60 um, Agela) em uma
coluna com 2,5 cm de diametro, volume de silica preenchendo 15 cm de altura, utilizando os
solventes hexano, AcOEt, MeOH e H,O, puros ou em misturas, em ordem crescente de
polaridade. Foi coletado desta coluna um total de 20 fragdes, todas monitoradas por
cromatografia em camada delgada (CCD) em cromatofolhas de aluminio recobertas de silica-
gel com indicador de fluorescéncia UV 254 nm (Merck®). As fracBes obtidas em
ACOEt:MeOH (7:3) obtiveram uma massa de 488,3 mg (A2-160-01). Parte desta fracéo
(306,7 mg) foi submetida a CLAE preparativo, eluida com gradiente de fase mdvel binaria
composta por: (A): &cido acético a 0,1% em H,0 e (B): MeOH. O sistema de eluicdo iniciou
com 30% B a 60% B, 0-30 minutos, fluxo de 12 mL/min, volume de injecdo de 500 pL,
amostras injetadas a 55,8 mg/mL, fornecendo 3 fragdes. A terceira fracdo (A3-11-03)
forneceu a isoorientina (27,9 mg), com 86 % de pureza determinada por CLAE analitico. As
duas primeiras fragcbes A3-11-01 (55,8 mg) e A3-11-02 (19,6 mg) foram reunidas e
submetidas novamente & CLAE preparativo nas mesmas condi¢Ges acima, fornecendo a

orientina (5,0 mg, 91 % de pureza determinada por CLAE analitico - Anexo 3). As duas
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substancias foram submetidas & anélise de ressonancia magnética nuclear de *H e *C em
equipamento Bruker 300Mhz; UV/Vis em equipamento Thermo Scientific modelo Genesys
105; espectrometria de massas em um espectrometro micrOTOF-11 (Bruker Daltonics,
Massachusetts, EUA); infravermelho em espectrometro Agilent® Cary 630 FTIR ATR ZnSe;
CLAE analitico em cromatdégrafo Agilent Technologies Deutschland GmbH, Waldbronn,
Germany, Serie Agilent 1260 Infinity DAD e CLAE preparativo em cromatografo Shimadzu,
DAD SPD-M20A.

2.4.1.1 Quantificagéo de orientina e isoorientina nos extratos

Utilizou-se apenas a substancia orientina (91% de pureza - perfil cromatografico e a
pureza de pico da substancia pode ser visto no Anexo 3) para o teste de linearidade. A
orientina foi quantificada de forma direta e a isoorientina de maneira indireta, com base em
equivalente de orientina, ja que se trata de substancias isdmeras conformacionais. As curvas
analiticas foram feitas utilizando diferentes concentracdes, baseadas nos dados obtidos dos
extratos de Lippia gracilis e dados da literatura (MORAES et al., 2017) e as analises feitas em
dois dias consecutivos, posteriormente avaliadas pelo teste de regressdo linear e os dados
qualitativos comparados de teste de Scott-Knott (p < 0,05). As concentragdes para a
construcdo das curvas com a substancia orientina foram a partir de solucGes estoques de 0,5
mg/mL e 0,125 mg/mL. Quanto aos teores de orientina e isoorientina nos extratos, foram
calculados usando um fator de resposta, conforme SNYDER et al. (1997). Com base nas areas
dos picos da orientina e isoorientina nos extratos e utilizando a equacdo média das curvas
analiticas de regressdo da orientina, foram entdo calculados os teores percentuais destas duas
substancias nos extratos.

Para o preparo dos extratos, pesou-se 1,0 g de folhas secas pulverizadas de cada
tratamento e submeteu-se a sonicacdo com etanol absoluto (2 x 30 mL), a temperatura
ambiente, por 20 min. em cada ciclo. Filtraram-se 0s extratos sob vacuo em papel de filtro e
foram reunidos em baldo volumétrico de 100 mL, completando-se o volume com etanol.
Homogeneizou-se a solucdo e transferiu-se uma aliquota de 10 mL para um baldo de
evaporador rotatorio (previamente pesado), sendo concentrada até residuo, sob pressao
reduzida, a temperatura maxima de 50 °C. O percentual de rendimento extrativo foi calculado.
Estes extratos foram utilizados para a quantificacdo das flavonas, fenolicos totais, flavonoides

totais, DPPH e poder redutor.
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As amostras dos extratos para as analises de quantificacdo em CLAE das flavonas foram
preparadas na concentracdo de 4,0 mg/mL, solubilizadas em metanol e utilizando baldo
volumétrico de 1 mL. Todas as amostras dos extratos para CLAE foram pesadas em triplicata
e submetidas a solubilizacdo em banho de ultrassom por 15 min, seguido de centrifugacdo a
8.400 g por 10 min. e transferidas para vials. Em cada extrato de cada tratamento foram feitas
anélises em CLAE analitico em trés repeti¢cfes. Todas as massas foram pesadas em uma
balanca analitica de seis casas decimais. Posteriormente, os dados foram analisados

estatisticamente e comparados pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).

2.4.2 Avaliacao do estresse oxidativo ndo enzimatico

Seguindo a metodologia descrita por SINGH e colaboradores (2002) e BLOIS (1958),
foi avaliado o teste de captura de radical DPPH (a-difenil-B-picrilhidrazila). Aliquotas de 100
puL de amostra dos extratos das folhas secas a 200, 300 e 400 ppm, solubilizadas em metanol
foram colocadas em tubos de ensaio. Como padrdo utilizou-se 100 uL de solugdo alcoolica de
acido galico a 100 ppm. Solucdo metandlica de DPPH 0,1 mM (5 mL) foi adicionada aos
tubos que, em seguida, foram agitados vigorosamente. Os tubos foram deixados em repouso a
27 °C por 20 minutos. Um tubo controle contendo a mistura acima, sem o extrato, foi usado
como branco e o metanol usado como corretor da linha de base. As absorbancias foram
medidas a 517 nm. Todos os testes foram realizados em triplicata e a atividade de captura de

radical (ACR) expressa como a porcentagem de inibi¢do e calculada usando a formula:

% ACR = [(Abs. controle — Abs. Amostra)/Abs. Controle] x 100

Onde Abs. = absorbancia.

Para determinacdo do poder redutor, utilizou-se a metodologia descrita por YILDIRIN
et al. (2001). Aliquotas de 1 mL das amostras dos extratos das folhas secas a 50, 100 e 200
ppm e 1 mL de solucdo de acido galico a 100 ppm, ambos em metanol. Acrescentaram-se as
aliquotas, 1,0 mL de tampéo fosfato (0,2 mol/L, pH 6,6) e 1,5 mL de [K3Fe(CN)6] (1%). Em
seguida, as amostras foram incubadas a 50 °C por 30 min. Apos este periodo, adicionou-se
1,5 mL de &cido tricloroacético (10%) e a mistura foi centrifugada a 2.500 rpm por 8 min.
Retiraram-se 2,0 mL da camada superior, que foram acrescidos de 2,0 mL de agua destilada e
0,5 mL de FeCl;z aquoso (0,1 %). A absorbancia foi medida a 700 nm. O aumento do poder

redutor foi avaliado com o aumento da absorbancia.
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2.5 Andlise estatistica

Os dados obtidos nas analises foram submetidos a analise de variancia, onde as médias
foram comparadas pelo teste Scott-Knott, com nivel de significancia de 5%, utilizando o
programa Sisvar, versdo 5.7 (FERREIRA, 2019). Para a analise dos componentes principais
(PCA) foi utilizado o software Statistica®, versao 13.3 (StatSoft, Tulsa, OK, EUA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinacao dos parametros de crescimento e pigmentos fotossintetizantes

Diferencas significativas foram observadas nos pardmetros de crescimento,
comprimento da planta (CP), matéria seca foliar (MSF), matéria seca do caule (MSC), matéria
seca da raiz (MSR), matéria seca total (MST) e R:PA (raz&o raiz : parte aérea) (Figura 2). Os
tratamentos sombreados (malha azul, preta e vermelha) obtiveram médias superiores ao
cultivo a pleno sol, quanto ao CP, MSF e MSC. O aumento destes parametros nos tratamentos
sombreados primeiramente pode estar relacionado ao sombreamento, ja que plantas sobre
estas condi¢Bes apresentam menor espessura do mesofilo, devido a reducdo dos tecidos e,
geralmente, apresentam maior crescimento de parte aérea (TAIZ et al. 2017). Outro fator é a
influéncia do fitocromo no crescimento. A luz é percebida pelas plantas por meio de
fotorreceptores, como fitocromos e criptocromos que geram uma Série de respostas
fisiologicas especificas por meio destes receptores, sendo na regido do vermelho e azul que
possuem seus maximos de absorbancia (MUNEER et al. 2014). Resultados semelhantes
foram observados por LAZZARINI et al. (2018) em cultivo in vitro de L. gracilis,
observando aumento significativo de crescimento das plantulas sob luz vermelha e azul com
explante de segmento apical. O tratamento a pleno sol proporcionou a maior média de MSR
(42,19 g), seguido pelo tratamento de malha vermelha (30,18 g), e os menores valores
encontrados nos tratamentos de malha azul (18,69 g) e preta (22,60 g), que ndo diferiram
entre si. A MST apresentou as maiores médias nos tratamentos a pleno sol (74,25 g) e malha
vermelha (72,33 g), sequidos pelos tratamentos de malha azul (56,06 g) e preta (61,33 g).

Nesta especie (Lippia gracilis), o acimulo de biomassa seca pelas raizes e a relacéo
raiz/parte aérea, a analise estatistica revelou diferencas significativas entre os tratamentos,
sendo as plantas cultivadas em pleno sol, o que proporcionou maior relacdo (R:PA =1,32) em

relacdo as malhas coloridas. Isto indica uma alocacéo preferencial de biomassa seca para o
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sistema radicular (Figura 2). Alocacdo de fotoassimilados maior para raizes, em relacdo a
parte aérea da planta, pode ser uma estratégia para aumentar a absor¢do de agua e nutrientes.
Assim, a espécie possa sobreviver em ambientes com maior incidéncia de ventos e alta
irradidncia e, consequentemente, maior exigéncia hidrica. Plantas da mesma espécie com
sistemas mais desenvolvidos em determinada condi¢do, credenciam-nos a terem maior
capacidade de aclimatacdo que aqueles com sistemas radiculares reduzidos. Trabalhos tém
demonstrado maior acimulo de biomassa seca no sistema radicular de plantas cultivadas na
condicéo pleno sol do que em malhas coloridas (CHAGAS et al., 2013; SOUZA et al., 2011,
COSTA et al., 2010; BRANT et al., 2009; MELO & ALVARENGA, 2009; OLIVEIRA et
al., 2009). A maior alocacdo de biomassa para as raizes em L. gracilis indica que a luz tem
um efeito estimulante para translocar os fotoassimilados para a raiz. Entretanto, o cultivo de
Ocimum gratissimum sob cultivo protegido em malhas coloridas e pleno sol, o acimulo de
biomassa seca da parte aérea foi semelhante (MARTINS et al., 2008). O acumulo de
biomassa das raizes pode variar entre as malhas, indicando que as respostas quanto ao
emprego das malhas coloridas sao particulares para cada espécie.

Observa-se na Figura 3 que a distribui¢do de biomassa seca em percentagem do
total, para os diferentes 6rgdos da planta de L. gracilis variou com as diferentes malhas
coloridas. Nas plantas cultivadas a pleno sol, o direcionamento para a raiz foi maior (56,82%)
em seguida pela malha vermelha (41,72%). Nas malhas preta e azul houve uma distribuicdo
mais equilibrada para os 6rgaos. A Figura 4 (A- parte aérea; B- raiz) mostra as plantas de

Lippia gracilis com 90 dias de cultivo, sob pleno sol e malhas vermelha, preta e azul.
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Figura 2 - Comprimento do broto principal (CB), matéria seca de folhas (MSF), caules
(MSC), raizes (MSR) e total (MST), e relagdo entre raiz e parte aérea (R:PA) de Lippia
gracilis cultivadas sob pleno sol e malhas vermelha, preta e azul. Médias seguidas por mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). Barras verticais representam o
desvio padréo.
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Distribuicao de matéria seca em folha, caule e raiz
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Figura 3 — Distribuicdo de matéria seca nas folhas, caules e raizes de plantas de Lippia
gracilis submetidas a quatro malhas coloridas. UFLA, Lavras — MG, 2021.

As malhas coloridas influenciaram os teores dos pigmentos fotossintetizantes. A
malha azul acumulou maiores teores de clorofila a e b, clorofila total, diferindo
estatisticamente dos demais tratamentos (Tabela 1). Quanto ao teor de carotenoides, houve
uma queda no teor desta classe de pigmentos apenas no cultivo sob malha vermelha (0,20
mg.g-), que foi estatisticamente distinto dos demais tratamentos. A clorofila é um pigmento
de cor verde, encontrada em plantas, que possui a funcdo de absorver luz para realizar a
fotossintese e sua intensa cor esverdeada se deve a suas fortes absor¢Ges das regides azuis e
vermelhas do espectro eletromagnético. J& os carotenoides, sdo compostos pigmentados,
lipossoluveis, variando do amarelo ao vermelho, sintetizados apenas por plantas e
microrganismos (TAIZ et al., 2017). Portanto, o cultivo nestas malhas (azul e vermelho) tem
um efeito direto na producdo de clorofila e carotenoides, justificando a intensificacdo da
producdo de clorofila no experimento de malha azul e a diminuicdo de carotenoides no
tratamento de malha vermelha. Resultados semelhantes foram encontrados por HSIE et al.,
(2019) em cultivo in vitro de Lippia rotundifolia. COELHO et al. (2021) observaram que
Urtica dioica em cultivo in vitro obteve os maiores valores de clorofila a, b e carotenoides nos

comprimentos de onda do azul, LED branco e fluorescente.
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Tabela 1- Pigmentos fotossintéticos (clorofila a e b, clorofila total e carotenoides) de L.
gracilis cultivados sobre diferentes malhas (azul, preto e vermelho) e a pleno sol.

Trat. Clorofilaa Clorofilab Clorofila total Carotenoides
Sol 1,28 b 0,20 b 0,84 b 0,23 a
Vermelha 1,18 b 0,21b 0,80b 0,20b
Preta 1,18 b 0,23 b 0,82b 0,22 a
Azul 1,52 a 0,27 a 1,03 a 0,24 a
CVv 4,95 5,74 4,75 4,97

*Médias seguidas por mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(p<0,05).

o

Figura 4 - Plantas de Lippia gracilis com 90 dias cultivadas sob pleno sol e malhas vermelha,
preta e azul: A- parte aérea; B- raiz.
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3.2 Teor, rendimento e composi¢do quimica do dleo essencial

Na avaliacdo do teor de Oleo essencial ndo houve diferenca entre as médias dos
tratamentos, com valores variando de 1,35% (pleno sol) a 1,59% (malha vermelha), com base
no peso seco (Figura 5). Quanto ao rendimento, também ndo foi verificada nenhuma
diferenca, com valores variando de 0,21 a 0,25 g.planta’. Em estudo com a espécie
Oreganum vulgare, comparando o cultivo sob malhas coloridas e a pleno sol, OLIVEIRA et
al. (2016) observaram varia¢es no teor do Oleo de 1,20% (vermelha) a 2,20% (pleno sol).
BRANT et al. (2009) observaram que o cultivo de Melissa oficinalis sob diferentes malhas
fotoconversoras e pleno sol apresentou variacdo no teor (0,34-0,44%) e rendimento (0,08-0,09
g.planta™) do 6leo essencial, enquanto CHAGAS et al. (2013) utilizando os mesmos sistemas
de cultivo com Mentha arvensis, observaram variacdo de 2,20-3,22% no teor e 0,45-0,95

g.planta™ no rendimento.

Teor de OE Lippia gracillis A Rendimento de OE Lippia gracillis B
a a
200 1 a a a 1,59 a a 0,25
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1,50 + T < 'T :
S02 -
®1,00 - s
2
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0,00 T T . 0
Pleno sol Azul Preto Vermelho Plenosol  Azul Preto Vermelho

Figura 5 - (A) Teor (%) e (B) rendimento (g.planta™) de 6leo essencial de L. gracilis
cultivados sob diferentes malhas (azul, preta e vermelha) e a pleno sol. Médias (+ desvio
padrdo) seguidas de mesmas letras mindsculas ndo diferem entre si em relacdo aos diferentes
tratamentos pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

As malhas fotoconversoras utilizadas no cultivo de L. gracilis modificaram qualitativa
e quantitativamente a composicao quimica volatil (Tabela 2). Houve diferenca significativa
entre os tratamentos sombreados e a pleno sol, com alteragdes principalmente nos compostos
majoritarios do 6leo essencial. No tratamento a pleno sol foram identificados 13 compostos
(97,96%), enquanto nos tratamentos sombreados um total de 16 compostos cada (97,76; 98,19
e 97,82%, azul, preto e vermelho, respectivamente). Os cinco compostos majoritarios sdo
carvacrol, p-cimeno, timol, (E)-cariofileno e oxido de cariofileno, totalizando respectivamente
93,82% da composi¢do do 0Oleo essencial do tratamento a pleno sol, 92,90% de malha azul,
93,02% de malha preta e 88,71% de malha vermelha.
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O carvacrol, composto principal do éleo essencial de L. gracilis, apresentou média
superior no cultivo sob malha preta (61,21%); ja& a menor média foi no cultivo a pleno sol
(59,38%), com os tratamentos sob malha azul (60,50%) e vermelha (60,48%) semelhantes.
Estes resultados encontrados para o carvacrol em L. gracilis foram superiores aos encontrados
por LAZZARINI et al. (2018) em cultivo in vitro da mesma espécie. Outro composto
majoritario, o p-cimeno, se destacou no cultivo a pleno sol (25,00%), sendo superior em 3%
do que os tratamentos com cultivo sombreados, que ndo houve diferenca entre eles. O timol,
outro composto com percentual relevante, apresentou diferenca em todos os tratamentos,
sendo no cultivo sob malha preta, o que obteve a maior média (4,38%). A menor média foi no
cultivo a pleno sol (3,93%). Entre outros compostos presentes nas amostras, podemos
destacar o (E)-cariofileno (2,63-3,82%), o0xido de cariofileno (2,36-2,88%) e mirceno (1,19-
1,25%). Todos estes compostos ja foram relatados em L. gracilis (CRUZ et al., 2018;
LAZZARINI, et al., 2018; GALVAO et al., 2019).

Comparando os trés compostos majoritarios carvacrol, p-cimeno e timol nos quatro
tratamentos, observa-se que a medida que o p-cimeno diminui nos tratamentos sombreados
(azul, preto e vermelho, respectivamente) em relacdo ao pleno sol, h& um acréscimo do
carvacrol e também do timol. Dados da literatura indicam que plantas da familia Lamiaceae
biossintetizam carvacrol e timol a partir da oxidagéo de p-cimeno, a-terpineno e y-terpineno
(CROCOLL et al. 2010; POULOSE e CROTEAU 1978; STEFANAKI et al. 2016). Contudo,
diante dos resultados da composi¢cdo quimica volatil de L. gracilis nos diferentes tratamentos,
observa-se que o cultivo sob malha preta, considerada neutra, favoreceu o aumento do
carvacrol, timol e (E)-cariofileno. Ao contrario, as malhas azul e vermelha reduziram o
contelido de p-cimeno, o0xido de cariofileno e mirceno, reforcando que ha alteragcdo no

comportamento da via de biossintese dos compostos presentes no 6leo essencial.
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Tabela 2 - Composi¢do quimica (+ desvio padrdo) dos compostos organicos volateis das
folhas de Lippia gracilis cultivados sob diferentes malhas (azul, preta e vermelha) e a pleno

sol.
Composto IR" | Tratamentos
Conteldo (%) = DP
Pleno sol Azul Preta Vermelha
1-Octeno-3-ol 978 Nd 0,15+0,03a 0,16 +0,01a 0,16 +0,01a
Mirceno 990 | 1,19+0,05a 1,21+0,02a 1,23+0,02a 1,25+0,01a
a-Terpineno 1016 | 0,46+0,01c 0,68+0,01b 0,69+0,01b 0,72+0,00 a
p-Cimeno 1024 | 25,00+£0,78a | 21,99+0,26b 21,40+ 0,27 b 21,53+0,09b
Silvestreno 1027 | 0,64+0,02a 0,52+0,01b 0,50+0,01c 0,52+0,00 b
y-Terpineno 1056 | 0,34+0,01d 0,69+001c 0,74+0,01b 0,84 +0,00 a
Linalool 1101 | 0,10+0,00 a 0,10+0,01a 0,10+ 0,00 a 0,09+0,01a
Terpineno-4-ol 1176 | 0,70+0,01a 0,66 +0,02 b 0,66+0,01b 0,66+0,01b
p-cimeno-7-ol 1287 | 0,54+0,01a 0,53+0,01a 0,52+0,00 b 0,53+0,00b
Timol 1294 | 3,93%0,04d 4,22+0,03c 4,38+0,02a 434+0,01b
Carvacrol 1306 | 59,38+0,71c | 60,50+0,48b 61,21+0,30a 60,48 +0,09 b
(E)-Cariofileno 1416 | 2,63+0,01d 3,75+0,02b 3,66+0,02c 3,82+001a
a-Humuleno 1450 Nd 0,24+0,00 a 0,24+0,00 a 0,24 £0,00 a
S-Bisaboleno 1508 Nd 0,21+0,00 b 0,21+0,00 b 0,22+0,00 a
Oxido de cariofileno | 1581 | 2,88 +0,08 a 2,44 £0,02 b 2,37£0,02¢c 2,36+0,01c
Pogostol 1652 | 0,21+0,01a 0,18+ 0,00c 0,18+ 0,00 c 0,20+ 0,00 b
Total (%) 97,96 97,76 98,19 97,82
N° de compostos 13 16 16 16

"IR indice de retencéo linear da série alcano (C8-C20), coluna HP-5MS.
“nd n&o detectado, desvio padrdo PD (n = 4).
" Médias ( desvio padréo) seguidas de mesmas letras mintsculas néo diferem entre si em relagéo aos diferentes
tratamentos pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

3.3 Doseamento e produtividade agricola de carvacrol

Com base na equagdo media de duas curvas de calibracdo (Figura 6), foi entdo

calculado o contetdo (mg/g OE), teor (mg/100g folhas) e rendimento de carvacrol

(mg/planta) dos 6leos essenciais obtidos nos tratamentos de cultivo sombreado (malha azul,

preta e vermelha) e o cultivo a pleno sol (Tabela 3).
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Figura 6 - Curvas analiticas obtidas por CLAE-DAD, em dois dias consecutivos para o
carvacrol.

Equacéo curva dia 1:

y =24.517.320,112x + 10.253.201,633; R2 = 0,99907
Equacao curva dia 2:
y =24.926.817,914x + 14.466.202,489; Rz = 0,99921

Equacdo média:

y =24.722.069,013x + 12.359.702,061; R2 = 0,9997

Os resultados mostram diferencas significativas entre as médias dos tratamentos tanto
em conteddo quanto em teor e rendimento de carvacrol, demonstrando que o uso de malhas
fotoconversoras no cultivo de L. gracilis promovem diferentes respostas. O conteldo de
carvacrol, apresentou a maior média no cultivo sob malha preta (6,87 mg/g de OE), diferindo
dos demais tratamentos, que foram semelhantes (6,13-6,49 mg/g de OE). O cultivo de L.
gracilis sob malha vermelha obteve o maior teor de carvacrol (10,30 mg/100g folhas), sendo
5% superior a malha preta e 22% em relagdo a malha azul e pleno sol.

O rendimento houve diferenca em todos os tratamentos, com o cultivo sob malha
vermelha sendo superior, ja que obteve um maior teor de carvacrol e maior biomassa seca por
planta, correspondendo a uma média de 1,98 mg/planta de carvacrol. Os outros tratamentos

variaram de 1,26 a 1,81 mg/planta. O rendimento de 6leo essencial nas plantas depende de
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alguns fatores, ou seja, o acumulo de matéria seca, a quantidade de 6leo essencial e o
conteldo (BAGHBANI-ARANI et al., 2017; AHMADI et al., 2020).

A espécie L. gracilis, por apresentar alta concentracdo de carvacrol em seu Gleo
essencial e um bom rendimento, torna-se uma excelente op¢do em substituicdo a especies
aromaticas quando o interesse é o carvacrol, a exemplo da especie Origanum vulgare.
Contudo, estudos ndo s6 na area quimica e bioldgica, mas agronémica, devem ser
intensificados com o intuito de estabelecer sistemas de plantio adequado, a fim de obter
melhores condicBes para aproveitamento de principios ativos desta espécie nativa do semi-

arido do nordeste do Brasil.

Tabela 3 — Conteudo, teor e rendimento de carvacrol no 6leo essencial das folhas de Lippia
gracilis cultivados sob diferentes malhas (azul, preta e vermelha) e a pleno sol.

Tratamento
Pleno sol Azul Preta Vermelha CV %
Contelido
mg/g OE 6,13+0,15b 6,27+0,30b 6,87+0,17a 6,49+0,10b 2,59
Teor

mg/100g folhas 8,40+0,20c 8,45+0,41c 9,79+0,25b 10,30+0,15a 2,52

Rendimento
mg/planta 1,26+0,03d 1,46+007c 1,81+005b 198+0,03a 2,56

" Médias ( desvio padréo) seguidas de mesmas letras mintsculas néo diferem entre si em relagio aos diferentes
tratamentos pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

3.4 Isolamento de flavonoides

O fracionamento cromatografico do extrato etandlico das folhas de Lippia gracilis
conduziu ao isolamento da orientina (1) e isoorientina (2) (Figura 7). A elucidagéo estrutural
destes compostos constituiu-se na analise dos dados espectrais e comparacdo com dados da
literatura. O detalhamento de todas as etapas de fracionamento, inclusive todos os espectros e
cromatogramas obtidos, estdo em material suplementar.

Orientina: sélido amarelo. RMN *H (DMSO-ds, 300 MHz) & (ppm): 6,65 (s; H-3),
13,17 (s; OH-5), 6,27 (s; H-6), 7,48 (s; H-2"), 6,86 (d; J=8,1 Hz; H-5"), 7,53 (d; J=8,4 Hz; H-
6%), 4,68 (d; J=9,9 Hz; H-1). RMN *C (DMSO-ds, 75 MHz) 8¢ (ppm): 164,11 (C-2), 102,43
(C-3), 182,04 (C-4), 160,38 (C-5), 98,07 (C-6), 162,58 (C-7), 104,55 (C-8), 156,01 (C-9),
104,05 (C-10), 122,03 (C-1°), 114,15 (C-2°), 145,82 (C-3°), 149,61 (C-4°), 115,65 (C-5"),
119,36 (C-6"), 73,9 (C-17), 70,69 (C-27), 78,76 (C-3"), 69,76 (C-4”), 82,02 (C-57), 61,57 (C-
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6”). Massas: m/z = 448 g/mol. IV: 3350 cm™ (v O-H), 2921 e 2846 cm™ (v C-H), 1432 e
1376 cm™ (8 C-H), 1602 e 1432 cm™ (v C-O-C).

Isoorientina: sélido amarelo. RMN *H (DMSO-ds, 300 MHz) 8 (ppm): 6,68 (s; H-
3), 13,57 (s; OH-5), 6,48 (s; H-8), 6,88 (d; J=8,1 Hz; H-5"). RMN **C (DMSO-dg, 75 MHz)
dc (ppm): 163,66 (C-2), 102,84 (C-3), 181,95 (C-4), 160,72 (C-5), 108,89 (C-6), 163,29 (C-
7), 93,57 (C-8), 156,21 (C-9), 104,15 (C-10), 121,43 (C-1"), 113,63 (C-2’), 145,78 (C-3°),
149,73 (C-4"), 116,09 (C-5"), 118,09 (C-6°), 78,94 (C-17), 73,07 (C-2"), 69,91 (C-37), 70,65
(C-4”), 81,91 (C-57), 61,52 (C-6"). Massas: m/z = 448 g/mol. IV: 3350 cm™ (v O-H), 2980 e
2920 cm™ (v C-H), 1432 e 1376 cm™ (8 C-H), 1580 e 1420 cm™ (v C-O-C).

A orientina e isoorientina, flavonoides pertencentes a subclasse das flavonas, foram
identificadas com base nos dados de CLAE-DAD, RMN 1H e 13C, espectros bidimensionais
HSQC, espectros de massas, infravermelho e UV/Vis (ver parte experimental), além da
comparacdo com dados publicados anteriormente (XIN ZHOU et al., 2005; HELANA N.
MICHAEL, et al, 2010; FERREIRA et al., 2016).

(isoorientina)

(orientina)

Figura 7 — Flavonas orientina e isoorientina isoladas das folhas de Lippia gracilis.

3.5 Quantificagao de orientina e isoorientina nos extratos

No teste de linearidade, as curvas analiticas obtidas em dois dias consecutivos (Tabela
4), tiveram uma excelente relacdo linear com base na massa injetada e as areas dos picos
relacionados, com coeficiente de determinacdo (R?) de 0,9995 e 0,9985, respectivamente

(Anexo 1). Estes valores indicam a existéncia de relagdo linear entre a concentragcdo de
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orientina e a absorbancia na faixa de trabalho avaliada, ou seja, a linearidade do método é
adequada. A anélise de covariancia indicou que as inclinagdes e os interceptos das duas retas
foram equivalentes e, portanto, a equacdo da reta foi estabelecida com os valores médios,
resultando na equagdo media y = 4.518.367,73-1.603.752,65 com R2 médio de 0,9992.

Tabela 4 - Massa injetada, areas medias (n = 3) e desvio padrdo relativo das curvas analiticas
da orientina, nos dois dias de analise.

Volume Massa Dia 1l Dia 2
injetado (uL) injetada Area média DPR (%) Area média DPR (%)
Orientina
Solucdo de referéncia (0,5 mg/mL)
20 10,0 43413901 0,39 44208468 0,63
15 75 31525838 0,18 32603735 0,11
10 5,0 21057799 0,35 21456468 0,17
5 2,5 9460562 1,40 8456942 2,91
Solucdo de referéncia (0,125 mg/mL)
20 2,5 9604305 0,15 9121068 2,28
15 1,875 7240444 0,73 6543866 0,55
10 1,25 4413809 0,47 4074459 0,33
5 0,625 1847221 0,59 1709056 1,60

Os teores de orientina e isoorientina, quantificadas nos extratos (Anexo 2), foram
afetados significativamente quanto ao cultivo a pleno sol e a utilizacdo das malhas
fotoconversoras, mostrando que o manejo agricola de L. gracilis, no que diz respeito a
luminosidade, pode favorecer a producdo de um determinado metabdlito secundario (Tabela
5). Os maiores percentuais de orientina e isoorientina foram encontrados no cultivo a pleno
sol (10,85 e 9,85%, respectivamente). Os tratamentos sombreados sob malha vermelha e preta
foram estatisticamente semelhantes para a orientina (8,29 e 8,34%, respectivamente), com 0
menor percentual no cultivo sob malha azul (6,21%), enquanto a isoorientina seguiu-se em
ordem descrescente o tratamento sob malha preta (7,52%), vermelha (7,22%) e azul (6,11%).
A variacdo dos metabolitos secundarios pode variar além da questdo genetica, pelos fatores
edafoclimaticos, influenciando o desenvolvimento vegetal e a biossintese de metabolitos
secundérios (COSTA et al., 2010; BROWN JUNIOR, 1988; KSOURI et al., 2008). A

influéncia da luz sobre a sintese de metabdlitos secundarios foi observada em Mentha
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arvensis (CHAGAS et al.,, 2013), Mikania glomerata (SOUZA et al., 2011), Achillea
millefolium (ALVARENGA et al., 2015), Hyptis suaveolens (ANDRADE et al., 2017) e
Plectranthus amboinicus (SILVA et al., 2017).

Tabela 5 - Valores percentuais de orientina e isoorientina nos extratos dos diferentes
tratamentos de cultivo de L. gracilis.

Flavona Tratamento
Pleno sol Azul Preta Vermelha (C%

%

orientina | 10,85+0,17a | 6,21+0,20c | 8,34+0,20b | 829+0,07b | 1,87

isoorientina | 9,85+0,21a | 6,11+0,08d | 752+0,12b | 7,22+0,05¢c | 1,78

* Médias (£ desvio padrdo) seguidas de mesmas letras mindsculas ndo diferem entre si em relagdo aos diferentes
tratamentos pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

3.6 Avaliacao do estresse oxidativo ndo enzimatico

A producéo excessiva de radicais, tais como os radicais anions superoxido, hidroxila,
oxigénio e H,O, tém sido associados com a carcinogénese, doencas cardiacas, cancer e muitos
outros problemas de salde relacionados com o avango da idade (KYUNG-A et al., 2011).
Assim, compostos antioxidantes exdgenos agem com uma funcgéo auxiliar neste processo de
defesa. Neste contexto, novos antioxidantes naturais, principalmente os isolados de plantas
medicinais, adquirem uma grande importancia, sendo nos Ultimos anos as pesquisas
farmacoldgicas destes compostos de grande interesse (SILVA et al., 2009). O teste de DPPH
é utilizado para avaliar a atividade antioxidante de extratos e substancias puras. O DPPH é um
radical capaz de reduzir na presenca de compostos doadores de elétrons. A evidéncia da
reacdo se da quando a cor violeta da solucdo metandlica de DPPH desaparece, passando,
portanto, a incolor, quando este reage com substancias que doam radicais (WU, 2006). O teste
do poder redutor auxilia nos resultados da atividade antioxidante, pois o acréscimo nos
valores de absorbancia de acordo com 0 aumento da concentracdo evidencia sua capacidade
de retirada de radical livre, ou seja, poder de reduzir espécies com elétrons isolados ou
desemparelhados (YLDIRIN et al., 2001).

Os resultados mostraram diferencas entre todos os tratamentos de cultivo de L.
gracilis, nas diferentes concentracdes testadas. O maior contetdo de fenolicos e flavonoides
levou a um aumento da atividade antioxidante, demonstrando que estes compostos s&o

responsaveis pela atividade antioxidante (JING et al. 2018). Observa-se pelos resultados
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(Tabela 6 e Figura 8), que o cultivo a pleno sol foi superior em todas as concentragfes
testadas, obtendo percentuais que chegaram a 93,14% de retirada de radical na concentragéo
400 ppm, pelo método DPPH, sendo confirmado no teste de poder redutor, diferindo dos
demais tratamentos. Este resultado corrobora com os maiores valores de fendlicos totais e
flavonoides totais encontrados nos extratos. Este fato se da pela capacidade destes compostos
fendlicos doarem elétrons, jA que possuem em sua estrutura elétrons livres, principalmente
nos grupos de hidroxilas presentes em suas moléculas, em especial aos flavonoides, que
apresentaram altos percentuais nos extratos, evidenciando o grande poder antioxidante de L.
gracilis.

Os menores valores foram encontrados no cultivo de L. gracilis sob malha azul,
reforcando a correlacdo destes resultados com os resultados encontrados para 0S compostos
fenolicos e também flavonoides. As plantas apresentam defesa antioxidante contra os danos
do estresse oxidativo, sejam enzimaticos (superdxido dismutase, catalase e outras enzimas) e
ndo enzimaticas (compostos fendlicos, etc.), sistemas de defesa antioxidante que protegem as
plantas de dano oxidativo por eliminacdo de espécies reativas de oxigénio (GILL E TUTEJA,
2010). Em estudo com extrato metandlico de Centaurea sivasica, rico em flavonoides,
mostrou-se uma atividade notavel em todos os testes de atividade antioxidante (YIRTICI et
al., 2022). Segundo PICOS-SALAS e colaboradores (2021), as flavonas apresentam
excelentes atividades antioxidantes, com potencial atividade antiinflamatéria, anticancer e

antidiabético.

Tabela 6 - Percentuais de atividade de captura de radicais usando o método DPPH, nas
concentracdes 200, 300, e 400 ppm em quatro tratamentos (cultivo sob malha azul, preta e
vermelha) e cultivo a pleno sol.

Concentragéo (ppm)
Tratamento 200 300 400
% ACR DPPH

Pleno Sol 82,74 +0,92 a 93,27+ 0,06 a 93,14+ 0,00 a
Azul 31,98+1,20d 46,78 +0,70d 61,23 +0,85
Preta 4785+120c¢C 76,05+1,12¢c 89,50+1,26 b
Vermelha 60,60+ 165D 84,96+1,06Db 92,38 +0,29 a
CV % 1,35

* Médias (£ desvio padrdo) seguidas de mesmas letras mindsculas ndo diferem entre si em relagdo aos diferentes

tratamentos na mesma época e mesma concentragdo pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
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Figura 8 - Valores de poder redutor dos tratamentos com o cultivo de L. gracilis a pleno sol,
cultivo com malha azul, preta e vermelha. Médias seguidas de mesmas letras minusculas ndo
diferem entre si em relacéo aos diferentes tratamentos pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

3.7 Andlise dos Componentes Principais (PCA)

A andlise de componentes principais (PCA) é uma técnica da estatistica multivariada
qgue consiste em transformar um conjunto de variaveis originais em outro conjunto de
variaveis de mesma dimensdo, denominadas de componentes principais. Tem o objetivo de
mostrar como os dados foram estruturados, correlacéo entre os dados, observar os outiliers e,
assim, dando uma visdo geral do comportamento dos dados.

A PCA apresenta a correlacdo entre o crescimento vegetativo, teor de éleo essencial e
compostos volateis com as diferentes malhas, explicando 96,08% da variacdo total (Figura 9).
Assim, com o uso das PC1 (82,61%%) e PC2 (13,47%) foi possivel identificar a separacdo
dos tratamentos em trés grupos: no cultivo a pleno sol (Grupo I) ocorreu maior acimulo de
materia seca de raiz, total, teor de 6leo essencial e dos compostos Oxido de cariofileno, p-
cimeno, orientina e isoorientina; Grupo Il malha vermelha e preta, maior acumulo de matéria
seca de caule, folha e dos compostos volateis timol, carvacrol e cariofileno, e na malha azul
(Grupo I11) ocorreu maior acimulo de clorofila total.

A PCA permitiu identificar a correlacdo positiva entre 0 acimulo de matérias secas
(MSR, MST), teor de 6leo e dos compostos volateis (cariofileno e p-cimeno) com o cultivo a
pleno sol e, de forma negativa com as malhas vermelha, azul e preta. E as malhas vermelha e

preta uma correlacdo positiva com matéria seca (MSF, MSC) e dos compostos timol,
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Os resultados da PCA complementam as analises e interpretacfes

anteriores.
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Figura 9 — Analise de componentes principais de variaveis avaliadas de quatro diferentes
tratamentos de cultivo de L. gracilis, pleno sol, cultivo com malha azul, preta e vermelha.
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4 CONCLUSAO

Conclui-se deste trabalho, que L. gracilis apresentou diferentes respostas quanto aos
tratamentos a que foi submetida. O cultivo nas malhas fotoconversoras nas cores azul, preta e
vermelha em comparacdo com o experimento a pleno sol, promoveram alteracfes no
crescimento vegetativo, na composicdo quimica volatil, fenolica e no estresse oxidativo das
plantas. Os resultados encontrados neste trabalho mostram que as plantas de L. gracilis
quando cultivadas com malhas, influenciam de maneira positiva 0 maior comprimento de
planta, matéria seca do caule e foliar, com o cultivo na malha azul apresentando-se a mais
eficiente na producdo de pigmentos fotossintetizantes. O cultivo na malha vermelha
apresentou o maior teor e rendimento de carvacrol, composto economicamente importante em
L. gracilis, sendo entdo recomendada esta cor de malha quando o objetivo é a producdo de
carvacrol. Quanto a producdo das flavonas orientina e isoorientina, o cultivo a pleno sol foi o
mais eficiente, inclusive apresentando maior eficiéncia no potencial de reducdo no estresse
oxidativo, ja que as flavonas sdo compostos fenolicos com alta capacidade de neutralizar 0s
radicais livres. Este estudo mostrou ainda que independente da radiacdo transmitida pelas
malhas coloridas evidenciou-se uma plasticidade fenotipica desta espécie aos espectros e

intensidades luminosas estudadas.
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6 MATERIAL SUPLEMENTAR
FITOQUIMICA - ISOLAMENTO DAS FLAVONAS
PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS GERAIS

Silica-gel 60 (40-60 um, Agela) foi utilizada nas colunas cromatograficas do tipo
flash, em diversos diametros, com a finalidade de fracionamento e isolamento dos compostos.
Foram eluidas sob pressdo, com fluxo de 5 mL/min, utilizando como solventes hexano,
acetato de etila e metanol, puros ou em misturas, em ordem crescente de polaridade. O
monitoramento do fracionamento foi realizado por cromatografia em camada delgada (CCD)
utilizando cromatofolhas de aluminio recobertas de silica-gel com indicador de fluorescéncia
UV 254 nm (Merck®). Os cromatogramas foram observados sob luz visivel e ultravioleta 365
nm, antes e apds a revelacdo com vapor de iodo e solucdo etandlica de vanilina 1%. As
analises por CLAE analitico foram realizadas em um Cromatografo Agilent Technologies
Deutschland GmbH, Waldbronn, Germany, Serie Agilent 1260 Infinity, Equipado com
Quaternary Pump VL, Diode Array Detector VL, do Departamento de Engenharia de
Alimentos da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVJIM). Foi
utilizada coluna HPLC Discovery C18, tamanho das particulas 5 um, 25 cm x 4,6 mm,
mantida a 40 °C. Os comprimentos de ondas de deteccdo foram de 190 a 400 nm. As amostras
foram dissolvidas em metanol, filtradas em microfiltro Millipore 0,45 mm e depois
centrifugadas. Volumes de 10 pL foram injetados no equipamento. Para as analises
empregou-se uma coluna C18 e fluxo de 1,0 mL/min, 40 °C, com obtenc&o de espectros no
UV, na faixa de 200 a 400 nm, que foram registrados on-line para cada pico. As analises por
CLAE preparativo foram realizadas em um Cromatografo Shimadzu, equipado com detector
de UV-visivel do tipo DAD SPD-M20A, com bombas LC-6AD, injetor manual do tipo
Rheodyne 7725i, do Departamento de Farmacia (MULTIFAR) da UFVJM. Foi utilizada
coluna Shimpack C18, 250 mm x 20 mm, particulas de 5 um. Os espectros de infravermelho
(IV) foram obtidos em um Espectrometro Agilent® Cary 630 FTIR ATR ZnSe, do
Departamento de Engenharia Quimica da UFVJM. Foram realizadas varreduras na faixa de
4000-650 cm™. Para obtencéo dos espectros de RMN (Ressonancia Magnética Nuclear) de *H
e de °C, 1D e 2D, foi realizado em equipamento da marca Bruker 300Mhz, pertencente ao
Laboratorio Integrado de Pesquisa Multiusuario dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri —
LIPEMVALE, UFVJM. Os espectros de massas (eletrospray) foram obtidos dados de alta
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resolucdo e adquiridos em um espectrometro de massa micrOTOF-1I (Bruker Daltonics,
Massachusetts, EUA) equipado com uma fonte de ionizac&o por electrospray e um analisador
de massas tipo time-of-flight, empregando uma bomba de infusdo (Kd Scientific) a uma taxa
de fluxo de 300 uL/min. A tensdo capilar e da placa final na fonte de eletrospray foi de 3,0 kV
e 0,45 kV, respectivamente, no modo de ionizagdo negativa, com uma vazdo de secagem de 8
L/min e pressdo de 4 bar a 200 °C. Uma soluc¢éo de &cido trifluoroacético de sodio (Na-TFA),
na concentracdo de 500 mg/L, foi utilizada para calibracdo do equipamento. Para aquisicédo e
analise de dados, foi usado o programa Bruker Compass Data Analysis 4.1 (Bremen,
Alemanha). As andlises foram realizadas na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto — USP, Departamento de Fisica e Quimica, no Nucleo de Pesquisa em Produtos
Naturais e Sintéticos (NPPNS). Os espectros de UV/Vis foram obtidos em um
Espectrofotdbmetro UV-Vis-Thermo Scientific modelo Genesys 105 do Departamento de
Quimica da UFVIM.,

FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DO EXTRATO

O fracionamento do extrato etandlico de Lippia gracilis foi realizado visando ao
isolamento de dois picos com maior absortividade molar observado no cromatograma em
CLAE analitico.

Preparo do extrato

Folhas secas de L. gracilis (83,3 g) foram submetidas a pulverizagdo com nitrogénio
liqguido em almofariz para preparacdo do extrato bruto etandlico. O material pulverizado foi
submetido a extracdo por sonica¢do com etanol absoluto (3 x 500 mL) (relacdo planta :
solvente = 1 : 6), a temperatura ambiente, por 24 min. em cada ciclo. Apds a evaporacao dos
solventes em evaporador rotatorio, foi obtido entdo o extrato bruto A2-136-01 (5,1 g),

rendimento de 6,12 %.

Concentracéo das fracoes

As fracOes recolhidas foram concentradas em evaporador rotatorio a 45 °C, sob

pressdo reduzida e transferidas para frascos previamente tarados. Para a eliminacdo do
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solvente, antes da pesagem, os frascos foram mantidos sob jato de ar frio e, posteriormente,

em dessecador sob véacuo por, no minimo, 48 horas.

Monitoramento do fracionamento cromatografico

O monitoramento do fracionamento foi feito por CCD. Os cromatogramas foram
observados sob luz visivel e ultravioleta 365 nm, antes e ap0s a revelacdo com vapor de iodo

e solucdo etandlica de vanilina 1%.

Fracionamento cromatogréafico do extrato bruto etandlico de Lippia gracillis

O fracionamento do extrato bruto etanolico de Lippia gracilis foi realizado visando ao
isolamento de dois picos com maior absortividade molar observado no cromatograma em
CLAE analitico. Os compostos foram isolados por dois diferentes métodos de fracionamento,
como mostra o fluxograma ao final da descri¢cdo de todos os procedimentos realizados. O
primeiro foi denominado de “fracionamento 1” e o segundo “fracionamento 2”, como ¢
descrito nos procedimentos que se seguem abaixo. O segundo foi realizado na tentativa de
melhorar a eficiéncia do processo de purificacdo e pureza das substancias isoladas no

fracionamento 1.

Fracionamento 1 - Extrato bruto etandlico (A2-136-01)

Parte do extrato bruto etandlico das folhas de L. gracilis (1,87 g) foi submetida a
procedimentos cromatograficos de filtracdo em coluna cromatografica tipo flash, utilizando
silica-gel 60 (40-60 um, Agela) em uma coluna com 2,0 cm de didametro, volume de silica
preenchendo 15 cm de altura, utilizando os solventes hexano, AcCOEt, MeOH e H,0, puros ou
em misturas, em ordem crescente de polaridade, sendo coletados desta coluna um total de 63
fracdes (Tabela 6.1).
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Tabela 6. 1 - Fracionamento do extrato bruto etandlico das folhas de L. gracilis (A2-136-01)

Eluente Fracoes
Hexano 1-5(1: 120 mL; 2-5: 40 mL cada)
Hexano: AcOEt (8:2) 6-10 (50 mL cada)
Hexano: AcOEt (6:4) 11-19 (20 mL cada)
Hexano: AcOEt (4:6) 20-40 (15 mL cada)
Hexano: AcOEt (2:8) 41-56 (12 mL cada)
AcOEt 57-58 (125 mL cada)
AcOEt:MeOH (7:3) 59-60 (100 mL cada)
AcOEt:MeOH (1:1) 61 (100 mL)
MeOH 62 (100 mL)
H,O 63 (100 mL)

Apo6s anélise dos perfis cromatogréficos das fragbes em CCD, foram entdo reunidas

em 16 grupos (Tabela 6.2).

Tabela 6.2 - Grupos das fracdes obtidas por CCDs de A2-136-01.

Grupos (Codigo) Fractes Massa
R1 1-5 2,0 mg
R2 6-8 275,3 mg
R3 9-11 90,0 mg
R4 12-18 28,4 mg
RS 19-21 4,5mg
R6 22-25 12,6 mg
R7 26-30 12,5 mg
R8 (A2-149-01) 31-36 19,0 mg
R9 (A2-149-01) 37-40 50 mg
R10 (A2-149-01) 41-46 13,7 mg

R11 (A2-149-01) 47-52 86,6 Mg
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R12 (A2-149-01) 53-54 0,3 mg

R13 55-58 20,0 mg
R14 (A2-148-01) 59 298,7 mg
R15 60-62 50,0 mg
R16 63 30,0 mg

Ap0s reunido das fragdes (Tabela 6.2), como ainda algumas apresentaram um perfil
cromatografico semelhante em CCD, as fracdes R8, R9, R10, R11 e R12 foram reagrupadas,
sob o codigo A2-149-01 (169,6 mg). Outro grupo interessante foi 0 R14, codificada como
A2-148-01 (298,7 mg). Diante das massas obtidas desses grupos e perfil cromatografico em
CCD e CLAE, elas foram submetidas a outros procedimentos cromatograficos, como segue

abaixo.

Fracionamento de A2-149-01

A fracdo A2-149-01 (169,6 mg), oriunda do agrupamento dos grupos R8 a R12
(Tabela 6.2) foi submetida ao fracionamento em coluna cromatografica tipo flash, utilizando
0s solventes hexano, AcOEt, e MeOH puro ou em misturas, em gradiente crescente de
polaridade, obtendo entdo 59 fragOes, coletadas em diferentes volumes (Tabela 6.3).

Tabela 6.3 - Fracionamento de A2-149-01

Eluente Fracoes
Hexano: AcOEt (8:2) 1-6 (15 mL cada)
Hexano: AcOEt (6:4) 7-19 (15 mL cada)
Hexano: AcOEt (1:1) 20-22 (30 mL cada)
Hexano: AcOEt (4:6) 23-56 (15 mL cada)
AcOEt 57 (100 mL)
AcOEt:MeOH (1:1) 58 (100 mL)
MeOH 59 (100 mL)

As fracdes coletadas foram entdo agrupadas em varias grupos de acordo com seu perfil

cromatografico em CCD (Tabela 6.4).
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Tabela 6.4 - Reunido das fracfes obtidas por CCDs de A2-149-01.

Grupos (Codigo) Fracoes Massa
R1 1-6 5,0 mg
R2 7-19 5,3 mg
R3 20-22 3,5 mg
R4 23-28 3,8 mg
R5 (A2-153-02) 30-38 9,0 mg
R6 39-44 6,5 mg
R7 45-52 8,0 mg
R8 53-56 2,0 mg
R9 57-59 8,4 mg

O grupo R5 (A2-153-02) (Tabela 6.4) apresentou em CCD uma uUnica banda, com
forte absor¢do no UV 254 nm, sendo confirmada em CLAE analitico (> 70%), portanto foi
submetida as anéalises espectroscépicas de RMN tH e 3C, bidimensional HSQC, espectros de

massas, infravermelho e UV/Vis para elucidacéo estrutural.

Fracionamento de A2-148-01

Apos verificar seu perfil em CLAE, este grupo foi submetido a coluna cromatografica
tipo flash, utilizando silica-gel 60 (40-60 um, Agela) em uma coluna com 2,0 cm de diametro,
volume de silica preenchendo 15 cm de altura, na tentativa de purificacdo das duas

substancias correspondentes aos picos de maior intensidade (Figura 6.1).
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Figura 6.1 - Cromatograma obtido por CLAE de A2-148-01. CondicGes de analise: Detector
UV-Vis, 280 nm, Coluna C18 e fluxo de 1 mL/min, 40 °C, volume de inje¢do: 10 mL. Fase
movel: A: H,O com 0,1% de acido acético e B: Metanol. Gradiente 0 — 5 min: 10 % B, 5 — 40
min: 10% B a 80% de B.

Foram obtidas 44 fracdes, eluidas utilizando os solventes AcOEt, MeOH e H,O puros

ou em misturas, em gradientes crescentes de polaridade (Tabela 6.5).

Tabela 6.5 - Fracionamento de A2-148-01

Eluente Fracoes
AcOEt:MeOH (9:1) 1-15 (10 mL cada)
AcOEt:MeOH (7:3) 16-40 (10 mL cada)
AcOEt:MeOH (1:1) 41 (100 mL)
MeOH 42 (100 mL)
MeOH:H,0 (1:1) 43 (100 mL)
H.0 44 (100 mL)

As fracOes coletadas nesta coluna foram reunidas em grupos de acordo com seu perfil

cromatografico em CCD (Tabela 6.6).



Tabela 6.6 - Reunido das fracbes obtidas por CCDs de A2-148-01.

Grupos (Codigo) Fractes Massa
R1 1 2,0 mg
R2 (A2-165-01) 2-3 9,3 mg
R3 4 10,0 mg
R4 5-9 9,0 mg
R5 (A2-168-01) 10-12 12,0 mg
R6 13-23 20,0 mg
R7 24-40 30,5 mg
R8 41 22,5 mg
R9 42 10,4 mg
R10 43 42,3 mg
R11 44 32,0 mg

Do fracionamento de A2-148-01 foram obtidas duas amostras (Tabela 6.6). Uma das
amostras foi proveniente do grupo R2, codificada como A2-165-01 (9,3 mg), submetida entédo
a analises espectroscépicas de RMN tH e 13C, bidimensional HSQC, espectros de massas,
infravermelho e UV/Vis. O grupo R5, cédigo A2-168-01 (12,0 mg), também foi submetida a
analises espectroscopicas. Abaixo, na Figura 6.2 podemos observar o esquema dos

procedimentos fitoquimicos do “fracionamento 1 do extrato bruto em etanol das folhas de

Lippia gracilis (A2-136-01).
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A2-136-01
1,87¢g
CCF
64 fragdes
A2-149-01 (R8-R12) A2-148-01 (R14)
169,6 mg 298,7 mg
CCF
CCF 44 fragoes
59 fragdes \l/ \l/
A2-153-02 (R5) A2-165-01 (R2) A2-168-01 (R5)
9,0 mg 9,3mg 12,0 mg

Figura 6.2 - Esquema do estudo fitoquimico do “fracionamento 17 do extrato bruto em etanol
das folhas de Lippia gracilis (A2-136-01).

Fracionamento 2 - Extrato bruto etanédlico (A2-136-01)

A fim de encontrar uma maneira mais eficiente, rapida, maior quantidade, e melhorar a
pureza das flavonas isoladas, outra estratégia de fracionamento com outra parte do extrato
bruto etandlico das folhas de L. gracilis (2,90 g) foi executada. O extrato foi submetido a
filtracdo em coluna cromatogréfica tipo flash, utilizando silica-gel 60 (40-60 um, Agela) em
uma coluna com 2,5 cm de diametro, volume de silica preenchendo 15 cm de altura,
utilizando o solventes hexano, AcOEt, MeOH e H,0O, puros ou em misturas, em ordem
crescente de polaridade, sendo entdo coletados desta coluna um total de 20 fracGes (Tabela
6.7).
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Tabela 6.7 - Fracionamento do extrato etanolico das folhas de L. gracilis (A2-136-01).

Eluente Fracoes
Hexano: AcOEt (8:2) 1-2 (100 mL cada)
Hexano: AcOEt (1:1) 3-5 (70 mL cada)
Hexano: AcOEt (3:7) 6-7 (100 mL cada)
AcOEt 8-12 (120 mL cada)
AcOEt:MeOH (7:3) 13-15 (50 mL cada)
AcOEt:MeOH (1:1) 16-18 (50 mL cada)
MeOH 19 (100 mL)
H20 20 (100 mL)

Apos verificar os perfis cromatograficos das fragdes em CCD, foram entdo reunidas
em 10 grupos (Tabela 6.8).

Tabela 6.8 - Reunido das fracOes obtidas por CCDs de A2-136-01.

Grupos (codigo) Fracoes Massa
R1 1-3 620,5 mg mg
R2 4-5 300,8 mg
R3 6-7 200,0 mg
R4 8-11 40,0 mg
RS 12-13 12,4 mg
R6 (A2-160-01) 14 488,3 mg
R7 15 20,1 mg
R8 16-18 58,3 mg
R9 19 55,4 mg
R10 20 53,2 mg

O grupo R6, de massa 488,3 mg (A2-160-01) apresentou perfil cromatografico em
CLAE (Figura 6.3) indicando a presenca de dois picos majoritarios com tempos de retencdo

em 23 min min e 25 min, cujos espectros no UV sdo compativeis com padrdes espectrais de
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flavonas, como mostra a Figura 6.4. Esta fracdo foi submetida a procedimentos

cromatograficos descritos a seguir, com o objetivo de isolar as duas substancias com maior

area de pico.
2000 __ DAD: Signal A, 210 nm/Bw:4 nm
amostra 14
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?r: 1000
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Figura 6.3 - Cromatograma obtido por CLAE de A2-160-01. Condigdes de analise: Detector
UV-Vis, 210 nm, coluna C18, 25 cm x 4,6 mm x 5 um, mantida a 40 °C, fluxo de 1 mL/min,
volume de injecdo: 10 mL. Fase movel: A: H,O com 0,1% de acido acético e B: Metanol.
Gradiente 0 — 65 min: 5 % B a 95% B, 65 — 70 min: 95% B, 70 — 75 min: 95% B a 5% de B,

75 — 85 min: 5% B.
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Figura 6.4 - Espectros de varredura UV-Vis de A2-165-01 e A2-168-01, mostrando 0s
deslocamentos de bandas quando complexado com AICls.

Fracionamento de A2-160-01 em CLAE prepaparativa

A fracdo A2-160-01 foi submetida a fracionamento por CLAE preparativa, ja que da

primeira tentativa de fracionamento do extrato bruto (“fracionamento 17), utilizando apenas

etapas com coluna cromatografica tipo flash, ndo houve uma boa separacdo dessas

substancias.
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Para as andlises de purificacdo em CLAE preparativo, foi utilizado 306,7 mg de A2-
160-01, diluido em 5,5 mL (55,8 mg/mL) distribuidos em onze corridas cromatogréficas, com
injecdo de 500 pL por aplicacdo. Fase mével A: H,O e B: MeOH, corridas com tempo de 30
minutos, fluxo de 12 mL/min, eluicdo no modo gradiente 0 — 30 min: 30% B a 60% B.

As corridas cromatogréficas foram acompanhandas em tempo real e coletadas fragdes
nos tempos de retencdo de interesse, relacionadas aos dois picos majoritarios. As fracoes
coletadas nas onze corridas foram entdo reunidas de acordo com o tempo de retencédo (TR).
Na Tabela 6.9 é apresentado o TR e as massas das substancias de interesse obtidas no

fracionamento.

Tabela 6.9 - Fracionamento de A2-160-01 em CLAE preparativo.

TR Massa Cadigo
17,40-18,40 (A3-11-01) 55,8 mg A3-11-01
17,40-18,40 (A3-11-02) 19,6 mg A3-11-02
18,40-19,30 (A3-11-03) 27,9 mg A3-11-03

Analises por CLAE analitico a 1,0 mg/mL de A3-11-03 (27,9 mg) indicaram pureza
de 86% de percentagem de area relativa. Esta fracdo possui perfil cromatografico por CLAE
analitico equivalente a A2-168-01, obtida no “fracionamento 1. As amostras A3-11-01 e A3-
11-02, ap6s avaliacdo do perfil cromatografico em CLAE analitico, foram agrupadas (75,4
mg) e ressubmetidas a fracionamento por CLAE preparativo, diluido em 500 pL e injecdo do
volume total em uma aplicacdo. Utilizou-se fase mével A: H,O e B: MeOH, tempo de 30
minutos, fluxo de 12 mL/min, eluicdo no modo gradiente 0 — 30 min: 30% B a 60% B.
Obteve-se entdo A3-13-01 (5,0 mg), com pureza de 91 % em percentagem de &rea na
concentracdo 1,0 mg/mL, equivalente a A2-165-01. A Figura 6.5 apresenta 0 esquema dos
procedimentos fitoquimicos do “fracionamento 2” do extrato bruto em etanol das folhas de

Lippia gracilis (A2-136-01).
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Figura 6.5 - Esquema do estudo fitoquimico do “fracionamento 2” do extrato bruto em etanol
das folhas de Lippia gracilis (A2-136-01).

A figura 6.6 mostra o esquema geral do “fracionamento 1” e “fracionamento 2” do

extrato bruto etanodlico de L. gracilis (A2-136-01).



105

Folhas secas e pulverizadas
83,39

500 mL Etanol absoluto
Sonicagao por 24 min (3x)
Evaporacéo do solvente

Extrato etanodlico
A2-136-01
51q
Rendimento: 6,12 %

Fracionamento 1 Fracionamento 2

A2-136-01 A2-136-01
187 2,90 g

CCF CCF
Coletadas 64 fragoes Coletadas 20 fracbes
AcOEt:MeOH (7:3)

Hexano:AcOEt (2:8)

AcOEt:MeOH (7:3)

A2-160-01 (R6)

A2-160-01 (R6)

488,3m 18,6 m
A2-149-01 (R8-R12) A2-148-01 (R14) ° armazenago
169,6 mg 298,7 mg
oCF CCF A2-160-01 (R6)

Coletadas 59 fragdes Coletadas 44 frages 306,7 mg

Hexano:AcOEt (4:6)

CLAE preparativo
Coletadas 3 fragdes

AcOEt:MeOH (9:1) AcOEt:MeOH (9:1)

A2-153-02 (R5)

Gradiente: A: H,0 e B: MeOH
9,0 mg A2-165-01 (R2) A2-168-01 (R4) 0— 30 min: 30% B 4 60% B
9,3 mg 12,0 mg
A3-11-01 A3-11-02 A3-11-03
55,8 mg 19,6 mg 27,9 mg

Reuni ao das amostras
CLAE preparativo

A3-13-01

Figura 6.6 - Esquema geral dos fracionamentos 1 e 2 de A2- 5.0 mg

136-01 de L. gracilis.
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PUREZA, CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA E ESTRUTURAL DAS
SUBSTANCIAS ISOLADAS

Elucidacgdo estrutural de A2-165-01 e A3-13-01

A substancia A2-165-01 foi isolada do extrato etandlico das folhas de L.
gracilis, de coloracdo amarela e apresentando absorcao caracteristica de flavonoides em
CLAE (Figuras 6.7), bem como deslocamentos de bandas quando submetidas a
varredura em analise de UV-Vis, utilizando AICI3 como agente complexante (Figura
6.9). A mesma substancia A3-13-01 (Figura 6.8), foi isolada no “fracionamento 2”, com
pureza de 91% por CLAE (utilizada nos trabalhos de quantificacéo dos extratos).
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Figura 6.7 - Cromatograma obtido por CLAE de A2-165-01. Condicdes de analise:
Detector UV-Vis, 210 nm, coluna C18, 25 cm x 4,6 mm x 5 pum,, mantida a 40 °C,
fluxo de 1 mL/min, volume de injecdo: 10 mL. Fase movel: A: H,O com 0,1% de &cido
acético e B: Metanol. Gradiente 0 — 65 min: 5 % B a 95% B, 65 — 70 min: 95% B, 70 —
75 min: 95% B a 5% de B, 75 — 85 min: 5% B.
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Figura 6.8 - Cromatograma obtido por CLAE de A3-13-01 — 91 % de pureza de &rea.
Condicgoes de analise: Detector UV-Vis, 210 nm, coluna C18, 25 cm x 4,6 mm x 5 ym,,
mantida a 40 °C, fluxo de 1 mL/min, volume de inje¢do: 10 mL. Fase mével: A: H,O
com 0,1% de acido acético e B: Metanol. Gradiente 0 — 65 min: 5 % B a 95% B, 65 —
70 min: 95% B, 70 — 75 min: 95% B a 5% de B, 75 — 85 min: 5% B.
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Figura 6.9 - Espectro de varredura UV-Vis de A2-165-01 (solubilizada em metanol),
mostrando os deslocamentos de bandas quando complexado com AICls.
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Na analise por espectrometria de massas com ionizacdo por eletrospray (modo
negativo) foi possivel identificar a massa da substadncia A2-165-01 (Figura 6.10),
correspondendo a 448 g/mol. Devido & analise ser realizada no modo negativo, houve
uma desprotonacéo, sendo no espectro observando uma massa de 447,11 g/mol. Esta

massa corresponde a massa de duas possiveis flavonas orientina e isoorientina.

Analysis Info Acquisition Date 3/3/2021 4-18:40 PM
Analysis Name D:\Data\RODRIGO\DATA\Prof Patricia Aluno Abraao UFVJMAZ2-165-01_NEG B.d

Method MS_INFUSAQ DIRETA_POS.m Operator BD@AL

Sample Name A2-165-01_NEG_B Instrument micrOTOF

Comment

Intens. A2-165-01_NEG_B.d: -MS, 2.1min #126|
*105]
493.1113

0.4 /
301.2489 431.1110

447.1067

255.2408
145.0485 621.4478
{ 187.0969 '
0.0l waalit] L". L] llullll .;l.LH L o W
100 200 300 400 500 800 miz

2250650 575.0599

Bruker Compass DataAnalysis 4.3 printed: 3/3/2021 6:00:44 PM by: BD@AL Page 10of 1

Figura 6.10 - Espectro de massas com ionizagdo por eletrospray (modo negativo) da
substancia A2-165-01.

O espectro no infravermelho (IV) (Figura 6.11) mostra as bandas de absorcao
caracteristica da classe da substancia. Em 3350 cm™ (estiramento de ligacdo O-H), 2921
e 2846 cm™ (estiramento de ligacdo C-H alifatica e/ou aliciclica), 1432 e 1376 cm™
(deformacdes de ligacdo C-H alifatica e/ou aliciclica), 1602 e 1432 cm™ (estiramento de
ligagdo C-O-C) (SILVERSTEIN et al, 1994).
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Figura 6.11 - Espectro de IV da substancia A2-165-01 (orientina).

O espectro de RMN de *H e suas expansées (Figuras 6.12 e 6.13) mostram 0s
singletos em dy 6,27, 6,65, 7,48 e 13,17, referentes aos atomos de hidrogénio H-6, H-3,
H-2> ¢ OH da posigdo C-5. Trés dupletos foram registrados em oy 4,68 (J= 9,9 Hz)
atribuido a H-1”, &y 6,86 (J= 8,1 Hz) atribuido a H-5" e 6y 7,53 (J=8,4 Hz) atribuido a
H-6". Os sinais dos hidrogénios em H-2’ e H-6" devido a resolucdo do equipamento,
ndo desdobraram em dupletos e duplo dupletos, respectivamente. Estes deslocamentos
sdo compativeis com os deslocamentos da orientina, nome IUPAC: 8-(B-D-
Glicopiranosil)-3',4',5,7-tetrahidroxiflavona, conforme XIN ZHOU et al.,, (2005)
(Tabela 6.10).
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SpinWorks 4: Amostra A2-165-01 em DMSO
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Figura 6.12 - Espectro de RMN de *H de A2-165-01 (orientina) (DMSO; 300 MHz).

SpinWorks 4: Amostra A2-165-01 em DMSO
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Figura 6.13 - Expansdo do espectro de RMN de *H de A2-165-01 (orientina) (DMSO;
300 MHz).
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Quanto ao espectro de RMN de *3C e suas expansdes (Figuras 6.14, 6.15 e 6.16)
observaram-se todos 0s 21 sinais da orientina (Tabela 6.10). Podemos observar o sinal
em oc 182,04 atribuido ao atomo de carbono C-4 da carbonila (C=0) do anel aromaético
C. Os sinais em oc 160,38 e 162,58 foram atribuidos aos atomos de carbono
hidroxilados C-5 e C-7, respectivamente. Outros sinais de carbonos hidroxilados sdo em
oc 145,82 e 149,61, correspondendo a C-3* e C-4’, respectivamente. O sinal em dc
104,55 corresponde ao atomo de carbono C-8, onde esta o grupo substituinte glicosideo,
sendo confirmados todos seus sinais (XIN ZHOU et al., 2005).

Tabela 6.10 - Comparacéo dos deslocamentos quimicos de RMN de **C (DMSO, 75
MHz) e de *H (DMSO, 300 MHz) de A2-165-01 com dados da literatura (XIN ZHOU
et al., 2005).

Posigéo Orientina oc Orientina oy A2-165-01 A2-165-01
Xin Zhou et al., 2005 Xin Zhou et al., 2005 oc On

C-2 164,16 164,11

C-3 102,41 (6,65; s) 102,43 6,65 (s)

C-4 182,03 182,04

C-5 160,47 (13,15; s; OH) 160,38 13,17 (s; OH)

C-6 98,31 (6,25; s) 98,07 6,27 (s)

C-7 162,80 162,58

c-8 104,65 104,55

C-9 156,01 156,01

C-10 103,99 104,05

C-1’ 121,97 122,03

c-2 114,07 (7,44;d; J=2,1 H2) 114,15 7,48 (s)

C-3’ 145,95 145,82

c-4 149,90 149,61

C-5’ 115,78 (6,90; d; J= 8,2 Hz) 115,65 6,86 (d; J= 8,1 Hz)

C-6’ 119,45 (7,50; dd; J=2,1; 8,1 Hz) 119,36 7,53 (d; J= 8,4 Hz)

C-1” 73,50 (4,72; d; J=9,0 Hz) 73,39 4,68 (d; J=9,9 Hz)

c-2» 70,90 70,69

c-3” 78,88 78,76

c-4> 70,83 69,76

C-5> 82,04 82,02

C-6” 61,76 61,57
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Figura 6.14 - Espectro de RMN de *C de A2-165-01 (orientina) (DMSO; 75 MHz).
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Figura 6.15 - Expanséo do espectro de RMN de *C de A2-165-01 (orientina) (DMSO;

75 MHz).
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Figura 6.16 - Expansdo do espectro de RMN de *°C de A2-165-01 (orientina) (DMSO;

75 MHz).

Através do subespectro DEPT-135 (Figura 6.17) foi possivel confirmar a

presenca dos atomos de carbono metinicos, metilicos e ndo hidrogenados. No Espectro

HSQC-editado foram confirmados os hidrogénios ligados a carbonos, principalmente os

singletos de C-3 e C-6, bem como os dupletos de C-5, C-6’ e C-1” (Figura 6.18).
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Figura 6.17 - Espectro DEPT-135 de A2-165-01 (orientina) (DMSQO; 75 MHz).
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Figura 6.18 - Espectro HSQC-editado de A2-165-01 (orientina) (DMSO; 300 MHz).

Elucidagéo estrutural de A2-168-01 e A3-11-03

A substancia A2-168-01 foi isolada do extrato etanolico das folhas de L.
gracilis, de coloracdo amarela, apresentando absorcao caracteristica de flavonoides em
CLAE (Figura 6.19), bem como deslocamentos de bandas quando submetidas a
varredura em andlise de UV-Vis, utilizando AICI; como agente complexante (Figura
6.21). A mesma substancia A3-11-03 (Figura 6.20) foi isolada no “fracionamento 2”,
com pureza de 86% por CLAE.
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Figura 6.19 - Cromatograma obtido por CLAE de A2-168-01. Condigdes de analise:
Detector UV-Vis, 210 nm, coluna C18, 25 cm x 4,6 mm x 5 um, mantida a 40 °C, fluxo
de 1 mL/min, volume de injecdo: 10 mL. Fase mdvel: A: H,O com 0,1% de &cido
acetico e B: Metanol. Gradiente 0 — 65 min: 5 % B a 95% B, 65 — 70 min: 95% B, 70 —
75 min: 95% B a 5% de B, 75 — 85 min: 5% B.
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Figura 6.20 - Cromatograma obtido por CLAE de A3-11-03. Amostra obtida no
Fracionamento 2 — 86% de pureza. Condicdes de analise: Detector UV-Vis, 210 nm,
coluna C18, 25 cm x 4,6 mm x 5 um,, mantida a 40 °C, fluxo de 1 mL/min, volume de
injecdo: 10 mL. Fase mdvel: A: H,O com 0,1% de &cido acético e B: Metanol.
Gradiente 0 — 65 min: 5 % B a 95% B, 65 — 70 min: 95% B, 70 — 75 min: 95% B a 5%
de B, 75 — 85 min: 5% B.
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Figura 6.21 - Espectro de varredura UV-Vis de A2-168-01 (solubilizada em metanol),
mostrando os deslocamentos de bandas quando complexado com AICls.

Pela técnica de espectrometria de massas com ionizacdo por eletrospray, no

modo negativo, foi possivel identificar a massa de 448 g/mol (Figura 6.22).
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Figura 6.22 - Espectro de massas com ionizacdo por eletrospray (modo negativo) da
substancia A2-168-01.



117

O espectro de infravermelho (Figura 6.23) mostra as bandas de absorcao
caracteristicas da classe da substancia. Em 3350 cm™ (estiramento de ligagdo O-H),
2930 e 2850 cm™ (estiramento de ligacdo C-H alifatica e/ou aliciclica), 1440 e 1382 cm”
! (deformac6es de ligacdo C-H alifatica e/ou aliciclica), 1602 e 1432 cm™ (estiramento

de ligagio C-O-C) (SILVERSTEIN et al, 1994).
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Figura 6.23 - Espectro de IV da substancia A2-168-01.

Pelo espectro de RMN de *H e suas expans6es (Figuras 6.24 e 6.25) observamos
os singletos em dy 6,48, 6,68 e 13,57, referentes aos atomos de hidrogénio H-8, H-3 e
OH da posicao C-5. Apenas um dupleto foi possivel identificar, em 3y 6,88 (J= 8,1 Hz),
atribuido a H-5". Estes deslocamentos sdo compativeis com os deslocamentos da
isoorientina, nome IUPAC: 6-(B-D-Glicopiranosil)-3',4',5,7-tetrahidroxiflavona,
conforme HELANA N. MICHAEL, et al., (2010) (Tabela 6.11).
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SpinWorks 4: Amostra A2-168-01 em DMSO
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Figura 6.24 - Espectro de RMN de *H de A2-168-01 (isoorientina) (DMSO; 300 MHz).

SpinWorks 4: Amostra A2-168-01 em DMSO
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Figura 6.25 - Expansdo do espectro de RMN de 'H de A2-168-01 (isoorientina)
(DMSO; 300 MHz).
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Analisando o espectro de RMN de **C e suas expansdes (Figuras 6.26, 6.27,
6.28 e 6.29), dos 21 sinais presentes na estrutura da molécula, apenas quatro destes
apresentaram-se com baixa intensidade, em nivel de ruido, sendo confirmados no
espectro bidimensional HSQC (Tabela 6.11). Podemos observar o sinal em oc 181,95
atribuido ao atomo de carbono C-4 da carbonila (C=0) do anel aromatico C. Os sinais
em oc 160,72 e 163,29 foram atribuidos aos &tomos de carbono hidroxilados C-5 e C-7,
respectivamente. Outros sinais de carbonos hidroxilados sé&o em Jc 145,78 e 149,73,
correspondendo a C-3* e C-4’, respectivamente. O sinal em dc 108,89, corresponde ao
atomo de carbono C-6, onde estd o grupo substituinte glicosideo, na qual foram
confirmados todos seus sinais (HELANA N. MICHAEL, et al., 2010).
Tabela 6.11 - Comparacéo dos deslocamentos quimicos de RMN de **C (DMSO, 75

MHz) e de 'H (DMSO, 300 MHz) de A2-168-01 com dados da literatura (Helana N.
Michael, et al, 2010).

Posigéo Isoorientina oc Isoorientina oy A2-168-01 A2-168-01
Helana N. Michael, | Helana N. Michael, et al, 2010 oc On
et al, 2010
C-2 163,30 163,66
C-3 102,71 (6,59; s) 102,84 6,68 (s)
C-4 181,70 181,95
C-5 160,57 160,72 13,57 (s; OH)
C-6 108,7 108,89
Cc-7 163,0 163,29
C-8 93,4 (6,53; s) 93,57 6,48 (s)
C-9 156,2 156,21
C-10 103,3 104,15
C-1’ 121,30 121,43~
c-2 113,2 (7,4;d; J=2,5 Hz) 113,63 "
C-3 145,64 145,78
C-4 149,53 149,73
C-5’ 115,9 (6,93; d; J= 8,0 Hz) 116,09 6,88 (d; J= 8,1 Hz)
C-6’ 118,83 (7,39; dd; J=2,5; 8,0 Hz) 118,09
C-17 78,9 (4,82; d; J=10,0 Hz) 78,94
c-2> 72,42 73,07
Cc-3” 70,82 69,91
C-4> 71,13 70,65
C-5> 81,2 81,91
C-6” 61,5 61,52

" Sinais pouco intensos de **C, confirmados no HSQC.
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SpinWorks 4: Amostra A2-168-01 em DMSO
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Figura 6.26 - Espectro de RMN de *C de A2-168-01 (isoorientina) (DMSO; 75 MHz).

SpinWorks 4: Amostra A2-168-01 em DMSO
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Figura 6.27 - Expansdo do espectro de RMN de *C de A2-168-01 (isoorientina)
(DMSO: 75 MHz).
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SpinWorks 4: Amostra A2-168-01 em DMSO
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Figura 6.28 - Expansdo do espectro de RMN de '*C de A2-168-01 (isoorientina)
(DMSO; 75 MHz).
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Figura 6.29 - Expansdo do espectro de RMN de *C de A2-168-01 (isoorientina)
(DMSO; 75 MHz).
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Através do subespectro DEPT-135 (Figura 6.30) foi possivel confirmar a
presenca dos atomos de carbono metinicos, metilicos e ndo hidrogenados. O espectro
HSQC-editado e suas expansdes foram confirmados os hidrogénios ligados a carbonos,
principalmente os singletos de C-3 e C-8, bem como o dupleto de C-5’ (Figuras 6.31,
6.32 e 6.33).
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Figura 6.30 - Espectro DEPT-135 de A2-168-01 (isoorientina) (DMSO; 75 MHz).
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Figura 6.31 - Espectro HSQC-editado de A2-168-01 (isoorientina) (DMSO; 300 MHz).
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Figura 6.32 - Expansdo do espectro HSQC-editado de AZ2-168-01 (isoorientina)

(DMSO; 300 MHz).
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Figura 6.33 - Expansdo do espectro HSQC-editado de AZ2-168-01 (isoorientina)

(DMSO; 300 MHz).
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ANEXO 1

Curvas analiticas obtidas por CLAE-DAD, em dois dias consecutivos para a substancia

orientina

5%107
-~ Curva 1
4x107 -2 Curva 2
o 3%107-
g
'L 2x1074
1%107 -
o——— T T
0 5 10 15

Massa injetada de orientina (pg)

Equacdo curva dia 1:

y = 4.427.554,49x - 1.224.649,82 (R? = 0,9995)
Equacao curva dia 2:

y =4.609.180,96x - 1.982.855,47 (Rz = 0,9985)
Equacdo média:

y = 4.518.367,73-1.603.752,65 (R? = 0,9992)
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Quantificacao das flavonas orientina e isoorientina nos extratos de Lippia

gracilis

Perfis cromatograficos dos extratos provenientes dos quatro tratamentos
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i

Minutes.

Cromatogramas dos extratos do primeiro corte, cultivo pleno sol, cultivo sob malha azul, preta e
vermelha. Condices de andlise: Detector UV-Vis, 210 nm, coluna C18, 25 cm x 4,6 mm x 5 pm, mantida
a 40 °C, fluxo de 1 mL/min, volume de injecdo: 10 mL. Fase mével: A: H,O com 0,1% de 4cido acético e
B: Metanol. Gradiente 0 — 65 min: 5 % B & 95% B, 65 — 70 min: 95% B, 70 — 75 min: 95% B & 5% de B,

75 — 85 min: 5% B.
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Cromatograma da substancia orientina, a 210 nm, com 91% de pureza.
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Pureza de pico da substancia orientina isolada, com 99% de probabilidade e 3 % de

limite (threshold) — pico 23,2 min.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O conhecimento cientifico é extremamente importante para a sociedade, pois € a
partir dele que é possivel a transformacdo social e tecnoldgica. O conhecimento
cientifico gerado consolida o saber, levando para as futuras geracGes conhecimentos
mais solidificados sobre determinado assunto. A area de quimica de produtos naturais
vem, neste sentido, para contribuir com o conhecimento popular, ja que o uso de plantas
medicinais muitas das vezes é 0 Unico recurso terapéutico usado por muitas
comunidades, apresentando ainda uma fonte inesgotavel de principios ativos com
potencial para tratamento de diversas enfermidades, que precisa cada vez mais ser
explorada. A espécie Lippia gracilis € uma destas plantas, ja utilizada na medicina
tradicional do nordeste brasileiro, inclusive uma planta endémica da regido. O trabalho
realizado nesta tese de doutorado vem para contribuir com novos conhecimentos
quimico-agrondmicos para esta espécie, uma vez que a producdo vegetal é um gargalo
para a exploragdo comercial de produtos oriundos de plantas medicinais e aromaticas.
Portanto, este trabalho é apenas uma fatia do potencial inestimavel da espécie L.
gracilis. A continuagdo dos trabalhos com esta planta é de extrema importancia, ja que
diversas moléculas presentes na planta sdo desconhecidas, bem como suas atividades
bioldgicas. Assim como, outros estudos agrondmicos no sentido de encontrar melhores
condigdes de plantio, manejo, colheita e beneficiamento para um melhor

aproveitamento dos compostos bioativos de Lippia gracilis.



