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RESUMO GERAL

Espécies do género Digitalis, popularmente conhecidas como ‘Dedaleira", sdo a
principal fonte de heterosideos cardiotonicos (HCs) do tipo cardenolideos, responsaveis por
grande parte de suas propriedades farmacoldgicas e aplicacdes terapéuticas. O cardenolideo
glicoevatromonosideo (GEV), produzido em Digitalis mariana ssp. heywoodii, possui grande
valor medicinal por inibir efetivamente o virus da Herpes simplex tipo 1 (VHS-1), aciclovir-
resistente e demonstrou atividade anticancerigena in vitro. Objetivou-se avaliar o crescimento
vegetativo e acimulo de cardenolideos totais e do glicoevatromonosideo (GEV), em plantas
cultivadas de Digitalis mariana ssp. heywoodii, em vasos sob diferentes malhas coloridas e em
sistema hidroponico sob omissdao de macro e micronutrientes. Para isto, primeiramente foi
desenvolvido e validado um método de doseamento de GEV por CLAE-DAD, conforme
critérios do guia ICH - International Conference on Harmonisation (ICH, 1996) e da Resolugao
RE no 166, de 24 de julho de 2017 da ANVISA (BRASIL, 2017). Foram instalados dois
experimentos agrondmicos: no primeiro, mudas de D. mariana ssp. heywoodii cultivadas sob
malhas fotoconversoras nas coloragdes azul, vermelha e preta e a pleno-sol. No segundo
experimento, mudas foram cultivadas em sistema hidroponico, empregando a técnica do
elemento faltante, com omissdo individual dos macros ¢ micronutrientes da solu¢ao de
Hoagland e Arnon (1950). A solugdo completa de Hoagland e Arnon (1950) foi usada como
controle. Pardmetros de crescimento, morfologia, acimulo de proteinas, pigmentos
fotossintéticos, cardenolideos e GEV foram analisados. As diferengas entre os grupos avaliados
foram consideradas estatisticamente significativas de acordo com Tukey (5%). A tela de cor
azul proporcionou a maior quantidade de matéria seca de folha (12,69 g), crescimento de raiz
(54,00 cm), area foliar (46,97 cm?), teores de proteina (0,118 mg mL™), clorofila a
(1,88 mg g!). Em relagio aos cardenolideos totais, as telas azul e vermelha nio apresentaram
diferenca significativa ao nivel de 5% de significancia (2,29% e 2,33%, respectivamente). Os
maiores teores de GEV foram encontrados apenas em plantas cultivadas sob tela azul (26,0 pg/
100g de material vegetal). A omissao de nitrogénio (N), fosforo (P), enxofre (S) e manganés
(Mn) ndo afetou o crescimento da parte aérea das plantas. A deficiéncia de boro (B) e magnésio
(Mg) causou maior acamulo de proteinas totais (0,066 ¢ 0,062 mg mL™!, respectivamente).
Entretanto a deficiéncia de enxofre (S) causou uma queda de 51,9% em relagdo ao tratamento
completo. A limitacdo de nutrientes impactou o acumulo de cardenolideos totais na seguinte
ordem Cu =Fe =Mg=Ca>Mn=B=72n>S =K =P =N = completo. O método
cromatografico desenvolvido e validado foi empregado com sucesso nas analises quantitativas
de GEV. Diferentes espectros luminosos e disponibilidade de macro e micronutrientes
influenciam no crescimento vegetativo, producao de pigmentos fotossintetizantes, proteinas e
teores de cardenolideos totais e GEVem Digitalis mariana ssp. heywoodii.

Palavras-chave: Elementos faltantes. Qualidade espectral de luz. Glicoevatromonosideo.
Dedaleira.



GENERAL ABSTRACT

Species of the Digitalis genus, commonly known as ‘Foxglove', are the main source of
cardiotonic heterosides (CHs) of the cardenolide type, responsible for much of their
pharmacological properties and therapeutic applications. The cardenolide glucoevatromonoside
(GEV), produced in Digitalis mariana ssp. heywoodii has great medicinal value for effectively
inhibiting the acyclovir-resistant Herpes simplex type 1 (HSV-1) virus, demonstrating
anticancer activity in vitro. This paper aimed to evaluate the vegetative growth and
accumulation of total cardenolides and glucoevatromonoside (GEV) in cultivated plants of
Digitalis mariana ssp. heywoodii, in pots under different colored screens and a hydroponic
system under omission of macro and micronutrients. For this purpose, a GEV dosage method
by HPLC-DAD was first developed and validated, according to the criteria of the ICH guide -
International Conference on Harmonization (ICH, 1996) and ANVISA Resolution RE n°® 166
of July 24th, 2017 (BRASIL, 2017). Two agronomic experiments were installed. The first
consisted of Digitalis mariana ssp. heywoodii seedlings cultivated under blue, red, and black
photo converter screens and full sun. The second experiment consisted of seedlings cultivated
in a hydroponic system, employing the missing element technique, with the individual omission
of macro and micronutrients from the Hogland and Arnon (1950) solution. The complete
Hogland and Arnon (1950) solution was used as the control. Growth parameters, morphology,
protein accumulation, photosynthetic pigments, cardenolides, and GEV were analyzed. The
differences between the groups evaluated were considered statistically significant according to
the Tukey test (5%). The blue screen provided the highest amount of leaf dry matter (12.69 g),
root growth (54.00 cm), leaf area (46.97 cm?), protein content (0.118 mg mL"), and chlorophyll
a (1.88 mg g!). The blue and red screens showed no significant difference at the level of 5%
significance (2.29% and 2.33%, respectively) for total cardenolides. The highest levels of GEV
were found only in plants cultivated under the blue screen (26.0 png/100g of plant material). The
omission of nitrogen (N), phosphorus (P), sulfur (S), and manganese (Mn) did not affect the
growth of the aerial part of the plants. Boron (B) and magnesium (Mg) deficiency caused a
greater accumulation of total protein (0.066 and 0.062 mg mL™!, respectively). However, sulfur
(S) deficiency caused a decrease of 51.9% compared to the full treatment. The nutrient
limitation impacted the accumulation of total cardenolides in the following order: Cu = Fe =
Mg=Ca>Mn=B=Z7Zn>S =K =P =N = full. The chromatographic method developed and
validated was successfully used in the quantitative analysis of GEV. Different light spectra and
availability of macro and micronutrients affect vegetative growth, production of
photosynthesizing pigments, proteins and total cardenolide, and GEV levels in Digitalis
mariana ssp. heywoodii.

Keywords: Missing elements. Spectral quality of light. Glucoevatromonoside. Foxglove.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO GERAL

Planta medicinal ¢ toda planta ou partes dela que contenham as substancias ou classes
de substancias responsaveis pela agao terapéutica (BRASIL, 2017). Tais plantas devem ser
usadas, manipuladas e beneficiadas de forma adequada, para garantir seu valor medicinal, pois,
mesmo quando ha essa adequabilidade, podem apresentar riscos de intoxica¢do, bem como o
surgimento de efeitos colaterais. Com isso, ¢ de extrema importancia conhecer bem a planta
medicinal utilizada, sua fitoquimica, atividades biologicas, aspectos agrondmicos de cultivo,
secagem ¢ beneficiamento, entre outros, para evitar danos ao bem-estar humano e preservar a
qualidade da espécie, seja qual for sua finalidade de uso (BADKE et al., 2012).

A demanda por plantas medicinais e aromaticas como matérias-primas, na produgao de
produtos farmacéuticos, agroalimentares, cosméticos naturais e perfumes, tem crescido nos
ultimos anos (LI; WANG, 2021). Entretanto a taxa de crescimento do vegetal e o teor dos
produtos naturais produzidos podem ser afetados significativamente pelas condigdes ambientais
sob as quais as plantas sdo cultivadas. Assim, a disponibilidade de nutrientes representa um
fator-chave na determinacdo da taxa biossintética e acimulo de metabolitos secundérios
(ALVARENGA et al., 2015). Os macro e micronutrientes essenciais no crescimento e
desenvolvimento das plantas estdo envolvidos, em numerosos processos fisiologicos, incluindo
arespiragao, fotossintese e a formagao da parede celular. Esses nutrientes fornecem os cofatores
requeridos por numerosas enzimas do metabolismo primario e secundario, e a disponibilidade
limitada ou auséncia de um nutriente podem induzir alteracdes na biossintese e/ou na
capacidade catabolica do metabolismo vegetal (FIGUEIREDO et al., 2008).

Nesse contexto, pelo seu impacto sobre a morfogénese, a luz ¢ um fator ambiental-chave
que altera o crescimento e desenvolvimento de plantas. Diferentes regimes de luz provocam
mudangas fisioldgicas e morfoldgicas nas plantas, e seu potencial medicinal vai depender de
sua adaptacao a essas condi¢des (RESENDE et al., 2011). Entre as varias condi¢des de cultura,
o regime de luz, incluindo a intensidade e os espectros de luz, t€ém sido apontados por ser um
dos fatores-chave que influenciam o acimulo de metabélitos secundérios (SAEZ et al., 2003).

No que tange ao cultivo em campo, muitos pesquisadores e produtores t€ém optado pela
utilizacao de telas de sombreamento coloridas, principalmente nas cores azul, vermelho e preto
em diferentes taxas de transparéncia. Essas telas, além de controlarem fatores como temperatura

e umidade, fazem com que o comprimento de onda e a quantidade de energia incidente sejam
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alterados em beneficio das plantas. Essas telas, obtidas comercialmente, tém proporcionado
respostas de crescimento e producdo de metabolitos secundérios em diferentes espécies vegetais
(HENRIQUE et al., 2011; MARTINS et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2016; OREN-SHAMIR
etal.,2001; SOUZA et al., 2011).

Espécies do género Digitalis L. (do latim: “dedo de uma luva”, em referéncia ao formato
de suas flores), popularmente conhecidas como “Dedaleira”, t€ém sido empregadas hd mais de
200 anos no tratamento de insuficiéncia e arritmia cardiaca. As plantas desse género sdo a
principal fonte de heterosideos cardiotonicos (HCs) do tipo cardenolideos, sendo esses os
responsaveis pela maior parte de suas propriedades farmacologicas e aplicagdes terapéuticas.
Apesar dessa proeminente propriedade cardiovascular, atualmente, os HCs ndo ocupam posigao
de destaque no mercado de medicamentos. Ainda assim, continua existindo um grande interesse
comercial nas espécies de Digitalis e seus cardenolideos, pelo potencial comprovado no
tratamento de diferentes tipos de cancer e infec¢des virais (BERTOL et al., 2011; KREIS, 2017;
KRISHNA et al., 2015; NEWMAN; YANG; PAWLUS, 2008; SCHNEIDER et al., 2018; SU
et al.,2008; WANG et al., 2008).

Digitalis mariana ssp. heywoodii (P. Silva & M. Silva) Hinz é uma subespécie endémica
de Portugal (Alto Alentejo) e da Espanha (Badajoz, Cordoba, Jaén - Provincia Luso-
Extremadurense, Setor Marianico-Monchiquense) (VALDES; TALAVERA; FERNANDEZ-
GALIANO, 1987). Essa subespécie ¢ uma fonte natural do glicoevatromonosideo (GEV), com
teor aproximado de 0,15% (BERTOL et al., 2011; KREIS; HAUG; YUCESAN, 2015;
LUCKNER; WICHTL, 2000). O GEV ¢ um potencial agente antiviral, que, ao inibir o virus
VHS-1, aciclovir-resistente, demonstrou possuir mecanismo antiviral distinto e, desta forma,
podendo representar uma nova classe de farmaco antiviral (BERTOL et al., 2011; MUNKERT
etal., 2017).

Assim como outras espécies do género Digitalis, a espécie D. mariana ssp. heywoodii
ainda carece de estudos tanto do ponto de vista farmacologico, quanto agronomico
(NAVARRO et al., 2000; PATIL et al., 2013). Em virtude do seu interesse farmacéutico, faz-
se necessaria a producao vegetal com essa subespécie, a fim de buscar o entendimento de
processos que regulam o ciclo biossintético do GEV, visando a sua maxima sintese nesse
vegetal.

Outro aspecto de extrema importancia, na influéncia do desenvolvimento de todas as
espécies, ¢ a adubagdo, pois alguns elementos sdo essenciais ao desenvolvimento das plantas
como os macronutrientes, nitrogénio (N), fosforo (P), potassio (K) calcio (Ca), magnésio (Mg)

e enxofre (S) e os micronutrientes boro (B), cloro (Cl), molibdénio (Mo), cobre (Cu), ferro (Fe),
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zinco (Zn) e manganés (Mn). Assim, o aparecimento de alguns sintomas que sdo caracteristicos
de cada elemento quimico, podem sinalizar, por exemplo, deficiéncias minerais especificas
(FAQUIN; ANDRADE, 2004).

Neste contexto, avaliar as implicacdes no crescimento vegetativo e teores de
cardenolideos totais e glicoevatromonosideo (GEV), em Digitalis mariana ssp. heywoodii
cultivadas sob diferentes malhas coloridas e submetidas a omissdo de macro e micronutrientes,
possivelmente, apontardo quais sdo as condi¢des de manejo fitotécnico adequado para a
maxima produtividade agricola e da producao de compostos de interesse farmacé€utico para essa

espécie.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais do género e da espécie

As espécies do género Digitalis L. possuem dois centros de diversidade: Peninsula
Ibérica e Noroeste da Africa; e Peninsula dos Balcis e partes da Asia (CLEMENTE et al., 2011;
KREIS, 2017). Algumas foram introduzidas como plantas ornamentais, em diferentes partes do
mundo, sendo também encontradas, por exemplo, nos Estados Unidos, Alemanha, Canada e
Nova Zelandia (BETTINGER, 2020; NAZIR; RESHI; WAFALI, 2008). Tradicionalmente esse
género pertencia a familia Scrophulariaceae Juss., entretanto, em funcao de estudos de filogenia
molecular (OLMSTEAD et al., 2001), hoje ¢ classificada como um género pertencente a familia

Plantaginaceae (SERRANO et al., 2014) (TABELA 1).

Tabela 1 - Classificagdo sistematica do género Digitalis L.

Taxonomia
Reino Plantae
Divisao Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Lamiales
Familia Plantaginaceae
Género Digitalis L.

Fonte: Adaptado de Serrano ef al. (2014).

Todas as espécies do género Digitalis sao plantas herbaceas bienais ou perenes. Sao
pequenos arbustos com folhas simples e alternadas, em geral, dispostas em rosetas. A corola,
tubular cilindrica ou tubo-globulosa ¢ frequentemente pequena na base com limbo, contendo
dois labios, cujo labio superior ¢ de regra mais curto que o inferior. As flores sdo zigomorfas e
dispostas em racemos terminais, € suas bracteas variam de cor, conforme a espécie, do roxo ao
rosa, branco e amarelo (BRAUCHLER; MEIMBERG; HEUBL, 2004; CLEMENTE et al.,
2011) (FIGURA 1).
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Figura 1 - Habito de Digitalis mariana ssp. heywoodlii.

r

Fonte: Google Imagens (2021).

As espécies do género Digitalis possuem o nome vernacular "dedaleira" (em inglés:
Foxglove). Esse género engloba 20 espécies, incluindo D. ferruginea L. ssp. schischkinii, D.
thapsi L.; D. trojana Ivan, D. lanata Ehrh, D. purpurea L., entre outras. Entre essas espécies,
apenas duas espécies, D. lanatae e D. purpurea, sdo economicamente importantes
(CLEMENTE et al., 2011).

A constituicdo quimica desse género ¢ bem conhecida, possibilitando inclusive o
desenvolvimento de estudos quimiotaxondémicos (TASKOVA; GOTFREDSEN; JENSEN,
2005). As principais classes de metabolitos secundarios, ja relatados em espécies do género
Digitalis, encontram-se: a) esteroides como: os heterosideos cardiotdnicos, saponinas
esteroidais e esterois; b) substincias fenodlicas tais como: antraquinonas, feniletanoides e
flavonoides (GANAPATY et al., 2003; KREIS, 2017). De fato, as espécies desse género sio a
principal fonte de heterosideos cardiotonicos (HCs) ou digitalicos do tipo cardenolideos, como
a digoxina e digitoxina (FIGURA 2).

Os heterosideos digitalicos caracterizam o gé€nero em questao, sendo responsaveis pela
maior parte de suas propriedades farmacoldgicas e aplicagdes terapéuticas, despertando, assim,
grande interesse no ambito da pesquisa e da industria farmacéutica (CLEMENTE et al., 2011;

KRISHNA et al., 2015; PATIL et al., 2013).
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Quimicamente, os heterosideos digitalicos sdo caracterizados por um nucleo esteroidal
com seus anéis posicionados em cis-trans-cis, possuindo um grupo 14B-hidroxila e a
substituicdo do C-17 por um anel lactonico pentagonal a,  insaturado. Na posicao 33, esta
ligada a uma cadeia lateral de agucar com até cinco unidades de carboidrato, contendo glicose
e varios agucares raros de 6-desoxi, 2,6-didesoxi e 6-desoxi-3-metoxi, tais como D-fucose, D-
digitoxose ou D-digitalose. As agliconas esteroidais ou geninas sdo de dois tipos: cardenolideos
(esqueleto carbdnico contendo 23 atomos de carbono) ou bufadienolideo (esqueleto carbonico
contendo 24 atomos de carbono). O anel lactonico de cinco membros ¢ o que caracteriza a
genina dos cardenolideos, sendo seu homologo caracterizado pela presenca de um anel
lactdonico duplamente insaturado de seis membros na mesma posi¢do do anel esteroidal
(DEWICK, 2009). Por sua estrutura quimica complexa, sua sintese quimica, em escala
industrial, ¢ inviavel. Dessa forma, eles sdo obtidos de folhas de espécies de Digitalis, cuja
concentracgdo varia de 0,5% a 1,5% (LUCKNER; WICHTL, 2000).

Cerca de 80 tipos diferentes de cardenolideos sdo encontrados em espécies do género
Digitalis, agrupados de acordo com sua aglicona em: digitoxigenina, digoxigenina,
gitoxigenina, gitaloxigenina, diginatigenina, oleandrigenina, uzarigenina, xismalogenina e
canarigenina (KREIS, 2017; KREIS; HENSEL; STUHLEMMER, 1998; LUCKNER;
WICHTL, 2000). Mais de 30 cardenolideos, estruturalmente diferentes, ja foram isolados e
relatados nas folhas e sementes de D. purpurea, com teores variando pela influéncia de fatores
bioticos e abidticos, incluindo o local de coleta, periodo de desenvolvimento (idade) da planta,
macro e micronutrientes, além de diversos outros fatores macro e micro ambientais
(ATKINSON et al., 2012; GANAPATY et al., 2003; KREIS; HAUG; YUCESAN, 2015; OH
et al.,2005). Em folhas secas com 1(um) ano de idade, em estadio vegetativo, pode-se acumular
aproximadamente de 0,4 a 1% de cardenolideos totais, enquanto, no estadio de florescimento,
o acumulo gira em torno de 0,3 a 0,8% de cardenolideos totais na matéria seca das folhas
(KREIS; HAUG; YUCESAN, 2015).

Os principais cardenolideos encontrados na espécie Digitalis lanata sdo o0s
purpureaglicosideo A e B e a glicogitaloxina. No entanto encontra-se, também, mas em
pequenas quantidades, outros compostos digitalicos, como o digitalinum verum,
glicoverodoxina, digitoxina, gitaloxina, gitoxina, glicoevatromonosideo, glicolanadoxina,
glicogitordsido, estropsideo, verodoxina e glicogitaloxigenina bis-digitoxosideo, além de
antranides, saponinas, digitanol e outros compostos secundarios (CLEMENTE et al., 2011). Oh
et al. (2005) isolaram, a partir das folhas de Digitalis purpurea, quatro glicosideos

feniletanoides diferentes: purpureasideo A, desramnosil acteosideo, calceolariosideo B e
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plantainosideo D. Jin et al. (2011), também, isolaram e elucidaram a estrutura quimica de dois
novos glicosideos fenilatanoides na espécie, purpureasideo D e purpureasideo E.

A espécie Digitalis lanata apresenta 0,9-1,5% de cardenolideo total, em seu peso seco,
sendo os principais constituintes o lanatosideo C, lanatosideo A, glicolanadoxina, digitalinum
verum, glicogitorosideo, glicoverodoxina e glicoevatromonosideo (CLEMENTE et al., 2011).
A andlise por CLAE-UV de extratos de individuos da espécie Digitalis lanata micropropagados
detectou a presenca de digoxigenina, deacetillanatosideo C, lanatosideo C, digoxina (série C),
digitoxigenina, desacetil-lanatosideo A e digitoxina (série A) (VELA et al., 1991). Um estudo
recente com propagacao in vitro de brotos e regeneracao de plantulas via calos demonstrou a
presenga de purpureaglicosideo A, glicoevatromonosideo, lanatosideo A, digitoxina,
evatromonosideo, a-acetildigitoxina em D. mariana ssp. heywoodii (KREIS; HAUG;
YUCESAN, 2015).

O uso de extratos dessas espécies, para o tratamento de doengas cardiacas, foi relatado
pela primeira vez por William Withering em 1785 (WITHERING, 2014). Calcula-se que 15
milhdes de pessoas, em todo o mundo, sofrem de insuficiéncia cardiaca (BRAGA; VIRIATO,
2010; SINGH; ROUTLEDGE, 2020), o que torna importante o estudo e desenvolvimentos de
novos medicamentos oriundos de fontes naturais, tais como das espécies do género Digitalis,
para atender este mercado consumidor.

Além dos usos clinicos convencionais dos cardenolideos, pesquisas tém apontando
outras atividades biologicas importantes aos extratos das folhas de Digitalis ssp, em que a
maioria dos estudos relatou que esses extratos apresentam promissoras atividades biologicas,
tais como as atividades: antimicrobiana para D. lamarckii Ivan (ANAND et al., 2019; BENLI
et al., 2009; ORCZYK; WOICIECHOWSKI; BREZESINSKI, 2020;
VISHNUVARTHANAN; RAJESWARI, 2019); antioxidante para D. lamarckii, D. trojana, D.
davisiana e D. cariensis (CINGOZ; VERMA; GUREL, 2014); antitumoral para D. purpurea
(JIN et al., 2011; LOPEZ-LAZARO et al., 2003), bem como a presenga de atividade diurética
e anti-urolitiase para os extratos brutos de D. purpurea (FARAH et al., 2015).

Os estudos antitumorais iniciaram com Stenkvist ef al. (1982), os quais observaram que
mulheres sob terapia digitalica, apds mastectomia, apresentavam 9,6 vezes menos recorréncia
que aquelas que ndo fizeram uso dessa terapia. Depois disso, numerosos estudos in vitro e in
vivo verificaram esses achados iniciais para diferentes tipos de cancer (KULIKOV et al., 2007;
LINDHOLM et al., 2002; LOPEZ-LAZARO, 2007; MEKHAIL et al., 2006; MITATOVIC et
al., 2006, 2007; NEWMAN; YANG; PAWLUS, 2008; PLATZ et al., 2011; WINNICKA;
BIELAWSKI; BIELAWSKA, 2006).
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A partir do extrato alcodlico das sementes de Digitalis purpurea, foram isolados quatro
glicosideos cardiotonicos (glicodigifucoside, 3’ -O-acetilglicoevatromonoside, digitoxigenin 3-
0O-B-D-glicopiranosil-(1—4)-B-D-glicopiranosil-(1—4)-3-O-acetil-B-D digitoxopiranosideo e
purpureaglicosideo). Além disso, esses autores verificaram que os compostos isolados
apresentaram uma pontente atividade citotoxica contra a linha celular de adenocarcinoma renal
humano, com valores de ICso significativamente mais baixos que contra a linha celular derivada
do tibulo proximal humano normal (FUJINO et al., 2015). Desta forma, Fujino et al. (2015)
concluiram que os glicosideos cardiotonicos citados exerceram uma ac¢ao anticancer sobre as
células tumorais renais. Existe também na literatura um possivel uso de digitoxina, bem como
outros glicdsidos cardiacos em quimioterapia, para tratamentos de cancer de prostata e mama
(NEWMAN; YANG; PAWLUS, 2008).

A espécie como um todo € considerada toxica, incluindo as raizes e sementes (PATIL
et al., 2013). Diversos relatos comprovam sua a¢do de envenenamento e toxicidade no
organismo humano (CARDANO ef al., 2002; JANSSEN; BERG; OVAKIM, 2016;
KRAVCHENKO et al., 2018; LACASSIE et al., 2000; LIN et al., 2010; MITCHELL, 2010;
RAMLAKHAN; FLETCHER, 2007; SAEVA; ATANASOV, 2014; SCHEINOST, 2001;
SLAUGHTER ef al., 2012), e a ingestdo acidental da planta por adultos e criancas (embora
mais raro) ocorre, muitas vezes, por confundi-las com espécies semelhantes anatomicamente,
como, por exemplo, Borago officinalis L. (Boraginaceae, borragem) (BONFANTI et al., 2016)
e Symphytum officinale L. (Boraginaceae, comfrei) (WU et al., 2017). Além disso, as toxinas
presentes nas espécies do género Digitalis podem gerar alteragdes nas atividades
gastrointestinais, cardiotoxicidade, atividade pro-convulsiva ou efeitos alucindgenos ou
dermatologicos (FUJINO et al., 2015; SINGH; ROUTLEDGE, 2020).

Portanto derivados cardenolidicos presentes em plantas de Digitalis ssp. sdo
responsaveis por diversas atividades biologicas, quimicas e fitoquimicas demonstrando o

grande potencial medicinal desse género.

2.2 Aspectos gerais da Digitalis mariana ssp. heywoodii

Conforme citado por Serrano et al. (2014), Digitalis purpurea é representada por trés
subespécies: Digitalis purpurea L. ssp. purpurea var. purpurea, Digitalis purpurea L. ssp.
mariana Rivas Goday e Digitalis mariana ssp. heywoodii P. Silva & M. Silva. Esta subespécie
de Digitalis é endémica de Portugal (Alto Alentejo) e Espanha (Badajoz, Cordoba, Jaén -
Provincia Luso-Extremadurense, Setor Maridnico-Monchiquense) (VALDES; TALAVERA;


https://www.google.com/search?sxsrf=ALeKk02KFBdpAnE-uEvEA0dncV4D52v5aQ:1593624891920&q=Boraginaceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLQz9U3yM6qLFzEyuOUX5SYnpmXmJyamAoAvpLa3xsAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjL6dmsy6zqAhUDIbkGHYJKBGYQmxMoATAgegQIDxAD
https://www.google.com/search?sxsrf=ALeKk02KFBdpAnE-uEvEA0dncV4D52v5aQ:1593624891920&q=Boraginaceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLQz9U3yM6qLFzEyuOUX5SYnpmXmJyamAoAvpLa3xsAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjL6dmsy6zqAhUDIbkGHYJKBGYQmxMoATAgegQIDxAD
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FERNANDEZ-GALIANO, 1987). Segundo Navarro et al. (2000), existem diferengas
botanicas e fitoquimicas entre D. mariana ssp. heywoodii e D. purpurea. Com relacdo a sua
botanica, D. mariana ssp. heywoodii (FIGURA 1) apresenta caules de 40 a 140 cm, folhas
basais oval-lanceoladas, densamente branco-lanosas, particularmente na parte inferior, com
tricomas curtos e compridos glandulares. As bracteas sao lanceoladas, ligeiramente mais longas
ou mais curtas que os pedicelos. Pedicelos com indumento de tricomas nio glandulares sao
mais longos que o didmetro do pedicelo e tricomas glandulares mais curtos que o didametro do
pedicelo. Suas sépalas sdo pubescentes-glandulares, corola 35 a 42 mm, branco, por vezes, com
a margem rosa, com pontos roxos muito pequenos na parte inferior interna (WHAYNE, 2018).

Em se tratando das diferengas fitoquimicas da espécie D. mariana ssp. heywoodii, é
considerada uma subespécie de D. purpurea, por apresentar diferencas no perfil quimico dos
glicosideos produzidos (LUCKNER; WICHTL, 2000).

A presenga de glicosideos cardiotonicos, em folhas de Digitalis mariana ssp. heywoodlii,
foi descrito, em 1963, com o isolamento de oito compostos: lanatosideo A, lanatosideo B,
purpurea glicosideo A, purpurea glicosideo B, glicoevatromonosideo (GEV), glicolanatosideo,
Digitalium verum e estrospesideo (DANIEL, 2006; LUNGEANU; CALCANDI; CALCANDI,
1963; NAVARRO et al., 2000). Nessa espécie, destaca-se a presen¢a da monodigitoxigenina
GEV, com teor aproximado de 0,15% (BERTOL et al., 2011; KREIS; HAUG; YUCESAN,
2015; LUCKNER; WICHTL, 2000; NAVARRO et al., 2000). A estrutura quimica dos
cardenolideos digitalicos isolados de D. mariana ssp. heywoodii estdo representadas na Figura

2.
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Figura 2 - Estruturas quimicas de cardenolideos isolados de D. mariana ssp. Heywoodii.
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Fonte: Adaptado de Daniel (2006), Kreis, Haug ¢ Yiicesan (2015) e Navarro et al. (2000).
O GEV ¢ um derivado natural 4’-glicosilado do evatromonosideo (EV,
digitoxigeninamonodigitoxosideo), cardenolideo predominante em Digitalis mariana ssp.
heywoodii, que tem demonstrado grande potencial como agente antiviral e antitumoral
(citotoxicidade) (BERTOL et al., 2011; MUNKERT et al., 2017; XUE et al., 2014; YUCESAN
etal.,2015).
As infecgdes virais sao de fato um potencial alvo dos heterosideos cardiotonicos, como
a causada pelo virus Herpes simplex tipo 1 ¢ 2 (VHS-1 e VHS-2) em humanos (BERTOL et
al.,2011; SU et al., 2008). Entre os 65 cardenolideos testados contra ambos os virus, diversos
deles se mostraram ativos, mas o maior efeito antiviral observado foi para o GEV, onde essa
substancia inibiu, em concentragdes muito baixas, a replicacdo do virus VHS-1 (0,06 £+ 0.01
uM, indice de seletividade = 4.566) e VHS-2 (0,06 £ 0.01 uM, indice de seletividade > 6.250).

Esse composto também apresentou efeitos antivirais sinérgicos com aciclovir e atividade anti-
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Na+K+ATPase, sugerindo que alteragdes do gradiente eletroquimico celular podem estar
envolvidas no mecanismo de inibi¢ao viral (BERTOL et al., 2011).

Portanto este estudo demonstrou que o GEV ¢ um potencial agente antiviral, pois inibiu
o virus VHS-1, aciclovir-resistente € demonstrou possuir um mecanismo antiviral distinto, que
pode representar uma nova classe de farmaco antiviral (BERTOL et al., 2011; MUNKERT et
al.,2017; SU et al., 2008).

Adicionalmente a atividade antiviral, foram identificados efeitos citotoxicos
promissores no GEV, apresentando ICso (concentracdo de um composto necessaria, para
reduzir o crescimento populacional de organismos, em 50 por cento, in vitro) de 0,02 uM em
células humanas de adenocarcinoma pulmonar (A549) (XUE et al., 2014). Esses resultados,
obtidos por Xue et al. (2014), aumentam ainda mais o interesse neste HC, indicando que esse e
outros cardenolideos inibem seletivamente o crescimento celular e se destacam como
candidatos a novas pesquisas visando ao desenvolvimento de novos fitofArmacos antitumorais.

Algumas pesquisas também comprovaram os efeitos anticancerigenos dos compostos
digitalicos. Quatro extratos (metandlico, aquoso, acetato de etila e hexanico), obtidos das folhas
de Digitalis mariana ssp. heywoodii, foram avaliados quanto a atividade citotdxica contra trés
linhas celulares de cancer humano, utilizando o ensaio SRB. Todos apresentaram alta
citotoxicidade, produzindo valores de ICso na faixa de 0,78 a 15 pug mL!, sendo o extrato
metanolico o mais ativo em concentragdes nao toxicas. Os glicosideos esteroides (derivados da
gitoxigenina) foram detectados nesse extrato metandlico; a gitoxigenina e¢ a gitoxina foram
avaliadas no ensaio SRB, usando as trés linhas celulares de cancer humano, mostrando valores
de ICsona faixa de 0,13 a 2,8 uM, sendo a linha celular de cancer de adenocarcinoma renal (TK-
10) a mais sensivel. A avaliagdo da apoptose morfologica do extrato metandlico e de ambos os
compostos na linha celular TK-10 mostrou que sua citotoxicidade foi mediada por um efeito
apoptotico (morte celular). Assim os compostos digitalicos sdo sugeridos em oncologia médica
(LOPEZ-LAZARO et al., 2003).

Investigacdes recentes apontou GEV como um agente anticancer. O GEV apresentou
toxicidade reduzida para tipos de células ndo cancerigenas (MRC-5 de pulmao e PBMC) e
ligacdo de alta afinidade ao Na'/ K'S -ATPase a, avaliada por programa computacional, sendo
afirmado o potencial citotoxico de GEV, para a cultura de células, usando ensaios clonogénicos
e de formagao de esferoides (SCHNEIDER et al., 2018).

Além da atividade antiviral e anticancerigena da D. mariana ssp. heywoodii, relatos
sobre a a¢do farmacologica do extrato ja foram descritos por Lopez-Lazaro et al. (2003), sendo

também comprovado por Navarro et al. (2000) o efeito cardiovascular do extrato metandlico
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da planta em animais pela administragdo via intragastrica. Observaram aumento na contragao
do atrio de coelhos, efeito diurético em ratos, com ligeiro aumento na excre¢do de sodio e
atividade emética em pombos.

Sao encontrados ainda poucos relatos de estudos sobre a subespécie D. mariana ssp.
heywoodii na literatura, que pode ser atribuido a sua area geografica de distribui¢do muito
restrita e a dificuldade de propagacdo da espécie fora do seu habitat de origem em razdo do

baixo indice germinativo de suas sementes (NAVARRO et al., 2000).

2.3 Aspectos Agronomicos da espécie

Em relacdo as caracteristicas do solo, a espécie Digitalis purpurea tem preferéncia por
solos soltos, acidos, bem drenados, ndo calcarios e adubados, plantio em espagamentos menos
adensados (PROBERT et al., 2007).

Grindeland (2008), ao trabalhar com a espécie Digitalis purpurea, obteve melhores
cruzamentos de tetraploides, em espagamentos de plantio menos adensados, e Leuschner
(2002), também, observou melhores desenvolvimentos da espécie em plantios de florestas com
espacamentos maiores. Em se tratando da producao de glicosideos cardiotonicos por Digitalis,
as condicdes do solo atuam de forma significativa quando referente a agricultura tradicional
(PEREZ-ALONSO et al., 2009).

A espécie apresenta grande variacao no desenvolvimento da populagdo. Suas sementes
sdo consideradas ortodoxas e a germinacdo € restrita a solo sem vegetacdo, por isso,
frequentemente ¢ encontrada em pastagens (HAY; PROBERT; COOMBER, 1997; NARTOP
etal.,2019; SLETVOLD; RYDGREN, 2007). As espécies do género Digitalis sdo comumente
propagadas por sementes em bandejas, com plantagao definitiva, na primavera, em terrenos nao
calcarios, imidos ¢ sem sombreamentos (MOCHIZUKI, 2014; SILVA, 2012). A colheita deve
ser feita em dias secos, durante a tarde, momento em que ocorre maior conteiido de heterosideos
ativos e, preferencialmente, no segundo ano de vegetagdo, periodo em que ocorre o
florescimento da planta e quando as folhas acumulam maior teor de constituinte ativo. O
processo de secagem deve ser rapido e deve-se utilizar estabilizagdo a 80 °C para a destruicao
da enzima digipurpuridase (MOCHIZUKI, 2014).

Pesquisas apontam que algumas das ameagas a qualidade da coleta de sementes surgem,
durante o periodo entre a coleta, processamento e armazenamento. Fatores como umidade
relativa do ambiente podem influenciar a sua qualidade, logo apds sua colheita, sendo mais

aconselhdavel medi¢des de umidade da semente no momento que for realizada e,
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subsequentemente, a umidade da semente deve ser constantemente monitorada, para evitar
diminui¢do no seu processo de germinagdo (HUFNAGEL et al., 2020; PROBERT et al., 2007).
Vranckx e Vanderlook (2012), em estudos de germinacao de sementes de Digitalis purpurea,
observaramque, quando germinadas em temperatura e luz controlada, apresentam
comportamentos caracteristicos, atingindo altas porcentagens de germinacdo, quando
incubadas em menores temperaturas. O uso de nitrato de potassio (KNO3), quando aplicado em
pequenas dosagens, também, estimulou a germinagdo das sementes. E essas, quando incubadas
na luz, germinam quase 100%. Quando as sementes estdo no solo, sua germinagdo e
desenvolvimento até a formagdo das mudas podem ser mais faceis, quando desenvolvidas a
pleno sol ou ap6s desbaste em florestas, embora também possam ser propagadas em pastagens,
em lugares de vegetacdo moderada a pouca.

Mas deve-se sempre levar em consideragao as limitagdes de cultivo e a quantidade de
coletas de sementes, em se tratando das espécies do género Digitalis, pois essa técnica, quando
feita de forma indiscriminada, constitui uma séria ameaca a existéncia das populagdes
selvagens, podendo afetar sua propagacao, especialmente, quando as plantas sao colhidas bem
antes da maturacao das sementes. No entanto a propagacao natural de sementes ¢ possivel, mas
esse método ndo ¢ eficaz a produgcdo de um numero suficiente de plantas, pois as taxas de
germinagdo das sementes sdo muito baixas (NARTOP, 2019; PAPONE; ALBA; FATTA, 2008;
VRANCKX; VANDELOOK, 2012; WURTELE et al., 2012). Também ¢ indicada a sua
assepsia para evitar o aparecimento de patégenos (NARTOP, 2019; SHEMATOROVA et al.,
2020). Além disso, como o cultivo em condi¢des naturais afeta a produgcdo de metabodlicos
secundarios, por sua dependéncia das condigdes edafoclimaticas, estratégias de produgdo,
baseadas em métodos de cultura de tecidos vegetais, tém sido estudadas para melhorar a
producao de derivados quimicos especificos de grande interesse para a industria farmacéutica
(CACHO et al., 1991; CINGOZ; GUREL, 2016; FATIMA et al., 2009; GUREL et al., 2011;
KAIRUZ et al., 2020; KREIS et al., 1990; KREIS; HAUG; YUCESAN, 2015; KREIS;
HENSEL; STUHLEMMER, 1998; MOHAMMED et al., 2015; PATIL et al., 2013; PEREZ-
ALONSO et al., 2009, 2018; PEREZ-BERMUDEZ; CORNEJO; SEGURA, 1983; VERMA et
al., 2014, 2016; YUCESAN et al., 2015).

Embora existam muitos estudos sobre a micropropaga¢do da maioria das espécies do
género Digitalis, ainda ndo existem estudos agrondmicos em campo para essas espécies, pois
essas plantas requerem um periodo de aproximadamente dois anos, para o desenvolvimento
ideal a maximizacdo do acumulo de substancias biologicamente ativas (especialmente

cardendlidos e seus derivados) nas plantulas. Por esse motivo, esses fatores tornam
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extremamente dificil a produ¢do de mudas fitoquimicamente consistentes, abrindo caminho
para o estabelecimento de culturas in vitro para a melhoria da propagacdo, preservagdo e
qualidade nas varias espécies de Digitalis (VERMA et al., 2016).

Vale lembrar que as espécies medicinais, no que se refere a producdo de substancias
com atividade terapéutica, apresentam alta variabilidade (RAVI et al., 2020). A Digitalis
purpurea, por exemplo, aos quatro meses apds o plantio, apresenta 0,0014% de digitoxina
(glicosideo cardioativo), enquanto, aos oito meses, esse teor pode chegar até a 0,08% (cerca de
57 vezes maior do que o anterior) (MARTINS et al., 2009).

Em relagdo a incidéndia de doencas na espécie, existem relatos do aparecimento do
fungo Alternaria alternata (Fr.) Keissl. (1912), com sintomas visuais de pequenas manchas
marrons, circulares nas folhas, expandindo-se para lesdes marrons escuras e irregulares
cercadas por um halo clorético. As lesdes aumentam progressivamente de didmetro e cobrem
toda a superficie da folha (micélio aéreo com anéis concéntricos de comprimento e 4,2 a 12,5
um), quando nido remediadas a tempo. Testes de patogenicidade foram realizados, e as
primeiras lesdes de Alternaria alternata foram observadas nas folhas, 10 dias apds a inoculacao
a temperatura de 20 a 26°C (GARIBALDI et al., 2019).

Karowe e Golston (2006) sugerem que a espécie ¢ menos susceptivel a herbivoria por
apresentar em suas folhas a digitoxina, que ¢ uma defesa altamente eficaz contra herbivoros
generalistas como as lagartas da traga-cigana (Lymantria dispar) (Lepidoptera: Lymantriidae).
Al-Rajhy et al. (2003) comprovam o efeito acaricida do extrato de Digitalis purpurea. Também
foi evidenciado o potencial como planta fitorremediadora (FREITAS; PRASAD; PRATAS,
2004) em que a espécie Digitalis purpurea L. (Plantaginaceae) exerce sobre solos contaminados
com metais pesados (Ferro (Fe), zinco (Zn) e chumbo (Pb) mecanismos de acumulagdo. Esses
metais podem ser encontrados em suas estruturas, em concentracdes metalicas superiores ao
nivel téxico, indicam que a espécie também pode conter mecanismos internos de tolerancia a
metais (MOREIRA et al., 2011; PRATAS et al., 2013, 2014), sendo fitorremediadora também
para arsénio (As), antimonio (Sb) e tungsténio (W) (PRATAS et al., 2005).

Pesquisas também evidenciam as propriedades biologicas de Digitalis purpurea, cuja
digitonina, uma saponina esteroidal, obtida da planta, tem efeito comprovado na desordem
sobre as camadas fosfolipidicas, presente na membrana de bactérias, algas, fungos e
protozoarios, que porventura acometam negativamente a espécie (ORCZYK;
WOIJCIECHOWSKI; BREZESINSKI, 2017). Vaillant et al. (2004) comprovaram a a¢ao no
controle biologico de Digitalis pupurea e Digitalis lanata no tratamento de aguas residuais

domésticas. Nergi et al. (2012) analisaram para a Digitalis pupurea e Digitalis lanata o
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contetido mineral (Boro (B), Cromo (Cr), Manganés (Mn), Cobalto (Co), Niquel (Ni), Cobre
(Cu), Arsénico (As) e Chumbo (Pb)), em varias partes da planta em estadios de pré e pos-
floragdo, utilizando espectrometria de massa plasmatica indutivamente acoplada (ICP-MS),
cultivadas na India, relatando que o conteudo mineral das espécies estd dentro da faixa
permitida para usos medicinais, recomendando o cultivo da espécie em larga escala. No que
tange a estudos de fertilizacdo com espécies do género Digitalis, Kozera e Majcherczak (2011)
avaliaram os teores ¢ as razoes molares de macronutrientes, em folhas de D. lanata, cultivadas
sob diferentes doses de fertilizagdo mineral. No geral, a utilizacao de diferentes, as propor¢des
de N, P e K induziram um aumento significativo no contetido desses nutrientes totais, no entanto
reduziu a concentracdao de sodio (Na), nas folhas, quando comparadas ao controle. Apos as
fertilizagoes, as razdes K:Ca e K:Na nas folhas foram significativamente aumentadas e a relagao
Ca:P foi diminuida. Valores altamente significativos foram observados, para a relagdo
K:(Mg+Ca) nas folhas, apds aplicagao de 80 kg N + 34,96 kg P + 99,6 kg K (214,6 kg NPK,
dose intermediaria) e 120 kg N + 52,44 kg P + 149,4 kg K (321,8 kg NPK, maior dose). A
relacdo Ca:Mg foi claramente diminuida, em comparagdo ao controle, apés o uso da menor
dose avaliada (40 kg N + 17,48 kg P + 49,8 kg K =107,3 kg NPK).

E, de acordo com Heeger (1956), a quantidade de NPK recomendada para D. purpurea
¢ de 60 kg N. ha™!, 60 kg P,Os ha™! e 80 kg K>O ha'!. Silva (2017), realizando analise quimica
do adubo utilizado no estudo demonstrou uma quantidade de 21 g N kg™, 20 g POs kg'! e 7,3
g K20 kg'!, que, para atender a necessidade recomendada, necessitaria, para cada vaso, uma
quantidade de esterco de galinha de 0,286; 0,3 e 1,10 kg m?, respectivamente. Assim, verificou-
se que a espécie D. mariana ssp. heywoodii precisa de uma quantidade superior que a
recomendada para se obter uma méaxima produgao.

Algumas pesquisas relacionadas as flores da espécie também foram descritas, por sua
simetria bilateral (PRESTON; MARTINEZ; HILEMAN, 2011). A aplicagdo de é&cido
giberélico favorece o crescimento e melhor formagdo das flores e caule, o tempo de
desenvolvimento das flores em vasos (CLARK et al., 2010), a taxa de ataque por herbivoros
florais (SLETVOLD; GRINDELAND, 2008), a ecologia reprodutiva (NAZIR; RESHI;
WAFALI 2008), a estratégia para floracao (SLETVOLD; GRINDELAND, 2008), investigagao
do nectario floral (GAFFAL; FRIEDRICHS; EL-GAMMAL, 2007; GAFFAL; HEIMLER; EL-
GAMMAL, 1998), taxa de visitac¢ao floral (GRINDELAND; SLETVOLD; IMS, 2005), manejo
pos-colheita (REDMAN et al., 2002), estrutura e composicio floristica (NEUHAUSLOVA;
HARTEL, 2001).
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A andlise de produtividade, levando em conta parametros como a condutancia da folha,
taxa de transpiracdo, absor¢do de nutrientes e anatomia foliar, também, foram avaliados,
exemplificando o seu desenvolvimento em ambientes protegidos (LEUSCHNER, 2002). Além
disso, também foram realizadas medi¢des biométricas (BRUELHEIDE; HEINEMEYER, 2002;
ROTHE et al., 1999; STAATS; HILLOCK; KLETT, 1998; WILLIS; MEMMOTT;
FORRESTER, 2000) e avaliacdes de sintomas fitotoxicos (JANSEN; SCHUPHAN;
SCHMIDT, 2000).

O comportamento agrondmico, formas de cultivo, tipos diferentes de adubacao,
comportamento de crescimento, em diferentes tipos de solos, formas de rega e pragas e doencas

mais encontradas na espécie ainda sdo pouco investigados do ponto de vista técnico.

2.4 Omissao de nutrientes

A adubacido nutricional ¢ fundamental a formacao de todas as espécies. Além de ser
essencial para o seu crescimento, promove efeitos posteriores a melhora da produtividade, da
qualidade e do estabelecimento de qualquer cultura. Para isso, o conhecimento das exigéncias
nutricionais das espécies, de um modo geral, faz-se necessario (FEITOSA et al., 2011;
HUSSAIN et al., 2020).

A adubacgdo inadequada facilita o ataque de pragas, promove o aparecimento de plantas
com crescimento limitado, menor incremento médio anual, redu¢do na taxa de desenvolvimento
da espécie, consequentemente, em sua qualidade (ASENSIO et al., 2020). Tian et al. (2020)
sugerem que ¢ necessario adicionar nutrientes ao solo conforme as exigéncias da planta. A
determinagdo de doses adequadas e o seu relacionamento com as respostas da planta
aperfeigoam a recomendagdo das quantidades de nutrientes essenciais a serem aplicadas.

Um nutriente pode ser considerado essencial, quando sua auséncia impede que a planta
complete o seu ciclo de vida, ndo podendo ser substituido por outro elemento com propriedades
similares e ter participacao direta no metabolismo da planta, sem o qual ela ndo pode sobreviver.
Os nutrientes requeridos, em maiores concentragdes pelas plantas, sdo os macronutrientes, que
sdo: N, P, K, Ca, Mg, S, C, O e H. Os nutrientes que sdo requeridos em menores quantidades
pelas plantas sdo os micronutrientes sendo eles: Cl, Mn, B, Zn, F, Cu, Nie Mo (MALAVOLTA,
2006).

Os nutrientes tém fungdes essenciais e especificas no metabolismo das plantas. Dessa
forma, quando um dos elementos essenciais ndo esta presente em quantidades satisfatdrias, ou

em condic¢des que o tornam pouco disponivel, a sua deficiéncia nas células promove alteragdes
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no metabolismo. Os sintomas de caréncias minerais sdo mais ou menos caracteristicos, para
cada nutriente, dependendo também da severidade, da espécie/cultivar e de fatores ambientais
(SARKER; OBA, 2020).

A diagnose visual de deficiéncias minerais em plantas, juntamente com o conhecimento
dos teores de nutrientes, pode constituir uma técnica que vai auxiliar na avaliacdo da
necessidade de fertilizantes e corretivos para a espécie em questdo. A desordem nutricional,
quer seja por deficiéncias ou excessos dos nutrientes minerais, causa diminui¢ao na producao
de qualquer espécie. Para estudos dessa natureza, pode-se utilizar a técnica do cultivo de plantas
em soluc¢do nutritiva, pois ela permite controlar mais adequadamente a composi¢cdo do meio e
eliminar a heterogeneidade e complexidade comuns nos cultivos em solo (COLE et al., 2020).

A avaliacdo de exigéncias nutricionais de plantas pode envolver aspectos qualitativos
ou quantitativos. Na avaliacao qualitativa, utiliza-se, comumente, técnicas como a do elemento
faltante ou omissao de nutrientes. Essas técnicas fornecem informacgdes sobre quais nutrientes
deficientes fazem efeito no desenvolvimento da planta, qual a importancia relativa dessa
deficiéncia; qual a velocidade de redugdo da fertilidade do solo, entre outros (CARLOS et al.,
2014; NUNES et al., 2019).

Na literatura hd poucas informagdes sobre a fertilizagdo quimica e exigéncias
nutricionais de plantas medicinais, principalmente, sobre quais elementos limitam o
crescimento € como os nutrientes afetam a boa produtividade e a producdo dos metabdlicos
secundarios (ALVARENGA, 2013; SANTOS et al., 2010). Muitas vezes o emprego de adubos
quimicos, dentro dos limites técnicos, altera o teor dos principios ativos das plantas. O aumento
de biomassa pode compensar uma reducdo do teor de fitofarmacos, mas depende da analise
técnica, que deve ser feita em cada situagdo (NUNES et al., 2019).

A produgao de metabolitos secundarios e a qualidade de principios ativos também estao
associadas com a resposta da interacao da planta com o ambiente e pode ser desencadeada em
condigdes de estresse (FREITAS; MONNERAT; VIEIRA, 2008; MARTINS et al., 2000). A
nutricdo mineral ¢ um dos fatores mais importantes que causam esse estresse e interfere
diretamente no crescimento vegetativo e na producdo de metabdlitos secundarios e 6leos
essenciais (BIASI et al., 2009; MATTOS, 1989).

Como exemplo, uma pequena quantidade de Cu, Zn, Fe e Mn controla a maior parte das
atividades fisiologicas, por meio da reducdo do nivel do teor de clorofila nas folhas,
influenciando a capacidade fotossintética e afetando o crescimento da planta (YADEGARI;

SHAKERIAN, 2014).
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No entanto, para determinar se esses limites técnicos sdo de importancia na adubagado
quimica de plantas e conhecer qual a dosagem correta a ser aplicada, umas das técnicas que
pode facilitar nesse processo € a da omissao de nutrientes, em que ha um tratamento chamado
completo, no qual as plantas recebem todos os macros e micronutrientes € nos demais
tratamentos, os macro ¢ micro nutrientes sao omitidos, um de cada vez (CAIONE; LANGE;
SCHONINGER, 2012).

Existem atualmente varias solu¢des nutritivas que podem ser utilizadas como padrao,
todas propostas em pesquisas de nutricao mineral, sendo uma grande diferenca encontrada no
que se refere aos macronutrientes. Mas grande parte das formulagdes existentes sao
modificacdes da solugdo original de Hoagland e Arnon (1950), desenvolvida a partir das
exigéncias nutricionais do tomateiro. Portanto essa solugdo ¢ a mais usada na investigagao de
problemas nutricionais de plantas, servindo também como parametro de pesquisas voltadas a
entender o efeito de cada nutriente na planta quando aplicando a submissdo de cada elemento
quimico especifico (VAN DELDEN; NAZARIDELJOU; MARCELIS, 2020).

Segundo Hoagland e Arnon (1950), ndo ha uma composi¢ao nutritiva melhor que outra,
pois as plantas possuem grande capacidade de adaptagdo as diferentes condi¢des nutricionais.
Nos primeiros estudos, a composi¢ao quimica das solugdes nutritivas simulava a constitui¢do
da solugcdo do solo; atualmente, a composi¢do de uma solugdo nutritiva baseia-se,
preferencialmente, na composi¢ao quimica das folhas por serem os 6rgaos que melhor refletem
o estado nutricional da planta. Segundo Silva et al. (2018), as maiores diferengas entre esses
dois tipos de solugdo residem nos teores de N, P e K, com concentra¢des mais elevadas nas que
se baseiam na composi¢ao quimica foliar.

A soluc¢do nutritiva padrao de Hoagland apresenta uma férmula proposta, em 1950, por
Hoagland e Arnon, cujos valores sdo expressos em (mg L) sdo: N-NO3 (210), P (31), K (234),
Ca (160), Mg (48), S (64), B (0,5), Cu (0,02), Fe (1,0), Mn (0,5), Mo (0,01) e Zn (0,05). Existe
outra versdo dessa solu¢dao com a adicdo de N-NH4(14), mantendo-se o N total constante. Essa
solugdo tem sido a mais usada em pesquisa com nutricdo mineral de plantas e constitui-se a
base para a formulagdo de inimeras solug¢des nutritivas comerciais existentes em todo o mundo
(COLE et al., 2020; GONDIM et al., 2010). Além disso, a solugdo nutritiva de Hoagland e
Arnon (1950) é considerada a mais completa, a qual disponibiliza todos os nutrientes, para o
crescimento das plantas, sem causar sintomas de toxidez ou estresse salino. Existem diversas
adaptagdes dessa solucdo, as quais sao adequadas a cada cultura em estudo (TAIZ; ZEIGER,

2013).
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Janpen et al. (2019), com o objetivo de determinar padrdes de crescimento e deficiéncia,
bem como potenciais antioxidantes de horteld japonesa (Mentha arvenses L., Lamiaceae),
cultivados hidroponicamente sob macronutrientes ¢ micronutrientes limitados,ao cultivarem a
espécie, em solucdo nutritiva composta por solugdo completa de Hoagland e solucdes
nutricionais, sem um dos seguintes macronutrientes e micronutrientes: nitrogénio (-N), fésforo
(-P), potassio (-K), ferro (-Fe), manganés (-Mn) e cobre (-Cu), observaram que, sob condigdes
de estresse de nutrientes, a planta apenas deu respostas antioxidativas as deficiéncias de fosforo
e potassio.

Para Cymbopogon flexuosus em omissao de macronutrientes N, P, K, Ca, Mg e S, pela
técnica do elemento faltante na avaliagdo do crescimento, diagnéstico visual, teor e composicao
quimica do o6leo essencial de C. flexuosus em cultivo hidropdonico, apds 90 dias de cultivo,
biomassa seca das raizes e da parte aérea, relacao raiz-parte aérea, nimero de perfilhos, analise
foliar, teor, produtividade e composicdo quimica do 6leo essencial foram avaliados. Lopes et
al. (2019) observaram que a supressdo de macronutrientes, em uma cultura hidropoénica,
influenciou o crescimento € a composicdo quimica do dleo essencial de C. flexuosus. A
producao total de biomassa foi mais limitada na omissao de (P) potassio ¢ (Mg) magnésio. A
supressao do (S) enxofre promoveu aumento no teor e rendimento de 6leo essencial. O maior
teor de citral foi observado na omissdo de (P) fosforo e (N) nitrogénio. A supressdo do (S)
enxofre promoveu aumento no teor e rendimento do 6leo essencial. O maior teor de citral foi
observado na omissao de (P) fosforo e (N) nitrogénio. A supressao do (S) enxofre promoveu
aumento no teor e rendimento de 6leo essencial. O maior teor de citral foi observado na omissao
de (P) fosforo e (N) nitrogénio. Conclui-se que o (P) potdssio e o (Mg) magnésio sdo 0s
macronutrientes mais limitantes, para a produgdo de biomassa, com a ordem limitante de K =
Mg>N=Ca=P>S.

Lippia gracilis Schauer (Verbenaceae) Almeida ef al. (2018) estudaram o efeito da
omissdo de macronutrientes no crescimento € na composicao quimica volatil com a técnica do
elemento faltante e solugdo nutritiva completa (HOAGLAND; ARNON, 1950) e solugdes com
omissao de macronutrientes para a deficiéncia de N, P, K, Ca, Mg, e S. Nesse estudo, foi
observado que os macronutrientes influenciaram significativamente no crescimento e na
composicdo quimica volatil. Além disso, o peso seco das folhas diminuiu em ordem de
importancia dos macronutrientes da seguinte forma: Ca = K = N> P> Mg> S e a quantidade e
composi¢ao dos compostos volateis variaram de acordo com a omissao de macronutrientes. Os
principais constituintes foram caracterizados por p-cimeno (variando de nao detectado a

43,41%), timol (3,86% a 7,95%), carvacrol (44,09% a 76,69%) e cariofileno (0,52% a 6,00%),
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o conteudo de que eram dependentes do macronutriente omitido. A falta de Ca, Mg e S
aumentou o contetido de cimeno e diminuiu o timol e o carvacrol em comparagdo ao controle.
A solucao completa e a omissao de N, P e K mantiveram o mesmo teor de timol e carvacrol.
Assim, os autores concluiram que a disponibilidade de macronutrientes controlou efetivamente
o crescimento das plantas e a composi¢do quimica volatil de L. gracilis (ALMEIDA et al.,
2018).

Alvarenga et al. (2015), em estudos com a solucao de Hoagland, aplicando a técnica do
elemento faltante sobre os efeitos no crescimento, teor de 6leo essencial e composicao da fragao
volatil de Achillea millefolium L. (Compositae), cultivada em sistemas hidropdnicos deficientes
em macro e micronutrientes, observaram que a composi¢do da solugdo nutritiva exerceu um
efeito significativo, em todos os parametros de crescimento (numero de folhas; didmetro do
caule; tamanho da raiz; parte aérea; raiz; matéria seca total), embora os sintomas visuais de
deficiéncia de nutrientes tenham sido mais marcados apos a omissdao dos macro nutrientes em
comparagdo com 0s micronutrientes.

Valeri, Pizzaia e Cruz (2014), também, comprovaram que a solugdo nutritiva exerceu
efeito nos parametros de crescimento em Caesalpinia echinata Lam. (Leguminoseae) “pau-
brasil”, decorrentes da omissdo de nutrientes pela técnica do elemento faltante. Ao avaliar
sintomas visuais de deficiéncia nutricional, altura, didmetro do caule, matéria seca da parte
aérea das plantas, incluindo caule, ramos e folhas e teor dos nutrientes nas folhas, concluiram
que a omissao de nitrogénio em neossolo quartzarénico limitou o crescimento em altura e a
producao de biomassa da parte aérea das plantas de pau-brasil. Sendo os primeiros sintomas de
deficiéncia nutricionais decorrentes da omissdao de N, em seguida, apareceram os sintomas de
P, Ca, Mg, S, Cu e Mn e, mais tardiamente, os sintomas da deficiéncia de K e B.

Para a Achillea collina Lam. (Asteraceae), foram avaliadas a omissdo de nitrogénio ¢ a
producao de compostos fenolicos, sendo observado maior teor desses compostos no tratamento
com a omissdo desse elemento e a mesma resposta foi observada para camomila (Matricaria
chamomilla L., Asteraceae) para a producio de cumarinas (GIORGI et al., 2009; KOVACIK;
KLEJDUS, 2014). Os teores de K influenciam na produgao de metabolitos secundarios. Em
estudos feitos por Garlet et al. (2007) encontraram-se maiores teores de 6leo essencial em
espécies de menta (Mentha arvensis e Mentha gracilis e Mentha piperita var. citrata) com o
aumento da concentragdo de K na solucdo nutritiva. Entretanto a deficiéncia em K, no
maracujeiro doce, proporcionou aumento do principio ativo vitexina (FREITAS;

MONNERAT; VIEIRA, 2008).
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Em menta (Mentha piperita L., Lamiaceae), cultivada em solu¢do nutritiva, a propor¢ao
ideal de P e N foi ade 60 mg L' de P e 4 mg L™ de N, sendo observada a diminui¢io gradual
no rendimento de 6leo essencial, ao longo do periodo de cultivo, além de uma relacdo inversa
entre o aumento da matéria seca e o teor de 6leo essencial (SOUZA et al., 2007). Aratjo (2007)
avaliou a nutrigdo mineral em erva-baleeira (Cordia verbenaceae DC.) (Boraginaceae) e
observou que o incremento de P e N na solucgdo nutritiva aumentou o rendimento de 6leo, mas,
para o fosforo, houve diferenca significativa para os teores de a-humuleno.

Em insulina-vegetal (Cissus sicyoides (L.), Nicolson & C.E. Jarvis, Vitaceae)
verificaram que a produ¢do de mucilagem respondeu positivamente as doses de N, sendo a
melhor interagdo observada para a menor dosagem de fosforo avaliada (ABREU et al., 2002;
CUZZUOL et al., 2008).

Em relagdo a pesquisas com as espécies do género Digitalis, alguns estudos focaram na
relacdo entre caracteristicas do solo, nutrientes das plantas e producdo de cardenolideos.
Observaram-se que o contetido de cardenolideo em Digitalis ¢ inversamente proporcional a
relacdo de N, P, K e Cu no solo, enquanto o teor de Fe e Mg das folhas jovens € positivamente
correlacionado com as concentragdes de cardenolideos (LUCKNER; WICHTL, 2000). Nas
décadas de 1970 e 1980, a sele¢do de plantas com alta resisténcia a infecgdes por septoriose em
Digitalis produziu uma variedade que ndo precisou ser pulverizada com fungicidas e também
mostrou um aumento de 50% na produgdo de digoxina. Uma questdo levantada por
pesquisadores foi que talvez esse aumento de digoxina pudesse estar também relacionado com
aadubacdo (ARDELEAN; COSTEA; CORDEA, 2006; LICHIUS; MELZHEIMER; WICHTL,
1992; LUCKNER; WICHTL, 2000).

Em Digitalis lanata, Tsao, Gomez ¢ Chaubal (1961) observaram que o aumento na
concentracdo da dose de K, pela adubacdao mineral, diminuiu a quantidade de cardenolideos.

Contetdos de cardenolideo em Digitalis obscura foram negativamente correlacionados
com adubagdes no solo de nitrogénio, fosforo e potdssio e cobre, enquanto o contetido de ferro
e magnésio das folhas jovens foi positivamente correlacionado com as concentragcdes de
cardenolideo (ROCA-PEREZ et al., 2005).

E, para Digitalis thapsi, foram investigadas em cultura de tecido o maior crescimento
de plantulas e producdo de cardenolideo em presenga de luz e nutricdo com célcio (Ca)
(CACHO et al., 1999).

Pérez-Alonso et al. (2009) afirmam que a produgao de glicosideos cardiotonicos nas
espécies de Digitalis podem sofrer varias limitagdes no seu cultivo convencional e grandes

influéncias pela adubagdo e condi¢des de solo.
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Assim, cada espécie apresenta necessidades especificas dos nutrientes, que variam, de
acordo com o crescimento e 0 metabolismo do principio ativo produzido, ndo sendo encontrado
na literatura experimento de omissdo de nutrientes para a espécie Digitalis mariana ssp.

heywoodii.

2.5 Cultivo em malhas coloridas

Considerado um novo conceito agrotecnologico em cultivo protegido, a introdugdo de
malhas coloridas permite combinar a protecdo fisica com a filtragem da radiag@o solar, para
promover respostas fisioldgicas reguladas pela luz, que afetam as plantas por diversos fatores
ambientais, genéticos, edafoclimaticos, entre outros, visto que, entre os fatores ambientais, a
qualidade e quantidade de luz afetam consideravelmente o crescimento e o desenvolvimento do
vegetal (BRANDAO FILHO et al., 2018).

Assumindo um dos papéis mais importantes no desenvolvimento do vegetal, a luz ¢é
considerada fonte de energia para os organismos fotossintéticos, os quais possuem estruturas
minuciosamente desenvolvidas para absorvé-la de forma eficiente. Assim, a qualidade da luz
incidente interfere, direta ou indiretamente, no funcionamento do aparelho fotossintético,
fazendo com que ele necessite se adaptar a luz predominante de um determinado ambiente,
processo conhecido como aclimatagao fotossintética a luz (KERBAUY, 2019).

A aclimatagdo fotossintética ¢ regulada por alguns processos do desenvolvimento
vegetal levando as espécies a capacidade de se adaptar a diferentes condi¢des luminosas. Por
meio de seus fotorreceptores, as plantas podem captar as variagdes na quantidade e qualidade
de luz, adaptando seu desenvolvimento as condi¢des a que sdo expostas (SILVA, 2019).

Para a energia luminosa ser utilizada pelos sistemas vivos, € necessario que ela seja
absorvida e a substincia que absorve a luz seja denominada pigmento. Alguns pigmentos
absorvem todos os comprimentos de onda da luz, mas, em sua maioria, somente um
determinado comprimento de onda ¢ absorvido e transmite ou reflete os comprimentos de onda
que nao sao absorvidos. Esse padrao de absor¢do da luz ¢ conhecido como espectro de absor¢ao
(TAIZ et al., 2017).

As plantas desenvolveram uma série de fotorreceptores que regulam seu crescimento e
desenvolvimento, em relacdo a presencga, quantidade, qualidade, direcao e duragdo da radiagao
luminosa incidente, para aperfeicoar a captacdo de energia proveniente da luz para a

fotossintese (MORINI; MULEO, 2003). Esses fotorreceptores sdo multiplos e possuem
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diversos alcances espectrais que sdo capazes de absorver comprimentos de onda na regido do
ultravioleta, azul, vermelho ¢ vermelho-distante (KERBAUY, 2019).

A radiagdo ¢ percebida pelo fitocromo o qual ativa determinados genes que conduzem
o desenvolvimento e a diferenciagdo. O fitocromo € um pigmento proteico que absorve luz mais
fortemente nas regides do vermelho (650-680nm) e vermelho-distante (710-740nm), mas
também absorve luz azul. Esse pigmento detecta a relagdo entre a luz vermelha e vermelho-
distante, que codifica em sinal celular a excita¢do causada pela luz, alterando o metabolismo
celular e influenciando no desenvolvimento das plantas (CENTOFANTE, 2020).

Todo esse aparato fotossintético ¢ capaz de afetar a taxa de crescimento celular do
vegetal, por meio da fotoestimulacdo da biossintese de substancias, do fototropismo, da
fotomorfogénese ou do fotoperiodismo, interferindo no acimulo e composi¢ao de pigmentagao,
na diferenciacdo dos plastideos e em outras alteragdes fisioldgicas dependentes de luz
(SILVEIRA, 2019).

Para auxiliar as espécies na recepcao de luz, existem as malhas de telas coloridas que
sdo produzidas com aditivos especiais, para manipular o espectro de luz solar, tornando a
qualidade da luz incidente sobre a cultura mais benéfica, pelo fato da malha converter parte da
luz direta em luz difusa e pela capacidade de espalhar a luz que passa diretamente por elas. A
atenuacdo da radiacdo pelas malhas ¢ importante, j4 que afeta os componentes do balango
energético, assim como fluxos de calor sensivel e latente, além da condigdo hidrica das plantas,
de acordo com suas propriedades fisicas (SILVA, 2019).

A radiacdo solar apresenta um espectro continuo de comprimentos de onda (A), que,
segundo Pereira (2007), do ponto de vista agrondmico, pode ser condensado em trés faixas
principais, que englobam as radiacdes: ultravioleta, com A < 400 nm, de alto poder biocida;
visivel, com 400 nm < A < 700 nm, também denominada radiagdo fotossinteticamente ativa
(RFA), por seu poder fotossintetizante; e a infravermelho préximo (IVP), com 700 nm < A <
3000 nm, a qual ¢ utilizada nos processos morfogénicos das plantas. A radiacao de ondas curtas,
ao interagir com atmosfera e a superficie, sofre processos de atenuacdo (absorcao, difusdo e
reflexao). Logo apenas uma parte do que chega ao topo da atmosfera atinge a superficie.

Henrique et al. (2011) afirmaram que, segundo o fabricante, as telas confeccionadas
com filme de polietileno de alta densidade e fios de monofilamento sdo resistentes a radiagao
ultravioleta e, em consequéncia da refracdo da luz direta pela estrutura de cristais, alteram o
espectro da luz que as atravessa, reduzindo ou aumentando os picos de transmitancia de
radiacao de determinados comprimentos de onda. Além disso, em razdo do entrelagamento dos

fios, essas telas aumentam a porcentagem de luz difusa, o que gera maior cobertura luminosa
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sobre as plantas, principalmente sobre as folhas inferiores. Observa-se que a dependéncia da
luz no desenvolvimento das plantas ¢ complexa, envolvendo a acdo combinada de varios
sistemas fotoreceptores, entre os quais, receptores para a deteccdo de luz vermelha, azul e
ultravioleta (KERBAUY, 2019). Existem, no mercado, malhas de variadas cores: branca, preta,
azul, vermelha, cinza, verde e pérola, utilizadas no cultivo de arvores frutiferas, hortalicas,
plantas ornamentais e grandes culturas (BRANDAO FILHO et al., 2018).

As malhas de cor azul proporcionam luz do espectro em comprimento de onda de 400-
540 nm, permitindo a passagem de ondas com transmitdncia na regido do azul-verde,
intensificando o fototropismo e a fotossintese, atuando no crescimento, desenvolvimento e
aclimata¢do das plantas as condi¢des ambientais (TAIZ et al., 2017).

Telas de coloracao vermelha transferem a luz do espectro nas ondas vermelho e
vermelho distante, com transmitancia para comprimentos de ondas superiores a 590 nm, o que
reduz as ondas azuis, verdes e amarelas, difundindo-a por meio da malha, atenuando o
desenvolvimento da estrutura fotossintética das plantas, o que pode aumentar o acimulo de
amido em algumas espécies, pela inibicao da translocagdo de assimilados para fora das folhas
(NASCIMENTO et al., 2014).

E considerada neutra a malha preta que auxilia apenas na reducfio da incidéncia de
radiacdo sobre as plantas, sem influéncia na qualidade espectral da luz (OREN-SHAMIR et al.,
2001). As telas sdo projetadas, especificamente, para modificar a radiagdo incidente em termos
de espectro e dispersao (ELAD et al., 2007). Conforme a cor da tela. ¢ possivel modificar os
padrdes de crescimento das culturas (MACEDO et al., 2011) e gerar mudancas em varias
caracteristicas anatomicas, fisioldgicas, morfologicas e bioquimicas das plantas (BRANT et al.,
2009).

Em busca dessas mudangas nas caracteristicas das plantas e no seu melhor desempenho
em cultivo, podemos exemplificar espécies medicinais que se desenvolveram sob telas de cor
azul, vermelha e preta. A espécie Melissa officinalis L. (melissa) obteve maior crescimento sob
elas, quando comparado ao cultivo a pleno sol. Além disso, o uso da malha vermelha
proporcionou o maior teor de citral (BRANT et al., 2009). A espécie Ocimum gratissimum L.
(Lamiaceae), conhecida como alfavaca-cravo, apresentou vantagens, em relagdo a maior area
foliar total, mantida sob tela azul e vermelha (MARTINS et al., 2008, 2009). Para o cafeeiro
(Coffea arabica L., Rubiaceae), a tela vermelha foi a mais eficiente, ao promover o crescimento
em altura, area foliar, massa de matéria seca foliar e massa de matéria seca total (HENRIQUE

et al.,2011). Alves et al. (2018), trabalhando com Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex Britton & P.
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Wilson (erva-cidreira, Verbenaceae), observaram maior biomassa de folhas secas (4,83 g por
planta) nas plantas sob cultivo sob tela azul.

Em plantas jovens de Mikania glomerata Sprengel e Mikania laevigata Schultz Bip. ex
Baker (Compositae), os resultados revelaram que a malha azul proporcionou aumento no
acumulo de massa seca total e maior crescimento em altura. Além disso, houve aumento nos
teores de clorofilas a, b e total, para ambas as espécies, em relacdo as outras malhas e ao
tratamento a pleno sol, além das plantas sob malhas vermelha e azul apresentaram maior
alocacao de matéria seca para as raizes. O teor de 6leo essencial das plantas crescidas sob malha
azul foi de 0,14%, o que correspondeu a um acréscimo de 142% em relagdo ao teor verificado
nas plantas crescidas a pleno sol (SOUZA et al., 2010, 2011).

Para Melissa officinalis L., o uso da tela azul resultou em incrementos de 116% na altura
daplanta, 168% em area foliar, 42% em teor de clorofila e 30% em rendimento de 6leo essencial
na espécie (OLIVEIRA et al., 2016). Em Piper hispidinervum C. DC., (Piperaceae), as telas
azul e vermelha estimularam o maior crescimento em altura e a melhor produ¢ao de pigmentos
fotossintéticos (LIMA et al., 2017). Rosmarinus officinalis L. (Lamiaceae) cultivados sob
malha azul produziram maior biomassa seca de folhas e maiores teores e rendimentos do 6leo
essencial (SOUZA et al., 2014). Ja para Mentha piperita, as telas coloridas geraram acréscimo
no actimulo de biomassa seca da parte aérea e da raiz e aumento nos teores de clorofilaa e b
(SOUZA et al., 2012). Nascimento et al. (2014) observaram que Copaifera langsdorffii Desf.
(Fabaceae), cultivadas sob malhas coloridas, quando comparadas com o pleno sol,
apresentaram diferencas quanto a densidade estomatica, aos diametros das cavidades secretoras
e a biomassa seca. Ja Silva et al. (2014), para Tamarindus indica L. (Fabaceae), apresentou
maiores densidades estomaticas sob malhas azul e vermelha. Estudos com Plectranthus
neochilus Schltr (Lamiaceae), os autores verificaram que o crescimento € o desenvolvimento
da espécie (producao de biomassa seca da planta, relagdo raiz/parte aérea, area foliar total, area
foliar especifica, razdo de area foliar e razdo de peso foliar) foi influenciado pela qualidade e
quantidade de luz, mais marcadamente pela luz azul (ROSAL et al., 2008). E, para Origanum
vulgare L., (orégano, Lamiaceae), a malha vermelha proporcionou maior teor dos compostos
hidrato de cis-sabineno e hidrato de trans-sabineno e a tela preta maior teor de timol (CORREA
etal., 2012).

Em se tratando da agdo da luz sobre Digitalis purpurea, ¢ comprovada a influéncia de
suas diferentes qualidades na espécie sob ambientes controlados (VERMA et al., 2018). Como
exemplo, podemos citar Yin e Johnson (2000), que descrevem um estudo sobre o potencial de

plantas como Arabidopsis thaliana L. Heynh., (Brassicaceae), Digitalis purpurea L. e Silene
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dioica L.) Clairv. (Caryophyllaceac) de se adaptarem a ambientes com flutuagdo de
luminosidades e periodos de tempo entre 15 min e 3 h. As espécies foram cultivadas a uma
irradiancia de 100 pumol. Apos 4 a 6 semanas, foram transferidas para luz em regimes que
flutuaram entre 100 e 475 ou 810 umol.

Concluindo, as plantas, na maioria dos casos, sdo capazes de sofrer aclimatacio sob tais
condi¢des, aumentando sua taxa fotossintética maxima, com mudancgas na proteina Rubisco e
no conteudo de citocromo f, com alteragdes marginais no conteudo e composi¢ao dos pigmentos
fotossintéticos. Portanto a qualidade da luz age de forma significativa no desenvolvimento das
espécies A. thaliana, D. purpureae ¢ S. dioica.

Avaliando ainda a sensibilidade de D. purpurea a efeitos de luz, Murchie e Horton
(1998), ao estudarem quatro espécies de plantas (Digitalis purpurea, Chamerion angustifolium
(L.) Holub (Onagraceae), Brachypodium sylvaticum (Huds.) P. Beauv. (Poaceae) e Plantago
lanceolata L. (Plantaginaceae), cultivadas sob baixa radiancia com um espectro do tipo sombra,
luz branca moderadamente alta e luz branca intermediaria, observaram que as taxas de clorofila
a/b foram sensiveis a qualidade e quantidade de luz em C. angustifolium, em D. purpurea sob
luz branca moderada/alta, taxas menores foram encontradas em baixa irradiancia e
intermediaria, enquanto as outras espécies ndo apresentaram resposta, sugerindo estudos mais
aprofundados em diferentes cores de luz.

Luckner e Wichtl (2000) resumiram estudos que mostraram os teores de cardenolideo
nas espécies digitalicas que estdo ligadas as variagdes de intensidade de luz, fotoperiodo e o
termoperiodo. Uma correlagdo positiva entre a intensidade e qualidade de luz e cardenolideos
também foi observada, mas a atuacdo dos cloroplastos pode interferir nesse processo de
formagdao (HAGIMORI; MATSUMOTO; OBI, 1982; LUCKNER; WICHTL, 2000).

No cultivo de plantas medicinais, ¢ sempre importante associar a produgdo de biomassa
aos processos de formacao da espécie e a qualidade da planta enquanto matéria-prima, para a
fabricacdo de medicamentos fitoterapicos. Desta forma, como em qualquer outra cultura, ¢
preciso almejar uma produtividade 6tima, ndo s6 de biomassa, mas dos teores de principios
ativos, o que pode ser corroborado por meio do estudo da interferéncia de fatores que
influenciam esses caracteres, como a disponibilidade de nutrientes e a intensidade luminosa
(CHOUDHARY et al., 2020).

E, quando o cultivo visa a producdo de plantas medicinais e aromaticas, o estudo da
influéncia da luz torna-se indispensavel, visto que a radiagdo ¢ capaz de promover alteragdes
no metabolismo primario e secundario dessas espécies, além de modificagcdes na morfologia

vegetal.
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2.6 Validagdo de método analitico por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE)

A busca por metodologias analiticas que sejam confidveis, comparaveis e reproduziveis
em ampla escala tem sido alvo de pesquisas constantes nos ramos da quimica qualitativa e
quantitativa (CHELLINI et al., 2015). Para que uma metodologia analitica de identifica¢do ou
mesmo quantificagdo seja difundida, como parametro de determinagao, para qualidade e certeza
de resultados, ela deve passar por um sistema de testes e verificagdes denominado validagao
(SWARTZ; KRULL, 2018).

A validagdo de um método analitico ¢ o processo que demonstra que um procedimento
analitico ¢ adequado para o seu fim, ou seja, utilizado para confirmar que o procedimento
empregado, para a analise de uma substancia de interesse, apresenta qualidade, confiabilidade
e resultados consistentes. Esse entendimento ¢ obtido a partir de estudos cientificamente
baseados em métodos de desenvolvimento e otimizagdo (FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION - FDA, 2014).

Os métodos de desenvolvimento precisam ser validados ou revalidados (PATIL;
AHIRRAO; PAWAR, 2017). A revalidagdo ¢ necessaria, quando o escopo do método validado
foi alterado, por exemplo, se as condi¢des operacionais mudaram (PATEL; PATEL; GAJRA,
2011). A aprovagao de produtos pelas autoridades regulamentadoras exige que o solicitante
prove o controle de todo o processo de desenvolvimento. A validacdo do método resulta em
métodos oficiais de testes e controle de qualidade. A aprovacgdo de produtos pelas autoridades
regulamentadoras exige que o solicitante prove o controle de todo o processo de
desenvolvimento. A validacao do método resulta em métodos oficiais de testes e controle de
qualidade (RAVISANKAR et al., 2015).

Para orientar a validacdo, os 6rgdos ou agé€ncias responsaveis elaboram diretrizes que
devem ser seguidas pelos laboratdrios e analistas quando na execugdo de metodologias proprias
de uso analitico (COELHO et al.,, 2018). Tais diretrizes, previamente estudadas e
exaustivamente verificadas, quando adotadas pelos laboratorios, fornecem aos 6rgaos a garantia
de que os dados por eles produzidos sdo corroborados pelas proprias técnicas propostas e que
carregam a confiabilidade da certificacdo estabelecida (NOVAES et al., 2017).

Os processos de validacdo se subdividem em duas classes principais, uma determinada
de validagao no laboratério, que consiste em técnicas de apuracao da metodologia, levando-se
em consideragao os inumeros dados coletados no mesmo laboratério, com mesmo equipamento,

analistas e condi¢des repetidas do meio (CANDIOTI et al., 2014). A segunda classe, chamada
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validagdo completa, consiste na verificagdo do método, em diferentes laboratérios, que
integram uma rede analoga de determinacdo, na qual o método de verificacdo serd o mesmo,
mas as condi¢des laboratoriais, analistas e equipamentos serdao diferentes (BENEVIDES et al.,
2014).

Validar um método ¢ um procedimento demorado, que requer um grande nimero de
experimentos analiticos e calculos estatisticos. No intuito de padronizar os procedimentos, a
International Union of Pure and Applied Chemstry (IUPAC, 2018) publicou um guia para
calibracao em Quimica Analitica. As agéncias regulamentadoras dos Estados Unidos ("FDA,
Food and Drug Agency"), Japao (MHLW, "Ministry of Health, Labour and Welfare") e Unido
Europeia (EMEA, "European Medicine Agency") passaram a organizar a Conferéncia
Internacional sobre Harmonizag¢ao (ICH, "International Conference on Harmonisation"), para
estabelecer padroes para os procedimentos de pesquisa e desenvolvimento de farmacos.

Por intermédio da ICH, representantes das industrias e agéncias reguladoras dos EUA,
Europa e Japao definiram parametros, requerimentos e, em alguns casos, também metodologias
para validagdo dos métodos analiticos (RIBANI ez al., 2004). A norma Q2 (R1), “Validation of
analytical procedures: text and methodology”, da ICH recomenda utilizar, para o processo de
validagdo, os seguintes parametros: especificidade e seletividade, linearidade, precisdo, limite
de deteccao (sensibilidade), limite de quantificagdo, exatidao e robustez (ICH, 1996).

No Brasil, os dois 6rgdos que regulamentam a validagdo de métodos sdo a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e a diretriz de validacdo de métodos analiticos
(DAE), dada pela Resolugao da Diretoria Colegiada, RDC n° 166 de 24 de julho de 2017
(BRASIL, 2017), que recomenda os mesmos parametros, cujas analises sdo requeridas pelas
autoridades de satde brasileiras para o registro de produtos fitoterapicos (BRASIL, 2003). Essa
resolucdo ¢ aplicdvel a métodos analiticos empregados em insumos farmacéuticos,
medicamentos e produtos biologicos, em todas as suas fases de produ¢ao (BRASIL, 2017) e o
Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Instrumental (INMETRO) a
orientacdo fica a cargo do documento DOQ-CGCRE-008 de 05 de agosto de 2016 atualizado
em julho de 2018 (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, NORMALIZACAO E
QUALIDADE INDUSTRIAL - INMETRO, 2018).

Pelas disposi¢des vigentes, o processo de validacdo passa por uma série de ensaios que
incluem, entre outros, linearidade, limite de detec¢do (LD), limite de quantificacdo (LQ),
seletividade, repetitividade, reprodutibilidade, robustez e outros parametros estatisticos de

analise descritiva (BRASIL, 2017; INMETRO, 2018).
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A linearidade busca identificar um comportamento diretamente proporcional entre a
varidvel medida e uma resposta dentro de um intervalo determinado (BARROS NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2002), geralmente, desconhecido antes do teste. O comportamento
pode ser verificado empiricamente pela obtencdo de uma curva analitica, em que os dados
obtidos sdo levados a regressdo linear, resultando em um equacionamento descritivo do
comportamento observado (DURAND; LECOMTE; VILLENEUVE, 2016).

A regressao linear ¢ bem-posta, quando o seu coeficiente de correlagdo, r, aproxima-se
do valor unitario. A ANVISA recomenda valores de r superiores a 0,99, enquanto o INMETRO
superiores a 0,90 (BRASIL, 2017; INMETRO, 2018). Outros pardmetros constituem ponto de
relevante interesse, para a andlise de linearidade como o desvio-padrdo e o desvio-padrao
residual (DPR) dos dados coletados (NOVAES et al., 2017).

O parametro LD indica o menor valor de uma variavel (concentracdo) que pode ser
detectado, porém ndo necessariamente quantificado para os limites de exatiddo e precisdo
exigidos pelo método (SANTOS et al., 2014). J& o parametro LQ, indica a menor quantificacao
possivel para uma variavel dentro de um determinado método avaliado (CASSINI; ANTUNES;
KELLER, 2013). Em trabalhos de validagdo de metodologia analitica, o LD e LQ sao
comumente obtidos, com base nos pardmetros da curva analitica ou na razdo sinal e ruido
gerados nos equipamentos eletronicos (SANTOS, 2018; PAGAN et al., 2019).

A seletividade ¢ o parametro responsavel pela certeza da identificagdo pelo método para
a variavel de resposta trabalhada, obtendo assim a relagdo de impurezas e interferentes que
possam gerar identificagdes falsas no método estudado (IAMMARINO; MARINO;
ALBENZIO, 2017). Esse parametro deve ser continuamente verificado no decorrer dos testes
para os demais parametros (GOES JUNIOR et al., 2019; PAGAN et al., 2019).

A repetitividade busca verificar a concordancia dos valores coletados para uma
metodologia, obtidos nas mesmas condi¢des de laboratério, equipamento, operadores, entre
outras variaveis, que possam influenciar o método, enquanto a reprodutibilidade busca a
concordancia dos resultados obtidos para a mesma amostra ¢ método, mas em condig¢des
distintas, como equipamentos de mesmo modelo, porém diferentes analistas e laboratorios
distintos (CHAWLA et al., 2016; SANTOS, 2018). Ambos os parametros devem encontrar
seus limites de divergéncia dentro dos resultados aceitaveis segundo metodologia de validagao
seguida (AGUIAR JUNIOR et al., 2018).

Pequenas variagdes sao impossiveis de serem excluidas dos testes, estando presentes

tanto na repetitividade quanto na reprodutibilidade, gerando os erros aleatérios (AGUIAR
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JUNIOR et al., 2018). Como forma de relativizar essas divergéncias, o pardmetro robustez
mede a sensibilidade do método analitico quanto a essas variagdes (LEGRAND et al., 2018).

Uma boa robustez indica que o método se mantém confidvel e exato no que diz respeito
as oscilagdes. Nos testes de validagdo, a robustez ¢ avaliada, por meio de uma pequena variagao
de parametros conhecidos, sendo entdo verificada a sua influéncia na resposta (IAMMARINO;
MARINO; ALBENZIO, 2017; PAGAN et al., 2019).

O processo de identificacao e quantificacdo de substancias de interesse em produtos
vegetais inclui o uso de cromatografia. Existem diferentes tipos de técnicas cromatograficas,
como, por exemplo, fase movel (liquida e gasosa) e fase estaciondria (troca i0nica, silica de fase
normal e reversa) e cromatografia em camada delgada (THAMMANA, 2016).

Uma fonte de grande obten¢do de metodologias analiticas ¢ a Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE), do inglés "High Performance Liquid Chromatography" (HPLC)
(GOUTAL et al., 2016). A cromatografia trabalha na separa¢do dos compostos presentes em
uma matriz, de acordo com seu tempo de reten¢do ou elui¢do, influenciado pela interacdo da
amostra, arrastada pela fase mével (LUCIANI-GIACOBBE et al., 2018; Ql et al., 2015).

CLAE-UV ¢ uma forma de cromatografia em coluna que bombeia em alta pressao uma
amostra (analito) dissolvida em um solvente (fase movel) por uma coluna com um material de
embalagem cromatografico imobilizado (fase estacionaria). As propriedades da amostra e do
solvente, bem como a natureza da fase estaciondria, determinam o tempo de reten¢do dos
analitos. A medida que a amostra passa pela coluna, os analitos com as interagdes mais fortes
com a fase estacionaria saem da coluna mais lentamente, o que significa que exibem tempos de
reten¢do mais longos. Ao sair da coluna, a fase mdvel passa por um modulo de detecgao de
absorbancia na regido do ultravioleta (UV) (PETROVA; SAUER, 2017). Os detectores UV sao
amplamente utilizados na cromatografia liquida, apresentando boas faixas de deteccdo
(sensibilidade de aproximadamente 10 a 9 g mL') e robustez, enquanto sdo vidveis
economicamente (SCHWEIKART; HULTHE, 2019). Esses detectores relacionam a absor¢ao
do composto com a sua concentragdo, lei de Lambert- Beer (LEGRAND et al., 2018).

A CLAE-UV ¢ amplamente utilizada na deteccdo e determinagdao de inumeros
compostos e ensaios analiticos, encontrando forte aplicagdo para a industria farmacéutica e de
pesticidas que encontram no método a descricdo completa das formulagdes e suas propriedades

quimicas (OHIRA et al., 2018).
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RESUMO

Digitalis mariana ssp. heywoodii € uma espécie endémica de Portugal que biossintetiza,
entre outros, um cardenolideo raro conhecido como glicoevatromonosideo (GEV). Essa
substancia natural tem demonstrado resultados antivirais e anticancerigenos promissores.
Varias espécies de Digitalis demostraram a influéncia da luz no teor de cardenolideos totais. O
uso de técnicas de manipulagdo da qualidade da luz, por meio de malhas coloridas, representa
um novo conceito agrotecnologico. Objetivou-se realizar experimentos de otimizagao extrativa,
desenvolvimento e validagao analitica por CLAE-DAD, para a quantificagao de GEV e avaliar
os aspectos morfofisiologicos de crescimento sob o efeito da intensidade e da qualidade
espectral da luz transmitida pelas malhas fotoconversoras, em plantas cultivadas de Digitalis
mariana ssp. heywoodii. Os experimentos de otimizagdo extrativa apontaram a razdo-droga-
vegetal por solvente extrator extrato de 125 mg mL’!, empregando mistura trinaria
equivolumétrica de metanol: etanol:4gua por sonicagdo com um ciclo de 31 min como o melhor
método para o preparo das amostras. O método cromatografico desenvolvido foi validado, para
a quantificacdo de GEV em Digitalis mariana ssp. heywoodii, apresentando seletividade
comprovada, pela pureza do seu pico do extrato ¢ homogeneidade espectral com o padrdo de
referéncia, repetibilidade (DPR=1,81), precisdo intermediaria (DPR=1,75), linear na faixa de
0,0015 a 0,0002 mg mL"! R>=0,999 e sendo considerado exato em concentra¢des baixas. O
método analitico foi aplicado no seguinte experimento: mudas de D. mariana ssp. heywoodii
foram cultivadas por 30, 60, 90 e 120 dias sob malhas fotoconversoras Cromatinet® (Polysack),
com 50% de sombreamento, nas colora¢des azul, vermelha e preta e o tratamento controle sem
o uso de malha. Foram avaliados: numero de folhas por planta; biomassas secas de folhas, de
raizes e total, relagdo raiz/parte aérea; analise foliar e teor de cardenolideos totais (CT), GEV,
pigmentos fotossintetizantes e proteina. Os dados foram submetidos a analise de variancia. As
médias foram comparadas ao teste de Scott-Knott, ambas a 5% de probabilidade. O programa
estatistico SISVAR® (FERREIRA, 2019) foi utilizado para o processamento dos dados. A tela
de cor azul proporcionou a maior quantidade de matéria seca de folha (12,69 g), crescimento
de raiz (54,00 cm), area foliar (46,97 cm?), teores de proteina (0,118 mg mL™"), clorofila a (1,88
mg g ). Em relacio aos cardenolideos totais, as telas azul e vermelha nio apresentaram
diferenca significativa, ao nivel de 5% de significancia (2,29% e 2,33%, respectivamente),
sendo considerados os melhores tratamentos. Em relagdo aos cardenolideos totais, as telas azul
e vermelha ndo apresentaram diferenca significativa, ao nivel de 5% de significancia (2,29% e
2,33%, respectivamente), sendo considerados os melhores tratamentos. Entretanto os maiores
teores de GEV foram encontrados apenas em plantas cultivadas sob tela azul (26,0 pg/ 100g de
material vegetal). Conclui-se que o cultivo de Digitalis mariana ssp. heywoodii sob malha
fotoconversora azul influéncia no maior ganho de biomassa seca e comprimento de raiz,
biomassa seca e area foliar, clorofila a, b, carotenoides e clorofila total, proteinas totais e maior
acimulo de cardenolideos totais ¢ GEV.

Palavra-chave: Otimizacdo extrativa. Qualidade espectral de luz. Dedaleira. Analises
multivariadas. Cultivo em campo.
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ABSTRACT

Digitalis mariana ssp. heywoodii is an endemic species of Portugal that biosynthesizes,
among others, a rare cardenolid known as glucoevatromonoside (GEV). This natural substance
has shown promising antiviral and anticancer results. Several species of Digitalis have
demonstrated the influence of light on the total cardenolide content. The use of light quality
manipulation techniques through colored screens is a new agrotechnological concept. This
paper aimed to conduct extractive optimization, development, and analytical validation
experiments by HPLC-DAD to quantify GEV and evaluate the morphophysiological aspects of
growth under the effect of the intensity and spectral quality of light transmitted by photo
converter screens in cultivated Digitalis mariana ssp. heywoodii plants. The extractive
optimization experiments indicated the ratio-drug-plant by solvent extractor extract of 125 mg
mL!, employing an equivolume trinary mixture of methanol:ethanol:water by sonication with
a cycle of 31 min as the best method for preparing the samples. The chromatographic method
developed was validated to quantify GEV in Digitalis mariana ssp. heywoodii, presenting
selectivity proven by the purity of its peak extract and spectral homogeneity with the reference
standard, repeatability (DPR=1.81), intermediate accuracy (DPR=1.75), linear in the range of
0.0015 to 0.0002 mg mL™' R?>= 0.999, and considered accurate at low concentrations. The
analytical method was applied in the following experiment: D. mariana ssp. heywoodii
seedlings were cultivated for 30, 60, 90, and 120 days under Cromatinet® (Polysack) photo
converter screens with 50% shading, in blue, red, and black, using the treatment with no screen
as the control. We evaluated the number of leaves per plant, leaf, roots, and total dry biomass,
root/aerial part ratio, foliar analysis and total cardenolide (TC) content, GEV,
photosynthesizing pigments, and protein. Data were submitted to analysis of variance. The
means were compared using the Scott-Knott test at 5% probability. The SISVAR® statistical
program (FERREIRA, 2019) was used for data processing. The blue screen provided the
highest amount of leaf dry matter (12.69 g), root growth (54.00 cm), leaf area (46.97 cm?),
protein content (0.118 mg mL™), and chlorophyll a (1.88 mg g'). The blue and red screens
showed no significant difference at the level of 5% significance (2.29% and 2.33%,
respectively) for total cardenolides and were considered the best treatments. The blue and red
screens showed no significant difference at the level of 5% significance (2.29% and 2.33%,
respectively) for total cardenolides and were considered the best treatments. However, the
highest levels of GEV were found only in plants cultivated under the blue screen (26.0 ng/100g
of plant material). In conclusion, the cultivation of Digitalis mariana ssp. heywoodii under a
blue photo converter screen results in the greater gain of root dry biomass and length, leaf dry
biomass and area, chlorophyll a and b, carotenoids and total chlorophyll, total protein, and
greater accumulation of total cardenolides and GEV.

Keywords: Extractive optimization. Spectral quality of light. Foxglove. Multivariate analysis.
Field cultivation.
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1 INTRODUCAO

Digitalis mariana ssp. heywoodii P. Silva & M. Silva pertence a familia Plantaginaceae,
endémica do Sudeste de Portugal (Alto Alentejo) e regides adjacentes da Espanha (Badajoz,
Cordoba, Jaén - Provincia Luso-Extremadurense, Setor Maridnico-Monchiquense)
(NAVARRO et al., 2000).

A presenca de 0,3% a 0,5% (p/p) de cardenolideos ja foi descrita, para essa espécie
(CLEMENTE et al., 2011; LUCKNER; WICHTL, 2000), e estudos farmacologicos tém
demonstrado associacdo cardiovascular inotropica positiva (NAVARRO et al., 2000) e
atividade antitumoral (LOPEZ-LAZARO et al., 2003). Glucoevatromonosideo (GEV). O
cardenolideo predominante na planta ¢ ativo contra o virus do herpes humano (BERTOL et al.,
2011). Pelo interesse comercial no género Digitalis, estudos focaram na cultura e propagacao
in vitro de varias espécies de Digitalis (DURAN; KEYFLI, 2021; GUREL et al.,2011; KREIS;
HAUG; YUCESAN, 2015; NARTOP; ALTAN; TITREK, 2021; PEREZ-ALONSO et al.,
2009, 2018; RAD et al., 2021; VERMA et al., 2016; YUCESAN et al., 2014) e deixaram de
lado seu cultivo em campo.

Mais de 80 cardenolideos, estruturalmente diferentes, ja foram isolados e relatados
estarem presentes nas folhas e sementes de Digitalis ssp. € seus teores variam com a influéncia
de fatores bidticos e abioticos, incluindo o local de coleta, periodo de desenvolvimento (idade)
da planta, macro e micronutrientes, além de diversos outros fatores macro e micro ambientais
(ATKINSON et al., 2012; GANAPATY et al.,, 2003; KREIS, 2017; KREIS; HAUG;
YUCESAN, 2015; OH et al., 2005).

A maior parte dos processos fisioldgicos e morfologicos das espécies depende da luz.
Essas fun¢des ocorrem na faixa do espectro denominado luz visivel, que se encontra entre 400
e 700 nm, sendo esse intervalo a principal fonte de energia para a fotossintese. Cerca de 85% a
90% da radiagdo fotossinteticamente ativa ¢ absorvida pelos pigmentos primarios,
especialmente, nas regides do azul e do vermelho (LIMA et al., 2020; VIEIRA et al., 2010;
YANG et al., 2019).

As malhas coloridas sdo técnicas de manipulacdo da qualidade da luz e representam um
novo conceito agrotecnologico, que se destina a combinar a protecao fisica com a filtragao
diferencial da radiagdo solar, para favorecer as respostas fisioldgicas que sao reguladas pela luz
(SHAHAK; GUSSAKOVSKY, 2004). Essas telas, obtidas comercialmente, tém demonstrado
proporcionar respostas de crescimento e producdo de metabolitos secundarios variados,

conforme a espécie vegetal medicinal (AMARAL, 2007; CENTOFANTE et al., 2020;
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HENRIQUE et al., 2011; MARTINS et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2009; OREN-SHAMIR et
al.,2001; SOUZA et al., 2011a).

Desta forma, estudos que investigam esta tematica, como a influéncia da qualidade da
luz no desenvolvimento da espécie e produgao de cardenolideos (VERMA et al., 2018), sdo
importantes, principalmente, quando seus dados permanecem escassos na literatura a qual corre
risco de extingdo no seu local de origem.

Diante do exposto e da necessidade de informagdes, a respeito do cultivo em campo de
Digitalis mariana ssp. heywoodii, para a maximiza¢ao dos teores de cardenolideos totais e
GEV, objetivou-se avaliar os aspectos morfofisioldogicos de crescimento sob o efeito da

qualidade espectral da luz transmitida pelas malhas fotoconversoras.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal para estudos de desenvolvimento e validacdo analitica

Inicialmente foram preparadas mudas a partir de sementes de Digitalis mariana ssp.
heywoodii adquiridas comercialmente (Jelitto Seeds®, Alemanha). Foram germinadas, em
bandejas de poliestireno expandido com 128 células, em casa de vegetagao do Laboratorio de
Cultura de Tecidos e Plantas Medicinais do Departamento de Agricultura (DAG) da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), MG, situada nas coordenadas geograficas 21°14’S
00W, a 918m de altitude, com umidade relativa de 95% e temperatura média de 26 + 2 °C, em
substrato comercial até as plantulas atingirem dois pares de folhas plenamente desenvolvidas
(10 - 15 cm).

Em seguida, as mudas foram transplantadas para vasos de plastico com capacidade de 8
litros contendo a mistura de solo + areia (2:1) e 9 kg m™ de adubagio organica, sendo ela esterco
de galinha curtido (4,5 kg m™) e esterco bovino curtido (4,5 kg m?). O solo empregado ao
desenvolvimento das mudas foi classificado como latossolo vermelho distrofico (LVd) de
horizonte B com textura argilosa. Uma amostra do solo foi coletada na camada de 0 a 0,20 m
de profundidade, sob vegetagao natural ndo antropizada, livre de adubagdo com fertilizantes ou
agroquimicos pelo menos, nos ultimos cinco anos, dentro do campo experimental do Horto de
Plantas Medicinais na Universidade Federal de Lavras-MG. Essas amostras foram
destorroadas, secas ao ar e passadas em peneira com malha de 5 mm de abertura. Posteriormente
a amostra de solo foi peneirada, em peneira de 2 mm de abertura, para a realizacdo da

caracterizacdo quimica da fracao terra fina seca ao ar (TFSA) (TABELA 1).

Tabela 1 - Caracteristicas quimicas de amostras dos solos utilizados (camada de 0 a 0,2 m de
profundidade). Lavras, MG, 2021.

(Continua)

Caracteristicas™ Lvd
pH (H:0) 6

P mehlich (mg/dm™) 1,71

P-rem (mg/dm™) 19,58
K (mg dm™) 22

Ca (cmol. dm™) 0,50

Mg (cmol. dm™) 0,07

Al (cmol. dm™) 0,60

H + Al (cmol. dm™) 7,04
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Tabela 1 - Caracteristicas quimicas de amostras dos solos utilizados (camada de 0 a 0,2 m de
profundidade). Lavras, MG, 2021.

(Conclusao)
Caracteristicas™ Lvd
SB (cmol. dm™) 0,69
C organico 0,88
V(%) 9,01
t (cmole dm™) 1,30
T (cmol. dm™) 7,74
m (%) 46,15
S (mg dm™) 15,21
Zn (mg dm™) 1,46
B (mg dm?) 0,28
Fe (mg dm™) 119,20
Mn (mg dm™) 11,56
Cu (mg dm?) 1,98

Fonte: Da autora (2021).
* Analises realizadas no Laboratorio de Fertilidade do Solo do Departamento de Ciéncia do Solo da
UFLA.

O controle de plantas invasoras foi realizado manualmente e com turno de rega realizado
de trés em trés dias com volume de 1,5 L de dgua por vaso. Durante o experimento, ndo foi
verificada infecgdo por patdgenos e ou ataques de pragas.

Apo6s 120 dias, amostras das folhas de D. mariana ssp. heywoodii foram coletadas e
secas em estufa de circulagdo forcada de ar a 70°C (para a destruicdo da enzima
digipurpuridase), durante 24 horas, para o preparo do extrato. Apos a secagem, o material foi
pulverizado em moinho de facas (MARCONI® MAO0048), pesado em aliquotas (125 mg) e
congelados em saquinhos de plastico (7x12 c¢cm) sob a temperatura de 4° C, para os estudos de

desenvolvimento e validacao analitica por CLAE/DAD e quantificacao de GEV.

2.2 Otimizacao extrativa

O processo extrativo foi realizado, a partir do método de extragdo assistida por
ultrassom, uma vez que constitui um método simples, econdmico e com baixo consumo de
solvente organico. A otimizagdo do processo de extracao envolveu trés etapas de planejamento
experimental: 1) Planejamento simplex-centroide; 2) Planejamento Fatorial Completo e 3)
Planejamento Composto Central. Os dados obtidos por essas analises foram tratados e
processados, utilizando-se um método de regressdo multivariada, que propde modelos
empiricos para explicar e executar o ajuste fino (otimizagdo) dos parametros experimentais

importantes (PEREIRA-FILHO, 2015).
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A resposta analitica foi monitorada para a condugdo dos planejamentos experimentais a

avaliagdo da area do pico cromatografico de GEV.

2.2.1 Planejamento simplex-centroide

A fim de definir a melhor propor¢ao de solvente para a maxima extracdo de GEV em
Digitalis mariana ssp. heywoodii, foi realizado um planejamento experimental de misturas
usando o planejamento simples-centroide. Para isso, trés solventes com polaridades distintas:
metanol, etanol e 4gua foram empregados de forma isolada, em composi¢@o binaria ou trindria,

conforme a detalhado na Tabela 2. Os extratos foram preparados em quintuplicata.

Tabela 2 - Matriz experimental codificada do planejamento das misturas de extragcdo para
Digitalis mariana ssp. heywoodii. Lavras, MG, 2021.

Solventes (mL)

Extrato

Metanol Etanol Agua

1 0,33 0,33 0,33
2 1 0 0

3 0,5 0,5 0

4 0 1 0

5 0 0,5 0,5
6 0 0 1

7 0,5 0 0,5

Fonte: Da autora (2021).

A extragdo de GEV seguiu o protocolo proposto por Kreis, Haug e Yiicesan (2015), com
modificagdes. Para analise do melhor solvente a ser utilizado, foram analisadas as areas
correspondentes aos picos de GEV nos cromatogramas (resposta analitica para realiza¢do do
planejamento), empregando-se o Sisvar com o teste de Scott-Knott a 5%.

Apo6s a secagem ¢ moagem das folhas, uma massa de 100 mg foi utilizada, para as
extragdes, com a propor¢ao dos solventes selecionados (TABELA 2) a 70 °C por sonicagao,
empregado-se 1 ciclo ininterrupto de 30 min. Ap6s esse periodo, o extrato foi colocado em gelo
por 5 min e, entdo, foi microcentrifugado a 13000 g por 10 min. Logo depois, foram adicionados
ao sobrenadante 300 pL de acetato de chumbo a 15% (p/v) e utilizado o vortex por 3 segundos,
o qual foi incubado por 5 min em temperatura ambiente (25°C). Depois desse periodo, as
amostras foram novamente microcentrifugadas. Uma vez removido o precipitado, 200 puL de
solugdo aquosa de fosfato monossédico (Na,HPO) a 10% (p/v) foram adicionados ao
sobrenadante e, em seguida, foi microcentrifugado. O sobrenadante foi transferido para um

microtubo de 5 mL e a ele foi adicionado 1 mL de cloroférmio:isopropanol (3:2 v/v) e utilizado
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o vortex por 3 segundos, em seguida, centrifugado a 13000 g durante 5 min. A fase inferior foi
transferida para um baldo e, entdo, rotaecvaporada até secura. O preparo da amostra foi realizado
conforme o item 2.2.5.

A codificagdo dos niveis das variaveis, avaliacdo da significancia das variaveis testadas
e capacidade preditiva dos modelos gerados foram realizadas nos softwares Microsoft® Excel

(Microsoft® Office, EUA) e software Statistica 7, empregando-se ANOVA. Teste Fe T.
2.2.2 Planejamento Fatorial Completo: selecio dos parametros extrativos

Foi realizada uma triagem dos fatores com o objetivo de verificar qual deles possui
maior impacto na resposta extrativa e a fim de eliminar fatores sem importancia ao processo,
antes de investir no ajuste fino dos resultados (PCC). Desta forma, foi aplicado um método de
regressdo multivariada denominado Planejamento Fatorial Completo (BRERETON, 2002;
PEREIRA-FILHO, 2015).

Tabela 3 - Planejamento fatorial completo 2%com o total de ensaios ¢ os fatores X7, X2, X3 e
X4 codificados em niveis +1 e -1. Lavras, MG, 2020.

Variaveis Codificadas Variaveis nao codificadas
Extrato X1 X2 X3 X4 X1 X2 X3 X4
(mgmL?')  (min) (°C)
1 -1 -1 -1 -1 20 5 25 1
2 1 -1 -1 -1 100 5 25 1
3 -1 1 -1 -1 20 30 25 1
4 1 1 -1 -1 100 30 25 1
5 -1 -1 1 -1 20 5 70 1
6 1 -1 1 -1 100 5 70 1
7 -1 1 1 -1 20 30 70 1
8 1 1 1 -1 100 30 70 1
9 -1 -1 -1 1 20 5 25 3
10 1 -1 -1 1 100 5 25 3
11 -1 1 -1 1 20 30 25 3
12 1 1 -1 1 100 30 25 3
13 -1 -1 1 1 20 5 70 3
14 1 -1 1 1 100 5 70 3
15 -1 1 1 1 20 30 70 3
16 1 1 1 1 100 30 70 3

Fonte: Da autora (2021).

Nessa segunda etapa, quatro variaveis do processo extrativo foram avaliadas em dois

niveis alto (+1) e baixo (-1): razdo-droga-vegetal por solvente extrator (X, mg mL™"), tempo de
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maceragdo assistida por ultrassom (X2, min.), temperatura do banho de ultrassom (X3, °C) e
nimero de ciclos de extracdo (X4), para determinar quais delas efetivamente apresentavam
efeito sobre a quantidade extraida de GEV de Digitalis mariana ssp. heywoodii. Foram
realizados 16 experimentos (2", sendo n o numero de varidveis), variando os niveis (alto e
baixo) de cada variavel (TABELA 3) (BRERETON, 2002; PEREIRA-FILHO, 2015). Todos
os 16 experimentos de extracdo foram realizados em quadruplicata. As andlises qualitativas e

quantitativas de GEV.

2.2.3 Planejamento Composto Central (PCC): ajuste fino dos parametros selecionados

Apo6s a identificacdo das interagdes das variaveis de melhor significancia estatistica,
realizou-se neles um ajuste fino pela metodologia de superficie de resposta (MSR), utilizando
PCC, para estabelecer a regido experimental e definir os experimentos a serem realizados,
variando os pardmetros em cinco niveis (TABELA 4) (BRERETON, 2002; PEREIRA-FILHO,
2015). As condigdes Otimas, para a realizacdo da extracdo foram definidas monitorando
exclusivamente as areas relativas do pico cromatografico correspondente ao GEV nas analises
por CLAE-DAD.

A codificacdo dos niveis das varidveis, avaliacdo da significancia das varidveis testadas
e capacidade preditiva dos modelos gerados foram realizadas, utilizando-se os softwares
Microsoft® Excel (Microsoft® Office, EUA) e Statistica 7, empregando-se uma ANOVA. Para
determinar as condi¢des Otimas, foi gerada a superficie de resposta (e grafico de contorno),

relacionando as variaveis testadas e o modelo proposto para cada resposta monitorada.

Tabela 4 - Planejamento composto central e os fatores X/, X2 e X3 codificados em cinco niveis
-1,-1,68, 0, 1 ¢ 1,68 e sem codifica¢des. Lavras, MG, 2021.

(Continua)
Variaveis Codificadas Variaveis nao codificadas
Extrato X1 Xz X3 X1 Xz X3
1 -1 -1 -1 0,036 10 2
2 1 -1 -1 0,101 10 2
3 -1 1 -1 0,036 24 2
4 1 1 -1 0,101 24 2
5 -1 -1 1 0,036 10 4
6 1 -1 1 0,101 10 4
7 -1 1 1 0,036 24 4
8 1 1 1 0,101 24 4
9 -1,68 0 0 0,015 19 3
10 1,68 0 0 0,125 19 3
11 0 -1,68 0 0,07 7 3
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Tabela 4 - Planejamento composto central e os fatores X7, X2 e X3 codificados em cinco niveis
-1,-1,68, 0, 1 e 1,68 e sem codificagoes. Lavras, MG, 2021.

(Conclusao)
Variaveis Codificadas Variaveis nao codificadas
Extrato X1 Xz X3 X1 Xz X3
12 0 1,68 0 0,07 31 3
13 0 0 -1,68 0,07 19 1
14 0 0 1,68 0,07 19 5
15 0 0 0 0,07 19 3
16 0 0 0 0,07 19 3
17 0 0 0 0,07 19 3
18 0 0 0 0,07 19 3
19 0 0 0 0,07 19 3

Fonte: Da autora (2021).

2.2.4 Analises dos perfis cromatograficos por CLAE-FR

Os perfis cromatograficos por CLAE-FR (cromatografia liquida de alta eficiéncia de
fase reversa) foram obtidos, a fim de avaliar a complexidade e a polaridade dos constituintes
presentes nas amostras, assim como para identificar a presenga e estimar o teor de GEV. As
analises qualitativas foram realizadas, a partir da comparagao dos tempos de retencao, espectros

no UV e coinjecdo com substancia de referéncia.

2.2.5 Preparo dos extratos

A metodologia extrativa, utilizada neste trabalho, foi validada anteriormente (item
2.6.3.1). A massa de 125 mg de folhas secas pulverizadas foram extraidas com a mistura
trinaria de 0,333 pL de metanol, 0,333 pL de etanol € 0,333 puL de agua. A extragdo foi realizada
por 1 ciclo de 31 minutos de maceracao assistida por ultrassom em temperatura ambiente. O
extrato foi microcentrifugado a 13000 g por 10 min. Apds, foram adicionados ao sobrenadante
300 pL de acetato de chumbo a 15% (p/v) e homegeinizado por vortex por 3 segundos, no qual
foi mantido por 5 min em temperatura ambiente (25 °C). Em seguida, as amostras foram
novamente microcentrifugadas. Uma vez removido o precipitado, 200 pL de solugdo aquosa de
fosfato monossodico (Na;HPO;) a 10% (p/v) foram adicionados ao sobrenadante,
homogeinizado por vortex e, depois, foi microcentrifugado. O sobrenadante foi transferido para
um microtubo de 5 mL e a ele foi adicionado 1 mL de cloroférmio:isopropanol (3:2 v/v) e
centrifugado a 13000 g durante 5 min. A fase inferior foi transferida para um baldo e, entdo,

rotaevaporada até secura.
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2.2.6 Preparo das amostras

Apo6s a obtencao dos extratos (item 2.2.5), eles foram solubilizados em 1.000 pL de
metanol (MeOH) grau CLAE, seguido de sonicacdo até dissolu¢ao completa (1 a 2 min),
seguido de centrifugacdo a 8.400 g, por 10 min. Os sobrenadantes foram transferidos para vials

e analisados por CLAE.

2.2.7 Equipamento e condicOes cromatograficas para a obtenc¢iao dos perfis exploratorios

Os perfis cromatograficos exploratorios foram obtidos para as amostras de Digitalis
mariana ssp. heywoodii, empregando-se um sistema de cromatografia liquida Agilent 1200
Series (Agilent Technologies®, Waldbronn, Alemanha), equipado com bomba quaternaria
(G1311A), sistema de degasificagdo (G13222A), amostrador automatico ALS (G1322A) e
detector de arranjo de diodos (G1315D), com detector ultravioleta de comprimento de onda
variavel (G1315D), conectado ao computador com sistema controlado pelo software EzChrom,
versdo OpenLAB. As separagdes foram realizadas em uma coluna analitica de fase reversa
Eclipse XDB-C18 (5 pm x 150 mm x 4,6 mm 1.D.) (Agilent Technologies®, EUA), com pré-
coluna, fluxo de I mL/min, empregando gradiente linear descrito na Tabela 5. As analises foram
realizadas a 40 °C, com deteccdo no comprimento de onda de 210 nm, pressao do sistema de
400 bar, volume de injecdo de 10 pL. Espectros no UV, na faixa de 205 a 400 nm, foram

registrados on-line para cada pico.

Tabela 5 - Gradiente linear de eluicdo empregado para o registro dos perfis cromatograficos
exploratorios por CLAE-DAD. Lavras, MG, 2021.

Tempo (min) Agua (%) Acetonitrila (%)
0 95 5
65 5 95
70 5 95
75 95
85 95

Fonte: Da autora (2021).
Legenda: A= agua. C = acetonitrila. Ambos os eluentes foram acidificados com 0,1% de acido fosforico.
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2.3 Desenvolvimento das condi¢oes cromatograficas

Por cauda da condi¢do cromatografica exploratoria ter um tempo longo de analise, para
o desenvolvimento da condi¢do cromatografica a quantificacdo de glicoevatromonosideo
(GEV), em folhas de Digitalis mariana ssp. heywoodii, empregou-se a condicao descrita por
Kreis, Haug e Yiicesan (2015).

A partir da condigdo de Kreis, Haug e Yiicesan (2015), foram realizados ajustes finos,
nas condig¢des de fluxo, forca do modificador organico e inclinagao do gradiente. As condi¢des
avaliadas estdo apresentadas na Tabela 6.

A identificacao do pico correspondente a0 GEV no cromatograma e, em cada condi¢ao
cromatografica, foi feita pela coinjecdo com substancia de referéncia. A seletividade do método
foi avaliada pela homogeneidade espectral dos picos, no comprimento de onda de 210 e 230
nm. Essa andlise foi realizada pela sobreposi¢do dos espectros registrados nas regides
ascendente, apical e descendente dos picos, sendo considerado seletivo, quando apresentou
pureza espectral acima de 99 %. A eficiéncia da condicdo cromatogréfica estabelecida também
foi avaliada pela determinagdo de parametros de adequacgdo do sistema (system suitability test),
compreendendo a determinacdo da resolucdo, fator de retengdo, fator de cauda, nimero de
pratos tedricos e DPR dos tempos de reten¢do para o pico do GEV. Os resultados foram
comparados com os limites recomendados por Bose et al. (2014). Para estabelecer o tempo
morto (to) da corrida cromatografica, foram injetados no sistema, nas mesmas condigdes de

analise, 10 pL de solugdo de nitrito de so6dio 0,01% (p/v).

Tabela 6 - Condigdes cromatograficas avaliadas, durante o desenvolvimento do método por
CLAE-DAD, para a anélise de GEV nas folhas de Digitalis mariana ssp. heywoodii.
Lavras, MG, 2021.

(Continua)
Condicao experimental A (KREIS; HAUG; YUCESAN, 2015)
Tempo Eluente (%) Temp.
(min) A | C (°C)

0,1 96 4

5 95 5

35 58 42

40 50 50

55 40 60 40
60 40 60

62 4 96

72 4 96

75 30 30

78 4 4
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Tabela 6 - Condi¢des cromatograficas avaliadas, durante o desenvolvimento do método por
CLAE-DAD, para a anélise de GEV nas folhas de Digitalis mariana ssp. heywoodii.
Lavras, MG, 2021.

(Conclusao)
Condicao experimental B

0,1 96 4

5 95 5

35 58 42

40 50 50

55 40 60 40
60 40 60

62 4 96

72 4 96

75 30 30

78 4 4

Condicio experimental C

0 95 5

35 58 42

45 40 60

48 5 95

53 5 95 40
58 95 5

65 95 5

Condicio experimental D (Condi¢io estabelecida)

0 95 5

35 58 42

45 40 60

48 5 95

53 5 95 40
58 95 5

65 95 5

Fonte: Da autora (2021).
Legenda: Eluentes: A: Agua; C: Acetonitrila. Todos os eluentes foram acidificados com 0,1% de 4cido
fosforico. Nota: eluigdo das condigdes experimentais A e D realizadas com fluxo 1,5 mL min™'. Elui¢do
das condigdes experimentais B e C realizadas com fluxo 1,2 mL min™'. Detec¢do realizada a 230 nm.

2.4 Identificacio de glicoevatromonosideo (GEV) nos extratos de Digitalis mariana Boiss.

ssp. heywoodii (P. Silva and M. Silva) Hinz por técnicas cromatograficas hifenadas

A identificacdao de GEV, nos extratos de Digitalis mariana ssp. heywoodii, foi realizada
pela analise por técnica cromatografica hifenada, a saber, cromatografia liquida de
ultraeficiéncia acoplada a detector de arranjo de diodos em interface com espectrometro de
massas com analisador tipo triplo quadrupolo (CLUE-DAD-EM). Os extratos foram preparados
da mesma forma descrita para as analises de CLAE-FR (itens 2.2.5 ¢ 2.2.6).
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2.5 Analises cromatograficas por CLUE-DAD-EM

O perfil fitoquimico do extrato de Digitalis mariana ssp. heywoodii foi avaliado,
empregando-se sistema de cromatografia liquida de ultraeficiéncia (CLUE) (Waters), acoplado
a detector de arranjo de diodos (DAD: 200-500 nm), em interface com espectrometro de massas
com analisador triplo quadrupolo (EM-TQD) (Waters Micromass). Para tanto, empregou-se
uma coluna de fase reversa (Acquity UPLC BEH C18, Waters; 50 x 2,1 mm d.i. 1,7 um), em
combinagdo com uma pré-coluna (Acquity UPLC BEH C18 VanGuard pre-column, Waters;
2,1 x 5 mm d.i. 1,7 pm), utilizando-se elui¢do em gradiente de dgua (A) e acetonitrila (B),
ambos acidificados com 0,1 % (v/v) de acido férmico. Empregou-se o gradiente de elui¢do a
seguir (TABELA 7). O fluxo utilizado foi de 0,3 mL/min, com volume de injecao de 7,0 uL,

mantendo-se a temperatura da coluna em 40 °C.

Tabela 7 - Gradiente de eluicdo estabelecido para a identificagdo de GEV nos extratos de
Digitalis mariana ssp. heywoodii.

Tempo (min) %A* %B*
0 95 5
24 40 60
26 5 95
27 95 5
30 95 5

Fonte: Da autora (2021).
*Solvente A: agua acidificada com 0,1% de acido férmico;
*Solvente B: acetonitrila grau CLAE acidificada com 0,1% de acido férmico.

As andlises foram realizadas, em um espectrometro de massas Xeco Triple Quadrupole
MS (Waters), com fonte de ionizagdo por electrospray (ESI), monitorando os modos negativo
e positivo no modo Scan, operando nas seguintes condi¢des: voltagem do capilar de 3,5 kV;
temperatura da fonte de 120 °C; temperatura de dessolvatagao 350 °C; fluxo do gas do cone 50
L/h e fluxo do gés de dessolvatagao em 600 L/h (TABELA 8). O intervalo de massas avaliado
foi de m/z 20 a 1974 Da.

A investigacao dos fragmentos filho foi realizada com energia de colisdo em rampa: 15-
70 V com um periodo de scan de 0,5 seg.

Procedeu-se a identificacado de GEV, a partir da comparagao das analises dos perfis
espectrais, obtidos pelo padrao de GEV e de quatro extratos de Digitalis mariana ssp.

heywoodii.
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Tabela 8 - Condi¢des espectroscopicas definidas para a andlise do perfil fitoquimico dos
extratos.

Condigdes espectroscopicas de detec¢do no modo ESI- e ESI +

Voltagens

Capilaridade(kV) 3,5
Cone (V) Gradiente 20-70
Extrator (V) 3
RF Lens (V) 0,1
Temperatura

Temperatura de dessolvatagao (°C) 350
Temperatura na fonte (°C) 120
Fluxo de gases

Gas de dessolvatagao (L/h) 600
Cone (L/h) 50
Analisador

Resolugdo de massas baixas 1 15
Resolucao de massas altas 1 15
Ion energy 0.50
Entrada 1
Saida 50
Energia de colisao (V) 10
Resolugdo de massas baixas 2 15
Resolucao de massas altas 2 15
Ion energy 2 0.50
Ganho 1
Espectroscopia na regido do ultravioleta

Faixa de varredura (nm) 290 - 500

Condigoes de injecao

Volume de inje¢ado 7,0 uL

Fluxo 0,3 mL/ min
Fonte: Da autora (2021).

As amostras foram injetadas na concentragdo de 10 mg/mL, obtidas pela solubilizagio
de 10 mg de cada extrato em 1,0 mL de metanol grau CLAE, realizada diretamente em tubos
plésticos tipo safe-lock. A suspensao foi mantida, em banho de ultrassom, centrifugada a 8.400
x g, ambos a 10 min, e os sobrenadantes foram filtrados em membrana de PVDF (0,22 um) e

injetados, automaticamente, no sistema de cromatografia descrito.
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2.6 Valida¢ao do método analitico por CLAE-DAD

2.6.1 Preparo de amostras

Os extratos das folhas secas de Digitalis mariana ssp. heywoodii foram obtidos
conforme descrito no item 2.2.5. Aliquotas de 10 puL dos extratos das folhas foram injetadas

automaticamente no CLAE.

2.6.2 Preparo das solucoes de referéncias

A solucdo de referéncia de GEV foi solubilizada em metanol grau CLAE a

1,0 mg mL! e 10 pL foram injetadas no cromatografo.

2.6.3 Validacao analitica

O método desenvolvido no item 2.6.3.1 foi validado em concordancia com a
International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of
Pharmaceutical for Human Use (ICH, 1996) e com a Resolugdo RE n° 166, de 24 de julho de
2017 da ANVISA (BRASIL, 2017), empregando-se mistura trinaria equivolumétrica dos
solventes etanol, metanol e dgua para a extracdo de GEV de Digitalis mariana ssp. heywoodii.
Para validagdo, foram respeitados os parametros de seletividade; linearidade, exatidao,
precisdo; limite de quantificagdao (LQ); limite de detec¢ao (LD) e robustez, em concordancia
com as recomendacoes das instituigdes nacionais (BRASIL, 2003; INSTITUTO NACIONAL
DE METROLOGIA, NORMALIZACAO E QUALIDADE INDUSTRIAL - INMETRO, 2007)
e internacionais (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION - FDA, 2000; ICH, 1996).

As andlises estatisticas foram feitas nos programas Microsoft Excel® (Microsoft
Corporation 2010), SISVAR (FERREIRA, 2019) e GraphPad Prism, versao 8.0.1 (GraphPad
Software, 2017).

2.6.3.1 Parametros utilizados na condicio cromatografica estabelecida
Os parametros utilizados para a condicdo cromatografica estabelecida para

quantificagdo de GEV em extrato de Digitalis mariana ssp. heywoodii estao dispostos na Tabela

9.
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Tabela 9 - Parametros utilizados para a condi¢ao cromatografica por CLAE-DAD estabelecida,
para a quantificagdo de GEV, em extrato de Digitalis mariana ssp. heywoodii.
Lavras, MG, 2021.

Parimetro Condicio
Coluna Eclipse XDB-C18 (150 mm x 4,6 mm d.i. 5 um)
, Eclipse XDB-C18 (4,6 mm x 12,5 mm d.i. 5
Pré-coluna
pm)
Temperatura da coluna 40 °C
Fluxo 1,5 mL/min
Comprimento de onda de detecgdo 230 nm
Pressdo do sistema 400 bar

Solugdo A (agua ultrapura)

Solugdo C (acetonitrila grau CLAE), ambas
contendo 0,1% de acido fosforico, conforme
descrito na Tabela 9
Volume de injegdo 10 uL

Fonte: Da autora (2021).

Fase movel

Na Tabela 10, ¢ apresentado o programa de elui¢do estabelecido, para a quantificagado

de GEV, em extrato de Digitalis mariana ssp. heywoodii.

Tabela 10 - Programa de eluicdo estabelecido, para a quantificacdo de GEV, em extrato de
Digitalis mariana ssp. heywoodii. Lavras, MG, 2021.

Tempo (min) A (%) C (%) Modo de eluicao
0 95 5 gradiente linear
35 58 42 gradiente linear
45 40 60 gradiente linear
48 5 95 isocratico
53 5 95 isocratico
10 95 5 gradiente linear
65 95 5 isocratico

Fonte: Da autora (2021).

2.6.3.2 Teste de Adequabilidade do Sistema

Os parametros de adequabilidade do sistema (system suitability test) foram realizados
para assegurar o desempenho cromatografico. Foram avaliados os seguintes pardmetros:
resolucao, nimero de pratos teoricos (N), desvio-padrao relativo do tempo de retencao (DPR),
assimetria (o), fator de retencdo (R). Os dados foram obtidos pelo System Suitability do
programa Ezchrom, de acordo com a The United States Pharmacopoeia (USP, 2006), sendo os
resultados expressos como valor médio de seis determinagdes (n=6), os quaisforam comparados

com os limites recomendados por Bose (2014). Para se estabelecer o tempo morto (to) da corrida
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cromatografica, injetou-se no sistema, nas mesmas condi¢des da andlise, 10 pL de solucdo de
nitrito de sédio 0,01% (p/v), em metanol grau CLAE, mesmo solvente empregado na

solubilizacao das amostras.

2.6.3.3 Estabilidade Quimica

A estabilidade quimica do extrato de Digitalis mariana ssp. heywoodii foi avaliada,
mantendo o vial contendo a amostra no carrossel do HPLC, com todas as solugdes mantidas a
temperatura ambiente (23 + 2 °C), sendo analisadas sequencialmente nos intervalos de 0, 6, 12,
18, 24, 30, 36 e 42 horas, realizando seis injecdes do extrato para cada tempo. As médias das
areas, em cada intervalo de tempo, foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05) e o DPR

(£ 2%) das seis injegdes também foi calculado.

2.6.3.4 Seletividade

De modo a confirmar a seletividade do método, para a validagdo analitica de GEV,
foram injetadas as seguintes solugdes: solugdo padrdo de referéncia e seis amostras do extrato
de Digitalis mariana ssp. heywoodii.

A seletividade do método foi avaliada, por meio da comparagdao do cromatograma do
extrato de Digitalis mariana ssp. heywoodii preparado, conforme o método extrativo otimizado
com o padrao de referéncia de GEV. Essa foi feita pela homogeneidade espectral dos picos a
230 nm e sobreposi¢do de espectros registrados nas suas regides ascendente, apical e
descendente, simultaneamente, na mesma condigdo cromatografica. Além da realizacdo do
calculo de pureza espectral pelo software EZChrom, considerou-se o pico puro, quando houve

uma exata sobreposicao.

2.6.3.5 Linearidade

A linearidade foi determinada, a partir da obteng@o de trés curvas analiticas da solugao
de referéncia, cada uma em cinco concentragdes, no intervalo de 0,2 a 1,5 pg mL!, como
indicado na Tabela 11. O preparo e analise das solugdes foram feitos em trés dias consecutivos

e cada ponto das curvas foi obtido por inje¢do em triplicata.
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Tabela 11 - Correspondéncia entre os volumes e as massas injetadas, para a constru¢do da
curva analitica, conforme a concentracao da solucao de referéncia. Lavras, MG,

2021.
Volume (nL) Massa (ug)
Solugdo de referéncia 0,1 mg mL!

30 1,5

20 1

12 0,6

8 0,4
0,2

Fonte: Da autora (2021).

As médias das areas dos picos dos cromatogramas foram plotadas, em fungdo das
respectivas concentragdes de trabalho, para a obtencao das curvas analiticas. Os dados obtidos,
para cada curva de calibragdo, foram submetidos a analise de regressao linear pelo método dos
minimos quadrados e os coeficientes de determinagdo (R?) correspondentes foram calculados.
As curvas obtidas nos trés dias consecutivos foram determinadas em relagcdo a massa injetada
e comparadas estatisticamente por analise de covariancia (p<0,05) no software GraphPad Prism

6.

2.6.3.6 Limite de quantificacao

O limite de quantificacao foi inicialmente estimado a partir da equagao que emprega os

parametros da curva analitica:

LQ=10s/S
Em que LQ = limite de quantificacao;
s: desvio-padrao do intercepto da curva de regressao;

S= inclinagdo da curva analitica.

A partir dos valores encontrados pela equacao, o limite de quantificagdo foi determinado
pela injecdo em quintuplicata de massas decrescentes de GEV (0,1 a 0,04 ng), obtidas por
ajustes no volume de inje¢do (TABELA 12). O limite de quantificagdo foi determinado a partir

da menor area dos picos que apresentaram precisdo com DPR < 3,0%.
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Tabela 12 - Correspondéncia entre os volumes e as massas injetadas da solugdo de referéncia
para a determinacao dos limites de quantificagao de GEV.

Concentracio da solucio Volume de injecao Massa injetada
estoque (ug mL™") (nL) (ng)
10 10 0,1
10 5 0,05
10 4 0,04

Fonte: Da autora (2021).

2.6.3.7 Limite de deteccao

A estimativa do limite de detecgdo foi realizada, a partir dos dados da curva analitica,

utilizando-se a seguinte equacao:

LD=3,3s/S
em que: LD = limite de deteccao;
s = desvio-padrao do intercepto da curva de regressao;

S=inclinagdo da curva analitica.

O limite de detecg¢ao também foi determinado pela inje¢do, em quintuplicata, de massas
decrescentes de GEV (0,05 a 0,04 ng), obtidas por ajustes no volume de injecao (TABELA 11).
Foi estabelecido como a menor a massa injetada detectavel, que proporcionou altura do pico do
analito com ao relacdo sinal-ruido (S/N) de 2:1 (BRASIL, 2017). Os valores de sinal-ruido
(S/N) de cada pico foram gerados pelo software OpenLab Ezchrom®. Na Tabela 13, a seguir,
esta descrita a correspondéncia entre os volumes e as massas injetadas da solugdo de referéncia

para a determinacao dos limites de quantificagdo e detec¢ao de GEV.

Tabela 13 - Correspondéncia entre os volumes e as massas injetadas da solucao de referéncia
para a determinacao dos limites de quantificagao e deteccao de GEV.

Concentracio da solucio

estoque (ug mL™) Volume de injecao (uL) Massa injetada (ng)
10 5 0,05
10 4 0,04

Fonte: Da autora (2021).
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2.6.3.8 Precisao

A precisdo do método cromatografico foi demonstrada pela repetibilidade, pela qual se
analisou amostras do extrato de Digitalis mariana ssp. heywoodii, preparadas sob as mesmas
condi¢des de operacdo, mesmo analista e com a utilizagdo da mesma instrumenta¢do em um
unico dia. Para a precis@o intermediaria, as amostras do extrato foram analisadas em dias
diferentes e por um analista diferente, mas sobre as mesmas condi¢des de operagdo utilizadas
na repetibilidade, as quais foram verificadas por meio de seis determinagdes a 100% da
concentracgdo do extrato.

Esses experimentos foram realizados com intervalo de trés dias e, em cada um deles, foi

determinado o desvio-padrao relativo (DPR) das médias das areas para as seis determinagoes.

2.6.3.9 Exatidao

Os testes de recuperacdo foram realizados pela fortificagdo da amostra de Digitalis
mariana ssp. heywoodii com quantidade conhecida da substancia de referéncia. Esse pardmetro
foi determinado somente a partir do nivel minimo de concentragdo, que foi avaliado com trés
réplicas, em razao da pouca quantidade de GEV disponivel para esse ensaio. Foi preparada
solugdo metandlica de GEV, na concentragdo de 10,8 ug mL™! (TABELA 14).

O volume de 10 pL da solucdo, contendo massa conhecida de GEV, foi adicionado
diretamente as folhas secas e pulverizadas de Digitalis mariana ssp. heywoodii, antes do inicio
do processo de extra¢do. Para o inicio da extragdo, esperou-se a secagem ao ar da solucdo
adicionada. Ap6s a fortificacao, as amostras foram preparadas e analisadas. Amostras do extrato
hidroalcoolico nao fortificadas (n=3) também foram preparadas para a determinagdo da massa
recuperada. A recuperagdo foi determinada, empregando-se a seguinte equacdo: %

Recuperagdo = massa experimental/massa tedrica*100.
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Tabela 14 — Correspondéncia entre o volume e a massa da solugdo de referéncia de GEV
adicionada as folhas de Digitalis mariana ssp. heywoodii na determinagdo da
exatiddo de GEV. Lavras, 2021.

Concentracio da Volume de solucio de Massa de padrao
soluciao de GEV Nivel GEYV adicionado as adicionada as
(ug mL™1) folhas (nL) folhas (ng)
10,8 1 10 0,108

Fonte: Da autora (2021).

2.6.3.10 Robustez

Para avaliar a robustez, as amostras em sextuplicatas foram submetidas a inje¢des, em
que se variaram, discretamente, os pardmetros cromatograficos de fluxo e temperatura da
coluna no sistema, estabelecendo um nivel inferior (-) e outro superior (+) a condigdo

cromatografica estabelecida, descrito na Tabela 15.

Tabela 15 - Niveis de variagdo dos pardmetros cromatograficos na robustez do método por
CLAE-FR. Lavras, MG, 2021.

Parametro Cromatografico Variacao Condicao Variacio
(-) Cromatografica (+)
Fluxo (mL/min) 1,4 1,5 1,6
Temperatura da Coluna (°C) 39 40 41

Fonte: Da autora (2021).

Para avaliar a influéncia desses parametros sobre o método, foi determinado o desvio-
padrao relativo (DPR) entre os tempos de retencao dos picos, os parametros de adequabilidade
do sistema (system suitability test), resolu¢ao, numero de pratos teoricos (N), assimetria (o),

fator de reten¢do (R). Os parametros modificados foram avaliados individualmente.

2.7 Analises estatisticas

Os dados da otimizacdo extrativa foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA).
Diferencas entre os grupos avaliados foram consideradas estatisticamente significativas quando
p <0,05 de acordo com o teste de Scott-Knott. As andlises estatisticas da validacdo do método
foram feitas nos programas Microsoft Excel® (Microsoft Corporation, 2003), SISVAR
(FERREIRA, 2019) e GraphPad Prism® versio 6.0 (Mac, GraphPad Software, La Jolla, CA).



87

2.8 Cultivo de Digitalis mariana ssp. heywoodii sob malhas fotoconversoras e obtenciao

das mudas

O experimento foi conduzido na area experimental pertencente ao Horto Medicinal da
Universidade Federal de Lavras (UFLA - MG), situado nas coordenadas geograficas 21° 14’S
00 W, a 918m de altitude, localizada no municipio de Lavras/MG. Foram utilizadas mudas
obtidas de sementes adquiridas comercialmente (Jelitto Seeds®, Alemanha).

Os tratamentos foram caracterizados pelo cultivo das plantas sob disponibilidade de
radiacdo solar incidente e qualidade espectral: pleno sol (0% de sombreamento) e malhas
fotoconversoras com 50% de transmitancia na cor preta, azul e vermelha. A estrutura de
sombreamento sobre as plantas foi presa a uma estrutura de madeira removivel de 1,80 m de
altura por 3,15 m de largura por 2,60 de comprimento.

Os vasos foram dispostos, em delineamento inteiramente casualizado (DIC), entre
quatro tratamentos, cada um composto de 20 vasos (1 planta vaso™), totalizando 80 plantas,
com espagamento entre vasos de aproximadamente 40 cm. A partir da instalagdo do
experimento, as mudas foram acompanhadas diariamente recebendo os tratos culturais (rega,
retirada de plantas invasoras e controle de pragas).

Apo6s 120 dias, as plantas de cada tratamento foram separadas em folhas e raizes e todo
o material foi seco em estufa com circulacao forcada de ar a 70 + 2°C, utilizando-se balanca
analitica de precisdo (BL 3200H - Shimadzu®) e avaliadas em relacdo a parametros de
crescimento vegetal, quantificagdo de pigmentos fotossintetizantes, andlise quantitativa de
cardenolideos totais, GEV e proteinas soliveis, buscando identificar qual cor de tela

fotoconversora era capaz de melhorar os parametros avaliados.

2.9 Determinacio do crescimento vegetal

Ao final dos 120 dias apds o transplantio das mudas de Digitalis mariana ssp.
heywoodii, foram avaliadas as seguintes variaveis: comprimento e largura das folhas (cm), area
foliar (cm?) mensurada por meio do software WinFOLIATM e scanner EPSON PERFECTION
V700 PHOTO, comprimento do sistema radicular (cm), medidos com o auxilio de fita métrica;
numero de folhas por vaso; matéria seca de folha (g planta™) e do sistema radicular (g planta’
). O material coletado foi armazenado, em sacos de papel pardo, identificados individualmente

e seco em estufa de circulagdo de ar for¢ado (320 SE - FANEN®), reguladas com a temperatura
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de 70 °C, por 24h, momento no qual obteve-se peso constante. ApoOs a secagem, o material foi

pesado em balanga analitica, determinando sua matéria seca.

2.10 Quantificacio de pigmentos fotossintetizantes

A determinacdo dos teores dos pigmentos fotossintetizantes foi realizada com material
foliar fresco no final dos 120 dias de conducao do experimento. Foram coletadas trés pares de
folhas completamente expandidas do terceiro nd superior de trés plantas de cada tratamento,
tomadas ao acaso, no periodo entre 7h e 7h30 da manha. As folhas coletadas foram embrulhadas
em papel aluminio e acondicionadas em uma caixa de isopor, contendo gelo até a transferéncia
ao Laboratério de Fitoquimica do Departamento de Agricultura da UFLA.

Os procedimentos adotados, para a extragdo e andlise das clorofilas a, b, total e
carotenoides, foram realizados, conforme a metodologia de Hiscox e Israelstam (1979) com
adaptagdes propostas por Banes et al. (1992). Foram utilizados 50 mg de folhas frescas
rasuradas sem a nervura central. As folhas foram pesadas em balanga de precisdo, localizada
em uma sala escura com iluminagdo verde. Apds a pesagem, as folhas foram homogeneizadas
em 10 mL do solvente dimetilsulféxido (DMSO), saturado com carbonato de calcio (CaCOs3) e
inseridas em tubos Falcon de 15 mL, envoltos em folha de aluminio e acondicionadas em estufa
sob temperatura de 65 °C, por 24 h. As amostras foram preparadas em triplicata. A saturacao
do DMSO seguiu o protocolo de Santos ef al. (2008) com modificacdes. Para isto, o DMSO foi
saturado com CaCO3, na proporg¢do de 5g L' de DMSO, sob agitacdo constante por 4 horas e
entdo filtrado duas vezes a vacuo em papel de filtro duplo. Posteriormente, a solugdo foi
centrifugada a 6000 rpm por 10 minutos.

ApoOs esse periodo, realizaram-se as leituras das absorbancias, utilizando 3 mL das
aliquotas das solu¢des em cubeta de quartzo, em espectrofotometro TECAN INFINITY M200
PRO, operado com o sistema de processamento de dados I-control® (versdo 3.37). Utilizaram-
se os comprimentos de onda 665, 649 e 480 nm para clorofila a, b e carotenoides,
respectivamente. A leitura do branco foi realizada com DMSO saturado com CaCOs. Todas as
leituras foram realizadas no escuro e em triplicata, sendo os teores expressos em mg g de

matéria fresca (MF), de acordo com a metodologia de Wellburn (1994), sendo:

Clorofila a 649 = (12,47 x Aces) - (3,62 X As49);
Clorofila b 665 = (25,06 x Ae49) - (6,5 X Acss);
Carotenoide 480 = (1000 x A4go - 1,29 x Ca - 53,78 x Cyp) / 220;
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Clorofila Total = Clorofila a + Clorofila b

2.11 Analises quantitativas de cardenolideos totais

2.11.1 Extracao de cardenolideos

O doseamento de cardenolideos totais seguiu o método validado por Silva (2017), no
Laboratério de Fitoquimica da UFLA, conforme descrito na integra em seguida. Para a extragao
de cardenolideos, as folhas de Digitalis mariana ssp. heywoodii foram secas em estufa ventilada
a 70 °C. Posteriormente, foram pulverizadas em micromoinho de facas (MA048 - Marconi®).
Uma massa de 100 mg de folhas pulverizada foi submetida a extracao por sonicacdo com 1 mL
de etanol a 70% (v/v) a 70 °C, empregado-se 1 ciclo ininterrupto de 30 min. Apds esse periodo,
o extrato foi mantido por 5 min em gelo e, em seguida, microcentrifugado a 13000 g por 10
min. Ao sobrenadante foram adicionados 300 pL de acetato de chumbo a 15% (p/v) que, apos
incubacdo de 5 minutos a temperatura ambiente, foi novamente centrifugado. Uma vez
removido o precipitado, 200 pL. de solug¢do aquosa de fosfato monossodico (Na;HPOz) a 10%
(p/v) foram adicionados ao sobrenadante, e, em seguida, centrifugado. O sobrenadante foi
transferido para microtubos de 5 mL e a ele adicionado 1 mL de cloroférmio: isopropanol (3:2
v/v) e centrifugado a 13000 g durante 5 min. A fase inferior foi transferida para um baldo e

rotaevaporado até secura.

2.11.2 Reacio de coloracao e leitura das absorbancias

Ao residuo da extracdo foi adicionado um volume de 2 mL de metanol, seguido de
sonicagdo até dissolucdo completa (1 a 2 min). A solugdo metanoélica foi transferida para um
baldo volumétrico de 10 mL e, em seguida, adicionados 5 mL de reagente de Baljet (95 mL de
acido picrico a 1% + 5 mL de solucdo aquosa de NaOH a 10%), dado que os glicosideos
digitalicos desenvolvem uma coloracdo laranja avermelhada com esse reagente, pela presenga
de um anel y-lactonico insaturado em sua estrutura (BELL; KRANTZ JUNIOR, 1950),
completando-se o volume com metanol. Apos 20 minutos de reagao, as leituras a 494 nm foram
determinadas, quanto ao branco, o qual foi obtido, transferindo-se 5 mL de reagente de Baljet
para um baldo volumétrico de 10 mL e completando-se o volume com metanol.

Para cada solugdo, elaborou-se uma solu¢ao de compensacao, misturando-se 2 mL de

solucao metanodlica da amostra obtida, conforme descrito anteriormente e diluindo para 10 mL



90

com metanol. As leituras das absor¢des a 494 nm das solu¢des de compensagdo foram
mensuradas quanto ao metanol. O valor de absorbancia obtido, para a solu¢do de compensagao,
foi entdo subtraido da leitura obtida para a amostra. Os ensaios foram realizados em triplicata.
As leituras de absor¢do molecular no ultravioleta foram mensuradas em espectrofotometro
TECAN Infinity® M200 PRO operado pelo sofiware I-control® versdo 3.37. A substancia de

referéncia utilizada nos ensaios foi a B-metildigitoxina, com grau de pureza de 97% (CLAE).

2.11.3 Doseamento dos cardenolideos totais

Apo6s o preparo das amostras, foram realizadas as leituras das absorbancias a 494 nm
para a determinacdo dos teores de cardenolideos totais nas amostras de folhas de D. mariana
ssp. heywoodii, cultivadas sob diferentes telas coloridas (azul, vermelha e preta) e, com base
nos parametros da curva analitica, chegou-se a equagdo utilizada para o calculo dos teores

percentuais de cardenolideos totais (CT), expressos em B-metildigitoxina:

% CT =0, 133 (A corrigida - 0, 0619) / m (g)

Em que:
A corrigida = absorbancia corrigida a 494 nm.

m = massa do material vegetal em grama.

2.11.4 Quantificacao de glicoevatromonosideo

A metodologia extrativa, utilizada neste trabalho, foi validada anteriormente (item
2.6.3.1). A massa de 125 mg de folhas secas pulverizadas foi extraida com a mistura trinaria de
0,333 puL de metanol, 0,333 uL de etanol e 0,333 pL de agua. A extracao foi realizada por
I(um) ciclo de 31 minutos de maceragdo assistida por ultrassom em temperatura ambiente. O
extrato foi microcentrifugado a 13000 g por 10 min. Logo depois, foram adicionados ao
sobrenadante 300 puL de acetato de chumbo a 15% (p/v) e homegeinizado por vortex por 3
segundos, em que foi mantido por 5 min em temperatura ambiente (25 °C). Depois desse
periodo, as amostras foram novamente microcentrifugadas. Uma vez removido o precipitado,
200 pL de solugdo aquosa de fosfato monossodico (NaHPOz) a 10% (p/v) foram adicionados
ao sobrenadante, homogeinizado por vortex e, em seguida, foi microcentrifugado. O

sobrenadante foi transferido para um microtubo de 5 mL e a ele foi adicionado 1 mL de
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cloroféormio:isopropanol (3:2 v/v) e centrifugado a 13000 g durante 5 min. A fase inferior foi
transferida para um baldo e, entdo, rotaevaporada até secura.

Os extratos foram transferidos diretamente para microtubos de 5 mL e solubilizados em
1.000 pL de metanol (MeOH) grau CLAE, seguido de sonicacdo até dissolucao completa (1 a
2 min), seguido de centrifugagdo a 8.400 g, por 10 min. Os sobrenadantes foram transferidos
para vials e analisados por CLAE.

A condicao cromatografica estabelecida, conforme Tabela 16, para a quantificacao de
glicoevatromonosideo (GEV), em extrato de folhas de Digitalis mariana ssp. heywoodii, inclui
o uso de coluna Eclipse XDB-C18 (150 mm x 4,6 mm d.i. 5 um), temperatura da coluna de
40°C, fase movel constituida por agua ultrapura e acetonitrila grau CLAE, ambas contendo
0,1% de 4cido fosforico, fluxo: 1,5 mL min™!, comprimento de onda de detecgdio: 230 nm e

volume de injec¢ao de 10 pL.

Tabela 16 - Condi¢do cromatografica estabelecida para a quantificacdo de GEV em extrato de
folhas de Digitalis mariana ssp. heywoodii.

Tempo (min) Agua (%) Acetonitrila (%)
0 95 5
35 58 42
45 40 60
48 5 95
53 5 95
58 95 5
65 95 5

Fonte: Da autora (2020).

O calculo, para a obtencao dos teores de GEV expressos em pug/100 g de material
vegetal, foi obtido, utilizando-se a equagdo da curva média obtida pela linearidade y=737784x-

18718.
2.11.5 Determinacio de proteinas totais

Foram amostradas 15 mg de folhas de cada tratamento em triplicata, sendo o teor
determinado conforme metodologia descrita por Bradford (1976). As leituras foram efetuadas
no espectrofotdometro TECAN INFINITY M200 PRO a 595 nm e comparadas com a curva-
padrdo de soro albumina bovina (BSA) 1 g ™394 fo; ajustada por regressdo linear, resultando
na equagao: y=0,0034x +0,2701 (R*=0,9917) (FIGURA 1). A partir de entdo, foi determinada

a concentragio de proteina foliar, expressa em mg mL"! extrato proteico.
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Figura 1 - Curva-padrdo de soro albumina bovina (BSA), com coeficiente linear (R?).
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Fonte: Da autora (2021).

2.12 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia. As médias foram comparadas ao
teste de Scott-Knott, ambas a 5% de probabilidade. O programa estatistico SISVAR®
(FERREIRA, 2019) foi utilizado para o processamento dos dados. E o software Statistica®,
versao 13.3 (StatSoft, Tulsa, OK, EUA) foi utilizado para andlise de componentes principais

(PCA).
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Otimizacao extrativa

3.1.1 Planejamento simplex-centroide

Solugdes hidroalcdlicas sao amplamente empregadas na extracdo de substancias de
origem vegetal (ABRAHAM et al., 2020; FARHADI et al., 2020; LIU et al., 2020; SALEEM
et al., 2020; SALOMON et al., 2020; TLILI; SARIKURKCU, 2020; XIE et al., 2020). Em
estudos sobre as espécies do género Digitalis, o uso de um unico solvente ndo ¢ unanime para
a extragao dos cardenolideos, como exemplo, pode-se observar que, para Digitalis lanata, tem-
se 0 uso do metanol (BRAGA et al., 1997; KIRMIZIBEKMEZ et al., 2009; MOORE;
TAYLOR, 1996), de cloroférmio e etanol (IKEDA; FUJIL, 2003) e do etanol (STUHLEMMER
et al., 1993; YOSHIMATSU et al., 1990). Para Digitalis purpurea os estudos utilizaram o
metanol (KURODA et al., 2013; PEREZ-ALONSO et al., 2009; PEREZ-BERMUDEZ et al.,
2010), o etanol (OH et al., 2005) e a 4gua (FARAH et al., 2010), sendo essas duas espécies as
mais exploradas. Ja para a subespécie Digitalis purpurea ssp. heywoodii, o metanol foi utilizado
por Navarro et al. (2000).

A partir das areas obtidas nas sete condigdes testadas, obtiveram-se os resultados
apresentados na Tabela 17 com a estimativa dos fatores (solventes).

As variaveis (metanol, etanol e 4gua) foram avaliadas de forma separada, quanto aos
seus coeficientes (valor da equagdo gerada), o limite maximo e minimo de confiabilidade do
modelo e o valor de p, sendo esse um valor de medida que evidencia a discrepancia estatistica

em relacao aos dados apresentados.
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Tabela 17 - Mistura de solventes (metanol, etanol e 4gua), com suas respectivas areas do pico
do glicoevatromonosideo (GEV) e valor de similaridade espectral. Lavras, MG,

2021.
Solventes (mL)
Extrato _ §
Metanol Etanol Agua Area Similaridade
1 0,33 0,33 0,33 495322 a 0,99
2 1 0 0 102832 d 0,97
3 0,5 0,5 0 32449 d 0,94
4 0 1 0 215784 ¢ 0,99
5 0 0,5 0,5 50679 d 0,95
6 0 0 1 52156d 0,95
7 0,5 0 0,5 300201 b 0,99

Fonte: Da autora (2021).
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferenciam entre si estatisticamente, de acordo com o teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Tabela 18 - Estimativa das variaveis (metanol, etanol e 4gua) em relacao ao seu coeficiente,
erro, valor de p e limites dos coeficientes. Lavras, MG, 2021.

-95% +95%

Fator Coeficiente Erro T P Cnf. Cnf.
Limite Limite
Metanol 324141 146408 2,21 0,09 -82355 730637
Etanol 166836 146408 1,13 0,32 -239660 573332
Agua 44488 146408 0,30 0,78 362007 450985

Fonte: Da autora (2021).

Analisando os valores maximos (730637, 573332 e 450985) ¢ minimos (-82355.-
239660 e 362007) dos coeficientes do modelo, os quais sdao valores capazes de descrever o
tamanho e a dire¢ao da relagdo entre um valor predito (calculado) e a variavel resposta, observa-
se que os coeficientes de duas variaveis (metanol e etanol) foram insignificantes, ao nivel de
confianc¢a de 95%, ou seja, a barra de erro contempla o zero. Com isso, de acordo com os valores
dos coeficientes, os valores calculados, longe dos valores esperados para o modelo, geraram
um limite de confianga ruim. Nota-se, também, que os valores de p foram maiores que 0,05 (Fc
< Ft), demostrando a baixa confiabilidade (capacidade preditiva) do modelo.

De acordo com os valores apresentados, conclui-se que apenas esses valores nio

passariam informagdes suficientes para cada solvente testado. Na Tabela 19, apresenta-se o



95

valor de probabilidade de significAncia (p-valor), F calculado e a variancia explicada (R?) para

o modelo linear gerado para os solventes.

Tabela 19 - ANOVA do modelo linear. Lavras, MG, 2021.

Modelo Efeito GL do efeito F P R?

Linear 4,913300E 2 0,774 0,519 0,279
Fonte: Da autora (2021).

Verifica-se que o valor da varidncia explicada (R?) é de 0,279 informa que a
porcentagem de informacgdo que o modelo € capaz de explicar esta muito baixa.

Baseado nesse parametro, concluiu-se que s6 o parametro solvente ndo gerou resposta
com diferenga estatistica suficiente para gerar modelos confidveis. Neste contexto, baseado na
similaridade espectral com o padrdo e a maior area do pico no cromatograma, foi avaliada qual
a melhor mistura de solventes, conforme Tabela 17. Observa-se que a melhor mistura de
solventes encontrada, de acordo com a maior area obtida (495322) e similaridade (0,99), foi o
extrato numero 1 (um), que apresentou a mistura de solventes na propor¢ao de 0,33 uL de

metanol, 0,33 puL de etanol e 0,33 pL de agua.

3.1.2 Planejamento Fatorial completo

A partir da escolha da melhor mistura de solventes (0,33 puL. de metanol, 0,33 pL de
etanol e 0,33 uL de 4gua), que contemplasse a maior extragao de GEV em darea, foi realizado o
planejamento fatorial completo para as variaveis: razdo droga vegetal por solvente extrator
(X1, mg mL™"), tempo de maceragio assistida por ultrassom (X, min.), temperatura do banho de

ultrassom (X3, °C) e namero de ciclos de extragdo (X4), conforme Tabela 20.
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Tabela 20 - Variaveis X;, X2, X3 e Xy e suas respectivas areas e numero de ciclos. Lavras, MG,

2021.
Amostra Xi X X3 Xy Area
(mg mL™) (min.) (°C)
1 20 5 25 1 8801245 a
2 100 5 25 1 1455373 ¢
3 20 30 25 1 814531 h
4 100 30 25 1 2458364 ¢
5 20 5 70 1 3258487 d
6 100 5 70 1 1035840 h
7 20 30 70 1 729174 h
8 100 30 70 1 2992943 d
9 20 5 25 3 1380790 g
10 100 5 25 3 5594596 b
11 20 30 25 3 1894758 f
12 100 30 25 3 2366348 ¢
13 20 5 70 3 782669 h
14 100 5 70 3 2737197 ¢
15 20 30 70 3 2492834 ¢
16 100 30 70 3 3514080 ¢

Fonte: Da autora (2021).
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste de Scott-
Knott, (5%).

Na Tabela 21, ¢ possivel observar os valores dos coeficientes analisados quanto ao seu
efeito, valor de p e de confiabilidade dos coeficientes, assim como observar que todos os
coeficientes passaram pelo 0, demostrando que as variaveis foram insignificantes, ao nivel de
95% de confianga, sendo esse uma razao para recalcular o modelo. Além disso, apresentaram
valores de p maiores que 0,05, para todos os fatores, indicando que o F calculado ¢ menor que
o F tabelado e comprovando que as variaveis, sejam elas analisadas separadamente ou com suas

interacdes, geram um modelo que precisa de ajustes.
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Tabela 21 - Estimativa das varidveis em relagdo ao seu efeito, valor de p e limites dos
coeficientes. Lavras, MG, 2021.

-95% +95%
Fator Efeito Erro P Cnf. Cnf.

Limite Limite
1 250031 457013 0,830 -5681896 5931928
2 -972896 914027 0,480 -6293360 5320464
3 -902848 914027 0,503 -6258336 5355488
4 -97836 914027 0,932 -5855830 5757994
1x2 100078 914027 0,441 -5256873 6356951
1x3 504193 914027 0,679 -5554816 6059008
1x4 1665261 914027 0,319 -4974281 6639542
2x3 1451605 914027 0,357 -5081109 6532714
2x4 116088 914027 0,499 -5348868 6264956
3x4 475420 914027 0,694 -5569202 6044622
1x2x3 -211769 914027 0,855 -5912809 5701015
1x2x4 2268952 914027 0,243 -6941388 4672436
1x3x4 -931598 914027 0,493 -6272711 5341113
2x3x4 -151273 914027 0,895 -5882548 5731275

Fonte: Da autora (2021).

Analisando os dados de forma direta (TABELA 20), para as varidveis razao-droga-
vegetal por solvente extrator (Xi, mg mL™), tempo de maceracio assistida por ultrassom (X2,
min.), temperatura do banho de ultrassom (X3, °C) e nimero de ciclos de extracdo (Xi), na
maioria dos experimentos, quanto maior a quantidade de droga vegetal maior a area do GEV
no cromatograma, sendo ele aplicado para tempo de maceragao no ultrassom e niamero de ciclos
de extracdo. Porém, quando se observa a area de GEV, para a temperatura do banho de
ultrassom, € possivel analisar que essa relagdo ¢ inversamente proporcional, ou seja, quanto
menor a temperatura, maior a area do pico, por esse motivo a temperatura de 25 °C ¢ utilizada
para a extragao.

Com base nesses valores de area, a variavel temperatura do ultrassom foi removida do
modelo que foi recalculado.

Na Tabela 22 ¢ possivel observar os fatores analisados e suas interagdes com os valores

do efeito, valor de p, F tabelado e limites dos coeficientes.
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Tabela 22 - Tabela dos efeitos do modelo recalculado para a resposta area do pico de GEV.
Lavras, MG, 2021.

95% +95%
Fator Efeito GL MQ F D Cnf. Limite Cnf.

Limite
1 250031 1 2,500629E+11 0,096 0,763 -802201 1052232

2 -972896 1 3,782104E+12 1,463 0,260 -1413664 440768

4 -97836 1 3,828734E+10 0,014 0,906 -976134 878298
1x2 1100078 1 4,840686E+12 1,871 0,208 -377177 1477255
1x4 1665261 1 1,109237E+13 4,288 0,072 -94586 1759847
2x4 916088 1 3,356866E+12 1,297 0,287 -469172 1385260
1x2x4 -2268952 1 2,059258E+13 7,960 0,022 -2061692 -207260

Fonte: Da autora (2021).

Recalculando o modelo sem a variavel temperatura do banho de ultrassom, pode-se
observar que as variaveis analisadas, quantidade de droga vegetal x tempo de maceragdo
assistida por ultrassom, quantidade de droga vegetal x nimero de ciclos e tempo do banho de
ultrassom x ntimero de ciclos, ndo exerceu efeito significativo, na faixa testada sobre o processo
extrativo, visando maximizar a recuperagdo de GEV, com p valores maiores que 0,05 (Fc < Ft),
demostrando a falta de ajuste do modelo e coeficientes passando pelo zero. O mesmo nao
acontece, quando se observa a interagao das varidveis, quantidade de droga vegetal x tempo de
maceracgao assistida por ultrassom x niamero de ciclos com valores dos coeficientes do modelo
de terceira ordem que ndo passaram por zero, demostrando a significancia do modelo, ao nivel
de confianca de 95%, sendo sua capacidade preditiva boa, demostrando a confiabilidade do
modelo para fazer predi¢coes. Além disso, a interagao entre as trés variaveis ¢ de fato importante
para se obter uma maior area do pico de GEV.

Analisando a Figura 2 (residuo x nimero de casos), pode-se observar a qualidade do

modelo.
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Figura 2 - Qualidade do modelo demostrada pelo residuo versus nimero de casos.
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Fonte: Da autora (2021).

Dos 16 experimentos analisados, ¢ possivel analisar que os residuos tém uma
distribuicao aleatéria (heterocedasticidade), ou seja, nao tem agrupamento. Observa-se,
também, o erro para cada experimento realizado, sendo esses de valores muito baixos (proximos
a retas), com exce¢do de quatro pontos, sabendo que, para o planejamento fatorial completo,
quando se muda a condi¢do de um experimento para outro, as respostas devem sofrer uma

alteragdo perceptivel, demostrando assim a qualidade dos dados obtidos.
3.1.3 Planejamento Composto Central (ajuste fino dos resultados)

Apos identificar entre as quatro variaveis testadas: razdo-droga-vegetal por solvente
extrator (X1, mg mL™"), tempo de maceracdo assistida por ultrassom (X2, min.), temperatura do
banho de ultrassom (X3, °C) e nimero de ciclos de extracdo (Xs), aquelas que sdo mais
significativas tanto do ponto estatistico, observou-se a interagao das varidveis, quantidade de

droga vegetal x tempo de maceragdo assistida por ultrassom x niimero de ciclos, demostrando
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a confiabilidade e significancia do modelo para fazer predi¢cdes e a interagdo entre as trés
varidveis de fato ¢ importante para se obter maior area do pico de GEV.

A proposta, a seguir, foi efetuar um ajuste fino dessas varidveis mais importantes, no
sentido de propor um modelo empirico correlacionando as variaveis estudadas com as respostas
que estdo sendo monitoradas.

Na Tabela 23, sdo apresentadas as respostas para cada coeficiente gerado, sendo esses

linear (L) e quadratico (Q).

Tabela 23 - Fatores e suas possiveis interacdes em relacdo ao seu efeito, valor de p e limites dos
coeficientes. Lavras, MG, 2021

. . 95% +95%

Fator Efeito t P Coeficiente Cnf. Limite Cnf. Limite

1x1 (L) 163926 63,22 0,00025 81962,8 76385,2 87540,5

2x2 (L) 90861 35,04 0,0008 45430,3 39852.7 51007,9

x2 (Q) 129698 45,40 0,0004 648489 58704,2 70993,7

3x3 (L) 189854 73,22 0,0001 94926,8 89349,2 100504,5

x3 (Q) 55659 19,48 0,002 27829.4 21684,7 339742
1L por2 -131510 -38,83 0,00066 -65754,8 -73039,1 -58470,5
1L por3 -83019 -24,51 0,0016 -41509,5 -48793,8 -34225,2
2 L por 3 176459 52,11 0,0003 88229,5 80945,2 95513,9

Fonte: Da autora (2021).

Nota-se que os coeficientes dos modelos obtiveram valores de p menores que 0,05 (Fc
> Ft) e seus coeficientes ndo passam pelo zero, demostrando a significancia dos modelos, ao
nivel de confianca de 95%, com uma variancia explicada (R?) aceitavel de 0,76, com excecdo
do modelo quadratico gerado, para o fator X; (quantidade de droga vegetal), por esse motivo, o
modelo € recalculado sem o coeficiente quadratico para X; conforme apresentado na Tabela 23.

Nota-se na Tabela 24 os dados sobre a confiabilidade dos modelos gerados e suas

interacdes.

Tabela 24 - ANOVA aplicada a confiabilidade dos modelos gerados e suas interacoes.

Fator GL SQ F P
1x1 (L) 1 9,166450E+10 3997,66 0,00025
2x2 (L) 1 2,816166E+10 1228,18 0,00081
X2 (Q) 1 5,282934E+10 2303,98 0,00043
3x3(L) 1 1,229547E+11 5362,20 0,00018
X3 (Q) 1 9,993483E+09 435,83 0,0022

1lpor2 L 1 3,458954E+10 1508,51 0,00066
1Lpor3L 1 1,378431E+10 601,16 0,0016
2Lpor3L 1 6,227562E+10 2715,95 0,00036

Fonte: Da autora (2021).
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Observa-se que todos os modelos obtiveram valores de p menores que 0,05 com Fc >
Ft demostrando a confiabilidade do sistema e a ndo necessidade de ajuste dos modelos.

Corroborando com os resultados, tem-se o histograma do residuodemostrando a sua
distribuicao normal (ANEXO A) e a Figura 3 com os valores observados e preditos encontrados

para os modelos.

Figura 3 - Resposta experimental em funcao da resposta prevista pelo modelo proposto.
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Fonte: Da autora (2021).

A Figura 3 demonstra os valores observados em funcdo das respostas previstas pelo
modelo. E possivel verificar que ha uma boa concordancia entre as respostas reais (observadas)
e aquelas previstas pelo modelo, confirmando o bom ajuste do mesmo constatado nas Tabelas
19 e 20 (modelos recalculados sem o quadratico ANOVA). Outro parametro a ser observado ¢
o comportamento dos residuos, ou seja, a diferenca entre os valores experimentais e os
previstos. Nota-se que eles se comportam de forma aleatdria, portanto heterocedasticos.

Com os modelos gerados, pode-se entdo visualizar o grafico de contorno, ou seja, a
visualizagao superior da superficie de resposta gerada para as variaveis, quantidade de droga

vegetal (mg), tempo de maceragdo assistida por ultrassom (min) e nimero de ciclos, em que se
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pode observar uma regido (vermelho) de maximo sinal analitico. Na Figura 4, tem-se, por meio
dos contornos, as respostas previstas em area, pelo modelo dado, em fun¢do da variavel razao-
droga-vegetal por solvente extrator (X;/mg mL™) versus tempo de maceragio assistida por

ultrassom (X>/min).

Figura 4 - Gréfico de contorno com as respostas em areas previstas pelo modelo para a
variavel razao-droga-vegetal por solvente extrator (X;/mg/mL) versus tempo de
macerag¢do assistida por ultrassom (Xz/min). Lavras, MG, 2021.
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Fonte: Da autora (2021).

Na Figura 4, ¢ possivel observar que existe uma regido em vermelho cuja resposta em
area de GEV foi maxima, ou seja, com o maximo de tempo investido na maceragdo assistida
por ultrassom e a maior quantidade de droga vegetal maior sera a area do pico de GEV, entdo,
de acordo com o nivel maximo de 1,68 (varidvel codificada), para razdo-droga-vegetal por
solvente, tem-se X;= 125 mg mL! e a maior quantidade de tempo em maceracdo assistida por
ultrassom de Xo= 30 minutos.

Na Figura 5, o grafico de contorno mostra a maxima area de GEV, em funcao da variavel

razdo-droga-vegetal por solvente extrator (X; mg mL™) versus niimero de ciclos.
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Figura 5 - Gréfico de contorno com as respostas em areas previstas pelo modelo para a
variavel quantidade de droga vegetal (X; mg"') versus niimero de ciclos (X3).
Lavras, MG, 2021.
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Fonte: Da autora (2021).

O grafico de contorno com as respostas maximas, em area em fun¢do da quantidade de
droga vegetal (X1 mg™!) versus niimero de ciclos, demostrou os maximos valores de quantidade
de droga vegetal para o maior numero de ciclos, na obten¢ao de maiores valores de area de
GEV, sendo Xi= 125 mg de droga vegetal por solvente extrator (X;/mg mL™") e X5=5 ciclos.

Na Figura 6, o grafico de contorno demonstra, em fun¢do da variavel tempo de
maceragdo assistida por ultrassom (X2 min™!) versus niimero de ciclos, a maxima recuperacio

de GEV.
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Figura 6 - Gréfico de contorno com as respostas em areas previstas pelo modelo para a
variavel, tempo de maceracdo assistida por ultrassom (X2 min'') versus niimero de
ciclos (X3). Lavras, MG, 2021.
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Fonte: Da autora (2021).

O grafico de contorno, apresentado na Figura 6, corrobora com os graficos das Figuras
4 e 5, sendo o maior tempo de maceragao no ultrassom (X>= 30 min) com o maior niumero de
ciclos (X3=5 ciclos), para garantir a maxima extra¢do de GEV.

As condigdes 6timas de extragdo, obtidas a partir dos graficos de contorno, destacaram
as variaveis, quantidade de droga vegetal, tempo de maceragao no ultrassom e nimero de ciclos
associadas aos seus valores de 125 mg, 31 minutos e 5 ciclos respectivamente, maximizando a
area de GEV, associadas a melhor mistura de solventes (0,33 uL de metanol, 0,33 pL de etanol
e 0,33 uL de dgua), sendo essas obtidas pelo modelo simplex centroid.

O planejamento composto central identificou as melhores condi¢des de trabalho, para
as variaveis analisadas, mas, observando os resultados encontrados, nota-se também a
necessidade de se reduzir o esfor¢co experimental, ndo sendo esse propdsito alcangado com a
utilizag¢do de 5 ciclos de extracao, sendo esses de 30 minutos cada um, totalizando 2 horas ¢ 30

minutos totais de extragdo para a maxima recuperacao do GEV. Por esse motivo, foi realizado
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um experimento, visando analisar o perfil cromatografico de cada ciclo isoladamente, a fim de

reduzir o tempo de extracdo e o erro contido na realizagao de cada ciclo.

Os perfis cromatograficos obtidos sdo apresentados na Figura 7, com os cromatogramas

representativos de cada ciclo de extragdo, acompanhados da Tabela 25 com suas respectivas
areas e purezas do pico de GEV.

Figura 7 - Cromatogramas representativos de cada ciclo de extracao referente aos experimentos

de otimizagdo extrativa. Para a avaliacdo de resultados compare com a Tabela 25.
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Fonte: Da autora (2021).



106

Tabela 25 - Tempo de retencado, area e pureza do pico de GEV representativo de cada ciclo de

extracao.
Ciclo TR Area Extracao (%) Pureza
1 23,03 489.221 88 0,99
23,03 42.304 7 0,99
23,05 26.132 5 0,99

N AWK

Fonte: Da autora (2021).

Analisando os cinco ciclos de forma separada, nota-se que apenas o ciclo 1(um)
apresentou maior area do pico, ou seja, um pico visivel e 88% da GEV extraido no primeiro
ciclo. Entretanto, nos ciclos 2 e 3, ndo houve picos bem definidos e uma extracdo de GEV de
7% e 5%, respectivamente, por esse motivo, adotou-se apenas um ciclo na extracdo de GEV.
Desta forma, para a otimizacdo extrativa de Digitalis mariana ssp. heywoodii, foram

determinadas as condi¢des 6timas de extracao, conforme Tabela 26.

Tabela 26 - Condicdo extrativa para o preparo de amostras de Digitalis mariana ssp. heywoodii
para a quantificacao de GEV por CLAE-DAD.

Variavel Condicao
Metanol, Etanol e Agua (uL) 0,333
Droga Vegetal (mg) 125
Tempo de maceragao (min.) 31
Numero de ciclos 1

Fonte: Da autora (2021).

3.1.4 Desenvolvimento de método por CLAE-DAD para a quantificacio de GEV em

folhas de Digitalis mariana ssp. heywoodii

O desenvolvimento da condi¢do cromatografica, para a quantificagdo de GEV, partiu
do método proposto por Kreis, Haug e Yiicesan (2015), apds ajustes finos realizados nas
condi¢des de fluxo, for¢a do modificador orgénico e inclinagdo do gradiente e chegou-se a
condig¢do estabelecida. O perfil cromatografico da condigdo estabelecida esta representado na
Figura 12, no item 3.1.5.3, em que se discutem a caracterizacao do pico do GEV e a seletividade

do método.
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3.1.5 Identificacdo de glicoevatromonosideo (GEV) nos extratos de Digitalis mariana
Boiss. ssp. heywoodii (P. Silva and M. Silva) Hinz por técnicas cromatograficas

hifenadas

O perfil cromatografico, obtido para o padrao de GEV, apresenta um pico com tempo
de reten¢do de 12,37 min (FIGURA 8). O perfil obtido pelo detector DAD demonstra um pico
com maximo de absor¢ao de 220,8 nm compativel com a presenca da lactona a,p-insaturada de

cinco membros presentes nos glicosideos cardiacos (FIGURA 9).

Figura 8 - Cromatogramas obtidos pelo detector PDA e de massas no modo positivo e negativo
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Fonte: Da autora (2021).

Figura 9 - Espectro de UV/DAD obtido para GEV.
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O espectro de massas no modo negativo (Scan) apresenta trés fragmentos caracteristicos
da estrutura de GEV, [M - H]= 665,70 Da, [M + HCOOH - H]'= 711,79 Da (Adubo com acido
férmico presente na fase mével) e [M - Glicose - H'=503,63 Da (FIGURA 10 ¢ 11).

Figura 10 - Principais fragmentos obtidos no espectro de massas de GEV no modo negativo
SCAN.

[M- H]- =665

CH,OH

[M- Glicose - H]- =503

Fonte: Da autora (2021).

Figura 11 - Espectro Massas no modo SCAN negativo obtido para GEV.
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Fonte: Da autora (2021).

=

O espectro de massa de massas no modo positivo também demostrou a presenga de
fragmentos caracteristicos de GEV, [M + H]" = 667 Da; [M - Glicose + H]'= 505 Da; [M -
Glicose - Digitoxose + H]'= 375 “Digitoxigenina”, além dos fragmentos 357 Da e 339 Da,
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referentes a perda de uma e duas moléculas de agua, a partir do fragmento da “digitoxigenina”,

respectivamente (FIGURAS 12 e 13).

Figura 12 - Principais fragmentos obtidos no espectro de massas de GEV no modo positivo
SCAN.
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Fonte: Da autora (2021).

Figura 13 - Espectro Massas no modo SCAN positivo obtido para GEV.
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Fonte: Da autora (2021).

A andlises dos cromatogramas obtidos nos extratos de Digitalis mariana ssp. heywoodii
no modo UV/DAD nao evidenciou claramente um pico com boa resolu¢ao no tempo de

retencao observado para o padrao de GEV (12,37 min) (FIGURA 14).
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Figura 14 - Cromatogramas obtidos pelo detector UV/DAD nos extratos de Digitalis mariana
ssp. heywoodii.
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Fonte: Da autora (2021).

No entanto as andlises via MS/MS no modo negativo, para o fragmento [M - H]'= 665,

evidenciou claramente um pico com tempo de reten¢do de 12,43 min caracteristico da presenca

de GEV. O espectro de massas obtido a partir desse pico evidenciou inequivocamente a

presenca de GEV pela presenca dos seguintes fragmentos: [M - H]'= 665,70 Da, [M - Glicose
- H]=503,63 Da e [M - Glicose - Digitoxose - H|" =373 Da (FIGURAS 15 e 16).

Figura 15 - Cromatogramas obtidos pelo detector de massas MS/MS no negativo sobre
monitoramento do fragmento 665 referente [M - H] da estrutura GEV (MM= 666

Da).
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Fonte: Da autora (2021).
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Figura 16 - Espectro obtido, a partir do pico com tempo de reten¢do de 12,4 min, mostrando
fragmento caracteristico da presenca de GEV nos extratos de Digitalis mariana ssp.
heywoodli.
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Fonte: Da autora (2021).

Desta forma, pode-se concluir, pelas anélises aqui apresentadas, a presenga de GEV nos

extratos de Digitalis mariana ssp. heywoodii.

3.1.6 Validacao do método cromatografico

3.1.6.1 Adequabilidade do Sistema

A adequagdo do sistema foi verificada, por meio de calculos de parametros
cromatograficos das médias de seis amostras do extrato de Digitalis mariana ssp. heywoodii,
comprovando que o sistema estd adequado para ser utilizado quanto a avaliacdo da pureza do
pico (P), resolugdo (Rs), assimetria (T), nimero de pratos tedricos (N), fator de retencdo (k) e
repetibilidade, avaliada pelo DPR do tempo de retencdo, para o pico de interesse (n=6). Os
resultados foram expressos como valor médio de seis determinacdes e estdo apresentados na

Tabela 27, juntamente com os limites recomendados por Bose (2014).
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Tabela 27 - Parametros da adequabilidade do sistema para o pico correspondente ao GEV,
empregando na condi¢ao cromatografica estabelecida e valores recomendados por

Bose (2014).
Média Valores
Parametros de adequabilidade do sistema (n=6) recomendados por
Bose et al., 2014
Pureza de 3 pontos (P) 0,96 -
Resolucao (Rs) 1,87 >2.0
Numero de pratos tedricos (N) 156158 >2000
Fator de retencao (k) 14 >
Assimetria (T) 1,03 <2
DPR do tempo de retencio (%) 0,04 <1%p/>2n=5

Fonte: Da autora (2021).

Nota-se que todos os valores de adequabilidade do sistema foram considerados
adequados, exceto a resolu¢do entre o pico de GEV e seu pico vizinho. Entretanto,
considerando tratar-se de matriz bioldgica, esses valores podem ser aceitos, pois testes de
adequagdo do sistema apresentam limites menos rigorosos para matrizes biologicas e analise de
tracos (BOSE, 2014). Além disso, alguns autores consideram Rs de 1,5 adequada, para as
analises quantitativas e ndo recomendam valores muito superiores, que podem gerar aumento
desnecessario no tempo de andlise (BOSE, 2014; DONG; PAUL; GERSHANOV, 2001;
MEYER, 1996).

3.1.6.2 Estabilidade Quimica

A estabilidade do extrato das folhas de Digitalis mariana ssp. heywoodii foi realizada,
mantendo as amostras preparadas no carrossel do amostrador do CLAE a temperatura ambiente
(23 £ 2°C), as quais foram analisadas em seis réplicas sequencialmente nos intervalos de 0, 6,

12, 18, 24, 30, 36 e 42 horas. Os resultados estdo apresentados na Figura 17.



113

Figura 17 - Teor médio (n=6) de GEV durante a avaliacdo da estabilidade quimica do extrato
de Digitalis mariana ssp. heywoodii.
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Fonte: Da autora (2021).

De acordo com a Figura 17, € possivel observar que o extrato de Digitalis mariana ssp.
heywoodii (n=6) apresenta pequena variagdo no teor de GEV (0,041% a 0,0058%),
representando uma diferenca de 0,02 pg de GEV das 0 as 18 horas, indicando que o extrato da

espécie nao apresenta mais estabilidade quimica depois de 18 horas em que foi preparado.

3.1.6.3 Seletividade

A caracterizacdo do pico do GEV na amostra foi realizada pela coeluicdo da amostra,
padrio de GEV e da amostra enriquecida com GEV (FIGURA 18). Nota-se a exata
sobreposi¢do dos picos no tempo de retengao de 25,8 min. Também nao foi observada variagao
significativa no tempo de retencdo do analito de interesse com a substancia de referéncia
(TABELA 28).

A seletividade foi também avaliada pela pureza de pico e pela similaridade espectral dos
picos do padrao de GEV e amostra (TABELA 28). A pureza de pico de GEV no extrato e a

similaridade espectral com o padrdao foi demonstrada por meio dos célculos matematicos
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executados pelo software EZChrom®. A pureza do pico foi de 98% e o valor da similaridade

obtido foi de 99% para todas as amostras avaliadas (n=6).

Figura 18 - Overlay do perfil cromatografico entre padrdo (GEV), amostra e amostra
enriquecida com GEV. Condig¢des de preparo de amostra e condi¢ao cromatografica
vide item 2.2.5 e 2.2.6, respectivamente.
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Fonte: Da autora (2021).

Tabela 28 - Resultados da seletividade para a validacdo analitica de GEV no extrato de
Digitalis mariana ssp. heywoodii.

Pureza do Similaridade

Amostra TR (min.) Pico Espectral
Extrato de Digitalis mariana ssp. heywoodii 25,84 0,98 0,99
Padrao de GEV 25,85 0,93 0,999

Fonte: Da autora (2021).

A confiabilidade da condicdo estabelecida foi examinada por testes de adequacdo do
sistema, compreendendo a avaliacao da resolucdo (Rs), fator de cauda (T), nimeros de pratos
tedricos (N), fator de retencao (k). Os resultados estdo apresentados na Tabela 28, juntamente

com os limites recomendados por Bose (2014).
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Tabela 29 - Pardmetros da adequabilidade do sistema para o pico correspondente ao GEV,
empregando na condi¢do cromatografica estabelecida e valores recomendados por

Bose (2014).
Média Valores
Parametros de adequabilidade do sistema (n=6) recomendados pelo
Bose (2014)
Pureza de 3 pontos (P) 0,98 -
Resolucao (Rs) 1,77 >2.0
Numero de pratos tedricos (N) 72.591 >2000
Fator de retencao (k) 24,84 >2
Assimetria (T) 0,92 <2
DPR do tempo de retengio (%) 0,04 <1%p/>n=5

Fonte: Da autora (2021).

Nota-se, com excecao do parametro resolucao, que todos os valores de adequabilidade
do sistema foram considerados adequados. Entretanto a resolu¢do de 1,77 ndo constitui um
problema, pois, de acordo com Bose (2014), valores de resolucdo acima de 1,5 também sdo

aceitaveis.

3.1.6.4 Linearidade

Visando avaliar a linearidade do método, fez-se necessario estimar inicialmente a faixa
de concentracdo dessa substancia nas folhas de Digitalis mariana ssp. heywoodii. As
concentragdes estimadas foram baseadas nas areas relativas do pico correspondente a GEV na
amostra comparada a de uma solucio de referéncia (0,1 mg mL™"). Com base na faixa estimada,
que foi de 0,0015 a 0,0002 mg mL! de GEV, definiu-se a faixa de trabalho de 80 a 120% da
massa nominal, segundo critérios da RDC ANVISA 166/2017 (BRASIL, 2017). A faixa de
trabalho, representada pelos valores de massa injetada (1,5ug a 0,2 pg) e suas respectivas areas
e desvio-padrdo relativo, obtidas para as trés curvas analiticas, em trés dias consecutivos, estao

apresentadas na Tabela 30.
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Tabela 30 - Massa injetada, areas médias (n=3) e desvio-padrao relativo dos pontos das curvas

analiticas, obtidas nos trés dias de analise. Condi¢des cromatograficas vide item
2.2.6.

Massa inj. Dia 1 Dia 2 Dia 3

(ng) Areamédia DPR (%) Areamédia DPR (%) Areamédia DPR (%)

Solucio de Referéncia 0,1 mg mL"!

1,5 1076839 0,56 1077963 2,18 1079088 0,05

1 732262 1,32 732565 0,76 732544 1,80

0,6 440164 0,70 431080 1,46 435444 3,64
Solugio de Referéncia 0,25 mg mL!

0,4 262745 0,91 266388 0,17 264566 0,56

0,2 125614 1,02 125704 2,95 125657 0,03

Fonte: Da autora (2021).

Os dados da analise de regressdo linear dos trés dias de analises, para as trés curvas
analiticas individuais, estdo apresentados na Tabela 31, e a curva média das trés curvas obtidas

para GEV esté apresentada na Figura 19.

Tabela 31 - Dados de regressdo linear para as curvas analiticas de GEV, em trés dias
consecutivos de analise.

Parimetros estatisticos Dia 1 Dia 2 Dia 3
Faixa linear (ug) 6a192
Coeficiente de determinagao 0,999 0,999 0,999
Inclinagdo 736938 737794 738618
Erro padrdo da inclinagdo 366,7 453,4 433,1
Valor P - inclinacdes das trés curvas 0,996
Intercepto com o eixo Y -17810 -19228 -19118
Erro padrao do intercepto 133885 10230 11327
Valor P - interceptos das trés curvas 0,994

Valor P >0,05 = indica diferenga estatisticamente ndo significativa.
Fonte: Da autora (2020).
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Figura 19 - Curvas analiticas e média das curvas obtidas por CLAE-FR, em trés dias
consecutivos para GEV.
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Fonte: Da autora (2021).

De acordo com o resultado da analise do software GraphPad Prism, pode-se concluir
que as diferencas entre as inclinacdes sdo ndo significativas. Como as inclina¢des ndo sao
significativamente diferentes, ¢ possivel calcular uma inclinagdo para todos os dados. A
inclinacao agrupada ¢ igual a 737784, conforme a equagdo da curva média (FIGURA 19). Pode-
se concluir, além disso, que as diferengas entre os interceptos ndo sdo significativas. Como os
interceptos do eixo Y ndo sdo significativamente diferentes, ¢ possivel calcular um intercepto
em Y para todos os dados. A interceptacao agrupada ¢ igual a -18718, conforme a equagao da

curva média apresentada na (FIGURA 19).

3.1.6.5 Limites de quantificacdo e detec¢ao

Inicialmente, os limites de quantificagdo e detec¢do foram determinados a partir dos
parametros da equagdo das curvas analiticas. Para os célculos, foram utilizados o desvio-padrao
do intercepto e a inclinagdo das curvas analiticas obtidas. Obteve-se o limite médio de

quantificagcdo de 0,01 pg e de detecgao de 0,004 ug (TABELA 32).
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Tabela 32 - Limites de quantificacdo e deteccdo determinados com base nos pardmetros das
curvas analiticas obtidas. Condi¢des cromatograficas vide item 2.6.3.1.

Pariametro da curva Curva 1 Curva 2 Curva 3 Média
Intercepto com o eixo y -17810 -19228 -19118 -18718
Desvio-padrdo do intercepto
A 789
(entre as trés curvas)
Inclinagao 736938 737794 738618 737783
Limite de quantificacao (ug) 0,01 0,01 0,01 0,01
Limite de deteccao (ug) 0,004 0,004 0,004 0,004

Fonte: Da autora (2021).

Em seguida, a partir dos valores encontrados pela equagao, os limites de quantificacio
e deteccdo foram determinados experimentalmente pela injecdo em quintuplicata de massas
decrescentes obtidas por ajustes no volume de injecao de uma solugao de referéncia de GEV na
concentragio de 0,01 mg mL"!. Na Tabela 33, estdo apresentadas as areas médias e os desvios-
padrdo relativos determinados para o limite de quantificagdo. O limite de quantificagdo foi

determinado como a menor massa injetada que apresentou resultados com precisdo adequada

(DPR< 3%).

Tabela 33 - Limites de quantificacdo e deteccdo determinados experimentalmente. Condigdes
cromatograficas vide item 2.6.3.1.

Volume de injecio Massa

solugiio de GEV injetada Area média DPR Relagao S/N LQ eLD

(uL) (ug) (n=5) (%) (USP) Experimentais
10 0,1 82057 0,98 51,54
5 0,05 42083 2,35 27,05 LQ=0,05 pg
4 0,04 34727 3,45 20,26 LD >0,04 pug

Fonte: Da autora (2021).
* Limite de quantifica¢do (LQ) segue critérios da Association of Official Analytical Chemists (AOAC,
2000), DPR < 3%. " Limite de detecgdo (LD) segue critérios RDC 166/2017 (BRASIL, 2017), relagdo
S/N > 2:1. Valor minimo para S/N corresponde a < 20,00 (esse valor de referéncia foi gerado pelo
software OpenLab Exchrom®).

Comparando os resultados obtidos pelos parametros da curva analitica (LQ= 0,01 pge
LD= 0,004 ng) e experimentalmente (LQ= 0,05 ug e LD= 0,04 nug), observa-se que os valores
encontrados para LQ da curva analitica e experimental sdo distintos. Recomenda-se seguir os

valores experimentais.
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3.1.6.6 Precisao

A precisao intermedidria e a repetibilidade foram avaliadas por intermédio de seis (6)
determinagdes de solugdes realizadas a 100% de concentragdo, sendo preparadas, conforme
descrito nos itens 2.2.5 e 2.2.6. A anélise foi realizada com base na repetitividade das areas de

seis amostras do extrato de Digitalis mariana ssp. heywoodii (TABELA 34).

Tabela 34 - Teor de GEV e desvio-padrao relativo observados na determinacdo da
repetibilidade de amostras de Digitalis mariana ssp. heywoodii na condi¢ao
cromatografica estabelecida.

Amostras Teor GEV (ug/100 g de folha seca)
1 33,02
2 34,40
3 33,19
4 32,99
5 33,88
6 32,89
Area média 33,40
Desvio-padrao 0,608
DPR (%) 1,82

Fonte: Da autora (2021).
Condigdes de preparo de amostra e condi¢ao cromatografica vide item 2.2.5 e 2.2.6, respectivamente.

Os resultados obtidos pelo mesmo analista, no mesmo dia quanto as mesmas condigoes,
proporcionaram um DPR das éareas de 1,82%, estando em conformidade com os critérios da
ANVISA (INMETRO, 2014), demonstrando concordancia entre os resultados dentro de um
curto periodo de tempo.

Na precisdo intermediaria, foram analisadas as mesmas quantidades de amostras,
obtendo DPR das areas de 1,75 por analista diferente, conforme apresentado na Tabela 35,
representando a concordancia entre os resultados obtidos em dias diferentes de analise
(INMETRO, 2014).

Para ambos os estudos, os valores de desvio-padrdes relativos foram inferiores a 2,
demonstrando repetibilidade e precisdo intermediaria adequadas para o método analitico em
questdo. Segundo a Resolucao 166/2017 da ANVISA (BRASIL, 2017), os desvio-padrao
relativos, para a precisdo, ndo devem exceder 5%. Assim, pode-se observar que os valores

encontrados estdo de acordo com o preconizado para esse parametro nos dois niveis avaliados.
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Tabela 35 - Teor de GEV e desvio-padrao relativo observados na determinagdo da precisdao
intermediaria de amostras de Digitalis mariana ssp. heywoodii na condigao
cromatografica estabelecida.

Amostras Teor GEV (ug/100 g de folha seca)

1 28,22

2 26,87

3 27,21

4 27,41

5 27,53-

6 28,13

7 28,22

8 28,13

9 27,21

10 28,30

11 27,67

12 27,57
Area média 27,70
Desvio padrao 0,48
DPR (%) 1,75

Fonte: Da autora (2021).
Condigdes de preparo de amostra e condi¢ao cromatografica vide item 2.2.5 e 2.2.6, respectivamente.

3.1.6.7 Exatidao

Os testes de recuperagao foram realizados pela fortificacao das folhas pulverizadas de
Digitalis mariana ssp. heywoodii com quantidades conhecidas do padrao de referéncia (GEV),
no nivel minimo de concentracdo e em triplicata. Para tanto, foi preparada uma solucao
metanolica de GEV (21,6 ug mL™"). Um volume de 500 pL dessa solugdo (10,8 pg) foi
adicionado diretamente em 0,125 mg das folhas pulverizadas de Digitalis mariana ssp.
heywoodii, conforme discriminado na Tabela 36.

Ap0s a fortificacdo, solugdes foram preparadas e analisadas como descrito no item 2.2.6
Amostras das folhas de Digitalis mariana ssp. heywoodii nao fortificadas (n = 3) também foram
preparadas para a determinacdo da massa recuperada.

A recuperacao foi determinada empregando-se a equagao:

% Recuperacdo = massa experimental x 100/massa tedrica

A Tabela 36 apresenta o resultado do ensaio de recuperacao para GEV cuja recuperagao

média de GEV ao nivel 1 foi de 111%. Segundo a AOAC (2000) e Snyder et al. (1997), os
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valores de recuperagdo devem estar entre 98 a 102% e 99 a 101%, respectivamente. No entanto
a AOAC estabelece faixas de recuperagdo em fungdo da concentracio do analito na amostra em
estudo (AOAC, 2000). Para analitos com concentragdes de 0,1%, 0,01%, preconizam-se taxas
de recuperacdo de 90 a 108% e 85 a 110%, respectivamente. Portanto pode-se constatar que o

valor de recuperacdo obtido para essa substancia atende os limites estabelecidos pelas

literaturas.



Tabela 36 - Valores de recuperacao de GEV (média, n=3).

Volume (nL) Massa teérica Massa de  Massa tedrica ex g?{;s:n tal
Soluciio de  da solucio de de GEV Massa teorica  GEV na de GEV na dl(: GEV na Recuperacao DPR
: 5 d
Nivel GEV_1 . .GEV i adicionada . .de GEV amos.tra niao an}ostra ) amostra de E}EV (%)
(ng mL™) adicionada as injetada® (ug) fortificada fortificada . (%)
(ng) fortificada“
folhas (ng) (ng) (ng)
1 21,6 500 10,8 0,108 0,241 0,349 0,387 111 7,85

Fonte: Da autora (2021).

 Quantidade (nug) de GEV na amostra fortificada correspondente a 10 uL. de amostra injetada.

® Quantidade (ug) de GEV na amostra ndo fortificada + Quantidade (ug) de GEV injetado = Quantidade tedrica de GEV.
¢ Quantidade (ug) de GEV determinada experimentalmente nas amostras fortificadas.

4 9% recuperagdo = (quantidade experimental <+ quantidade tedrica) x 10.

(44!
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3.1.6.8 Robustez

A robustez do método foi avaliada por variagdes nas condi¢des de analise
cromatografica: temperatura da coluna (39°C, 40°C e 41°C) e fluxo (1,4, 1,5 e 1,6 mL min™").
A Figura 20 apresenta os valores obtidos no estudo de robustez do método para o extrato das

folhas de Digitalis mariana ssp. heywoodii.

Figura 20 - Influéncia da variagdo na condi¢do cromatografica na robustez do método para o
extrato das folhas de Digitalis mariana ssp. heywoodii (n=6). As médias seguidas
de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05)
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e
0,00~

Fonte: Da autora (2021).

De acordo com a Figura 20, € possivel observar que pequenas variagdes na temperatura
e fluxo geram diferengas no teor de GEV. Comparando com a condi¢do nominal (40 °C, 1,5
mL/min), observa-se que pequenas variagdes no fluxo ndo causam alteracdo da resposta
cromatografica. Entretanto variagdes simultaneas, nas condigdes de temperatura e fluxo, s6 nao
causam alteracdo na condigcdo de 41°C, 1,4 mL/min. Nas demais, independente do fluxo,
alteracdes na temperatura da coluna comprometem a confiabilidade dos resultados.

Analisando as modificagdes na temperatura da coluna e o fluxo de forma individual,
observa-se que o teor de GEV foi superior a temperatura de 40°C no fluxo de 1,5 mL min™.
Para o fluxo de 1,4 mL min' a temperatura da coluna a 39 °C, 40 °C e 41 °C e fluxo

1,6 mL min™! a 40 °C, niio houve diferenca significativa, segundo o Scott-Knott, (p>0,05). Desta
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forma, tais resultados demonstram que o método ndo ¢ robusto, no que diz respeito a variagdes
deliberadas na temperatura da coluna e robusto, quando ocorre variagdo de +0,1 mL/min no

fluxo da coluna.

3.2 Determinacio do crescimento vegetal

As malhas coloridas influenciaram significativamente o crescimento de Digitalis

mariana ssp. heywoodii, apos 120 dias de cultivo, conforme Tabela 37.

Tabela 37 - Numero de folhas (NF), comprimento de raiz (CR), massa seca de folha (MSF),
massa seca de raiz (MSR) e massa seca total (MST), relagdo raiz/parte aérea
(R/PA) e area foliar de Digitalis mariana ssp. heywoodii submetidas a diferentes
condicdes de luminosidade com 120 dias. Lavras, MG, 2021.

Malhas NF CR(cm) MSF(g) MSR(g) MST PA/R  Area Foliar
Coloridas (2) (2) (cm?)
Azul 30,00+6,9a 54,00+4,8a 12,69£1,9a 4,04+0,5a 19,83+2,4a 0,41+£0,07a 46,97+5,1a
Vermelha 2845+6,7a 50,85t6,6b 11,42+3,1a 3,55+0,7b 18,39+3,5a 0,41+0,08a 35,13£3,2b
Preta 26,95t7,0a 48,85+6,6b 10,14£3,4b 3,48+0,9b 15,9944,5b 0,40+0,07a 33,26£3,4b
Pleno sol  25,95+5.8a 40,70+6,5¢ 9,68+3,1b 3,38+0,9b 16,89+4,1b 0,36+0,19b 28,54+4,1b
CV (%) 25,70 12,66 19,44 21,35 17,06 10,45 12,14

Fonte: Da autora (2021).

M¢édias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott, ao nivel
de 5% de probabilidade.

Na Tabela 37, ¢ possivel observar que o numero de folhas nao diferiu entre as malhas e
o cultivo a pleno sol. No entanto o comprimento de raiz foi maior sob malha azul (54 cm) e
menor a pleno sol (40,70 cm).

A qualidade da luz influenciou significativamente (p <0,05) o crescimento da raiz, em
comprimento na tela de cor azul (54,00 cm), ndo havendo diferenca significativa no
desenvolvimento das plantas cultivadas sob a tela vermelha (50,85 cm) e preta (48,85 cm),
sendo o seu crescimento a pleno sol (40,70 cm) menor e estatisticamente diferentes dos outros
tratamentos (TABELA 37). Isso indica uma alocagdo preferencial de biomassa para a parte
aérea da planta.

Tais caracteristicas de maior comprimento de raiz, de acordo com Alves et al. (2018),
as plantas com sistemas radiculares mais desenvolvidos em determinada condigdo t€ém maior

habilidade de aclimatacdo, pois podem absorver maior quantidade de 4gua e nutrientes,
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garantindo maior capacidade para suportar maiores taxas de fotossintese e transpiracdo que
ocorrem nesses ambientes.

O cultivo de Digitalis mariana ssp. heywoodii alcangou o maior acimulo de matéria
seca de folha (12,69 g), raiz (4.04 g) e total (19.83 g), no cultivo de malha azul, seguido da
malha vermelha.

Em relacdo a massa seca de raiz, a tela azul também apresentou maior rendimento
(4,04g), seguido da tela vermelha, preta e cultivo a pleno sol com 3,55 g, 3,48 g e 3,38g
respectivamente, sendo esses trés tratamentos estatisticamente iguais. Esses resultados
corroboram com os resultados apresentados por Figueiredo et al. (2018), Martins et al. (2008),
Oliveira et al. (2009) e Rosal et al. (2008), que também encontraram maior matéria seca de raiz
sob malha azul.

A producao de matéria seca variou em razao das condigdes de cultivo. Plantas cultivadas
a pleno sol obtiveram menores ganhos de matérias secas foliar e total quando comparadas com
aquelas cultivadas sob sombreamento com telas da cor azul, vermelha e preta (TABELA 37).

A malha azul proporcionou a maior quantidade de matéria seca de folha (12,69 g),
seguida da vermelha com 11,42 g. Com valores inferiores e estatisticamente diferentes da tela
azul e vermelha, tem-se a tela preta com 10,14 g de matéria seca de folha e as plantas cultivadas
a pleno sol com 9,68 g, respectivamente, sendo esses dois tratamentos significativamente
iguais.

As plantas cultivadas sob tela azul e vermelha acumularam maior quantidade de matéria
seca de folhas, pois normalmente esses dois tipos de espectro de luz tém maior impacto no
crescimento das plantas, pois sdo as principais fontes de assimilagdo fotossintética de CO»
(NOORHOSSEINI; FALLAHI; DAMALAS, 2020).

As plantas cultivadas sob luz azul estdao envolvidas em uma ampla gama de processos,
como fototropismo, fotomorfogénese, abertura dos estomatos e funcionamento do aparato
fotossintético. Essa luz possui menor comprimento de onda e, por consequéncia, maior energia
utilizada como um sinal que fornece informagdes sobre o ambiente; tais informagdes sdo
traduzidas em processos metabolicos que permitem as plantas alterarem seu crescimento e
desenvolvimento (DOUSSEAU et al., 2017). Segundo Rolim et al. (2016), esse sinal elétrico
estimula a atividade fotossintética, sendo responsavel pela manutencao de um potencial elétrico
nas membranas das células guardas e pela abertura estomatica, resultando no aumento da
concentracdo do CO; dentro do mesofilo, gerando maior teor de sitio e maior conteudo de
ribulose-1,5-bifosfato carboxilase / oxigenase (RuBisCO) (ESKINS; JIANG; SHIBLES, 1999;
LEONG; ANDERSON, 1984; STITT; SCHULZE, 1994).
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Em relagdo a luz vermelha, isso ¢ explicado pela ativacdo da sintese das auxinas pelos
comprimentos de onda do espectro vermelho e vermelho distante que sdo intensificados na
malha vermelha (ALVES et al., 2018). Taiz et al. (2017) mencionaram que as faixas das regioes
do espectro relativo a faixa do vermelho sdo os limites do espectro que exercem efeito no
crescimento das plantas. O aumento da relag@o entre essas faixas, proporcionada pelos filtros
das malhas vermelhas, pode estimular maior conversdo do fitocromo da forma ativa para a
forma inativa (WHITELAM; HALLIDAY, 2007), causando redugao da relagdo entre a forma
ativa e o fitocromo total, o que causaria maior producao de biomassa de folhas e caules (MELO;
ALVARENGA, 2009).

Hossain et al. (2009) afirmaram que a luz vermelha pode causar um grande aumento na
expressao de um gene que codifica uma enzima-chave na sintese da giberelina. Anand et al.
(2019) explica que isto ocorre em fun¢ao da transferéncia de luz do espectro nessa faixa da cor
ser maior, promovendo, assim, melhor qualidade de luz e luz difusa e maior desenvolvimento
vegetativo, enraizamento e producao.

Verma et al. (2018) avaliaram os parametros de crescimento (nimero de folhas,
comprimento e raiz, largura da folha, largura dos estomatos, area foliar, largura e comprimento
de tricomas) de Digitalis purpurea, sob ambiente controlado e investigaram a influéncia de
diferentes qualidades de luz LED (vermelho, azul, fluorescente (controle) e vermelho e azul
combinado). Os valores observados para esses parametros por Verma et al. (2018) indicaram
que plantas desenvolvidas sob luz vermelha e azul foram superiores em comparagdo ao
controle. Silva (2017), utilizando a combinacdo de comprimento de onda azul e vermelho,
obteve maiores valores na produg¢do de biomassa da parte aérea de Digitalis mariana ssp
heywoodii.

Diversos estudos também apontaram a influéncia da luz vermelha monocromatica como
indutora no crescimento da parte aérea de plantulas micropropagadas (COELHO et al., 2021;
HUNG et al., 2016; JEONG; SIVANESAN, 2018; SILVA et al., 2017) e, em malhas de cor
vermelha (ALMEIDA; CALABONI; RODRIGUES, 2016; COSTA et al., 2018; HENRIQUE
etal.,2011; HOSSEINI; ZARE MEHRJERDI; ALINIAEIFARD, 2018; NASCIMENTO et al.,
2014) e, também, o maior desenvolvimento de folhas, gerando maior biomassa em plantas
medicinais cultivadas sob malha fotoconversora azul (OLIVEIRA et al., 2009, 2016; ROSAL
et al., 2008; SOUZA et al., 2011a, 2014). Resultados esses que corroboram com 0s maiores
valores encontrados de biomassa da parte aérea para a malha azul (30 g) e vermelha (28,45 g)

neste trabalho (TABELA 37).
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Os menores valores de crescimento (matéria seca de folha, matéria seca de raiz,
comprimento de raiz) de Digitalis mariana ssp. heywoodii foram encontrados para as plantas
cultivadas a pleno sol. Tais resultados também sao amplamente verificados na literatura, em
plantas medicinais cultivadas a pleno sol, em relacao a plantas cultivadas sob malhas coloridas
(ALVES et al., 2018; HOLCMAN; SENTELHAS, 2013; OLIVEIRA ef al., 2009; SOUZA et
al., 2010, 2013). Esse efeito ¢ resultado da intensidade luminosa excessiva, capaz de gerar
danos aos tecidos fotossintetizantes (ARAUJO; DEMINICIS, 2009; KHAN et al., 2018).

Com esses resultados, verifica-se uma relacao entre o desenvolvimento da area foliar e
a biomassa seca, principalmente da parte aérea. Logo as plantas cultivadas, em ambiente
parcialmente sombreado, aparentemente, investiram maior quantidade de fotoassimilados, em
especial, na parte aérea que aquelas cultivadas em pleno sol. Respostas semelhantes foram
observadas, em varias espécies, cuja caracteristica de crescimento foi promovida pela condigao
de sombreamento (ALVES et al., 2018; CORREA et al., 2012; HENRIQUE et al., 2011; LIMA
et al., 2011; MARTINS et al., 2009; NASCIMENTO et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2016;
PINTO et al., 2014; SOUZA et al., 2010, 2012, 2013, 2014).

Analisando a relagdo parte aérea/raiz, houve diferenca estatistica das plantas cultivadas
a pleno sol comparadas com o crescimento sob malhas coloridas que ndo diferiram entre si,
conforme Tabela 37.

A Figura 21 apresenta as mudas de Digitalis mariana ssp. heywoodii obtidas, apos 120

dias de cultivo a pleno-sol, telas pretas, vermelhas e azuis.
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Figura 21 - Plantas de Digitalis mariana ssp. heywoodii cultivadas a pleno sol, malha azul,
vermelha e preta, apos 120 dias. Lavras, MG, 2021.
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Fonte: Da autora (2021).

A analise geral dos dados mostra que, em razao da sua plasticidade morfologica e
fisiologica, as plantas de Digitalis mariana ssp. heywoodii se ajustam as condicdes de
luminosidade (TAIZ et al., 2017; YANG et al., 2018) e podem utilizar seus fotoassimilados,
para o crescimento do caule ao custo de desenvolver folhas e também suas raizes (PARK;
RUNKLE, 2017).

Na Tabela 37, também ¢ apresentada a area foliar das folhas de Digitalis mariana ssp.
heywoodii submetidas a diferentes malhas coloridas ap6s 120 dias. As folhas das plantas
cultivadas sob malha azul apresentaram a maior 4rea foliar (46,97 cm?), sendo estatisticamente
diferente das telas vermelha (35,97 cm?), preta (33,26 cm?) e as plantas cultivadas a pleno sol
(28,54 cm?). O incremento da area foliar, em ambientes com sombreamento, ¢ uma das
maneiras da planta aumentar a superficie fotossintética, assegurando melhor aproveitamento
das baixas intensidades luminosas e, consequentemente, compensando as baixas taxas
fotossintéticas por unidade de area foliar, que ¢ uma caracteristica das folhas de sombra

(BRANT et al., 2011; SOUZA et al., 2011b). Plantas submetidas a ambientes sombreados
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possuem maior expansao foliar, para captar maior quantidade de energia disponivel e, assim,
garantir um processo fotossintético mais eficiente (COELHO et al., 2010; FREITAS et al.,
2012; MEIRA; MARTINS; MANGANOTTI, 2012; SABBI; ANGELO; BOEGER, 2010).

De acordo com Taiz et al. (2017), essa resposta ¢ uma estratégia adaptativa, que pode
proporcionar melhor absor¢do de luz e permitir maior eficiéncia fotossintética, para maior
ganho de carbono, em consequéncia da maior area foliar para a absor¢ao da energia luminosa.

Esses resultados se assemelham aos observados por Souza et al. (2010), que registraram
os maiores valores de area foliar total (AFT) das plantas de Mikania glomerata Spreng.
(Asteraceae - guaco) sob as malhas cinza e azul. E a pesquisa de Centofante (2020) que
trabalhou com diferentes qualidades de luz, na regido do vermelho e azul, para Campomanesia
pubescens (DC.) O. Berg. (Myrtaceae - guabiroba do campo) em cultivo in vitro.

Resultados semelhantes foram encontrados por Oliveira et al. (2009) para Artemisia
vulgaris L. (Asteraceae - camomila comum), Ocimum gratissimum L. (Lamiaceae - alfavaca
cravo) (MARTINS et al., 2009), Mentha piperita L. (Lamiaceae - horteld pimenta) (SOUZA et
al., 2012), Melissa officinalis L. (Lamiaceae - melissa) (OLIVEIRA et al., 2016), com maiores
valores de area foliar também obtidos nas plantas cultivadas sobre tela azul.

O aumento na expansao das folhas cultivadas sob malha azul foi claramente vantajoso
ao crescimento das plantas, pois conduziu a melhores interceptagdes de luz e, em consequéncia,
a maior taxa de crescimento (SOUZA et al., 2011a). Apesar das variagdes de area foliar
normalmente estarem associadas a diferencas de intensidade luminosa, para plantas jovens de
Digitalis mariana ssp. heywoodii, infere-se que essa caracteristica foi modulada pela qualidade
de luz, ou seja, pela maior area foliar estimulada pela tela de cor azul, deduzindo-se que folhas

cultivadas sob tela azul apresentam aparelho assimilador de CO; mais aperfeicoado.

3.3 Quantificacio de pigmentos fotossintetizantes

A quantificagdo de pigmentos fotossintetizantes das mudas de Digitalis mariana ssp.
heywoodii, apos quatro meses de implantacdo do experimento, avaliando-se clorofila a e b,
clorofila total, relacdo a/b e carotenoides, responderam significativamente aos tratamentos das

telas fotoconversoras e pleno sol (TABELA 38).
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Tabela 38 - Clorofila a e b, clorofila total, carotenoides e relacdo a/b de plantas de Digitalis
mariana ssp. heywoodii submetidas a diferentes condi¢des de luminosidade com
120 dias. Lavras, MG, 2021.

Tratamento Clorofilaa  Clorofila b Clorofila total  Carotenoides Relacao
(mgg™) (mgg™) (mgg™) (mgg™) a/b
Tela Azul 1,880,042  0,48+0,02 a 2,37+0,02 a 0,49+0,01 a 3,8440,1 a
Tela Vermelha 1,69+0,04b 0,42+0,02 b 2,01£0,02 b 0,44+0,02 b 3,75+0,1 a
Tela Preta 1,34+0,03 ¢ 0,40+0,02 ¢ 1,751£0,01 ¢ 0,38+0,01 ¢ 3,3240,1 b
Pleno-sol 0,98+0,03d 0,34+0,01d 1,3240,01 d 0,34+0,02 d 2,85+0,2 ¢
CV (%) 2,00 2,81 2,08 1,40 4,20

Fonte: Da autora (2021).
Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott, ao nivel
de 5% de probabilidade.

Em relacao a clorofila a, € possivel observar que os maiores valores foram observados
sob malha azul (1,88 mg g!), seguido do tratamento com tela vermelha (1,69 mg g™!), tela preta
(1,34 mg g!) e pleno sol (0,98 mg g™!). O mesmo foi observado, para a clorofila b (0,48 mg g
1, (0,42mg g!), (0,40 mg g e (0,34 mg g), clorofila total (2,37 mg g™!), (2,01 mg g ™), (1,75
mg g ) e (1,32 mg g), carotenoides (0,49 mg g), (0,44 mg g!), (0,38 mgg ') e (0,34 mg g™)
e clorofila total (2,37 mg g™!), (2,01 mg g?), (1,75 mg g!) e (1,32 mg g), respectivamente,
com todos os tratamentos diferindo entre si (TABELA 38).

Encontrar maiores quantidades de pigmentos fotossintetizantes, em plantas cultivadas
sob sombreamento, comparadas com plantas cultivadas a pleno sol, pode ser observado, pois
muitas espécies de plantas sdo capazes de alterar a composigdo de seus aparelhos
fotossintéticos, para otimizar a fotossintese, em relagdo ao ambiente luminoso, em que estao
crescendo (ANDERSON; CHOW; PARK, 1995; HE et al., 2018; MURCHIE; HORTON,
1997; OLIVEIRA et al., 2016; YIN; JOHNSON, 2000).

Folhas de plantas sombreadas sdo mais finas e possuem cloroplastos mais ricos em
clorofila. Desta forma, folhas “de sombra” investem maior energia na producao de pigmentos
responsaveis pela captacdo de energia radiante, permitindo uma otimizacdo na utilizagdo da
intensidade de luz incidente (KATEROVA; TODOROVA; SERGIEV, 2017).

Embora existam variagdes entre as espécies, de modo geral, plantas cultivadas em
ambientes sombreados tendem a aumentar a quantidade total de proteinas de ligagdo a clorofila,
em relacdo as proteinas de transporte de elétrons e enzimas do ciclo de Calvin, existindo um

equilibrio entre captura e uso da luz. Isso garante que as proteinas e enzimas de transporte de
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elétrons operem com eficiéncia maxima. Todo esse processo pode ser definido como uma
aclimatagao fotossintética (CENTOFANTE, 2020; EVANS, 1996).

Taiz et al. (2017) explicaram que as folhas que recebem algum tipo de sombreamento
aumentam a captura de luz, por terem mais clorofila total por centro de reagdo, ocasionada pela
razao mais alta entre as clorofilas a e b e pelas folhas dessa camada apresentarem laminas
geralmente mais finas que as que ficam expostas ao sol.

Nota-se que a clorofila @, b e os carotenoides sd3o mais expressivos nas plantas
desenvolvidas sob a tela azul, quando comparadas com as mesmas cultivadas a pleno sol (0,98
mg g'). Verma et al. (2018), ao investigarem a influéncia de diferentes qualidades de luz LED
(vermelho, azul, fluorescente (controle) e combinagdo de vermelho e azul), em plantas de
Digitalis purpurea, também, encontraram valores maiores de clorofila a em plantas
desenvolvidas sobre luz azul em comparagdo ao controle.

Resultados semelhantes também foram encontrados para Mikania laevigata Schultz
Bip. Ex Baker (Guaco - Asteraceae), cultivada em tela azul com maiores valores de clorofila a
e b, quando comparadas com as mesmas cultivadas a pleno sol (SOUZA et al., 2010), Mikania
laevigata (SOUZA et al., 2011b), Achillea millefolium L. (Mil folhas - Asteraceae) (PINTO et
al., 2014) e Piper longum L. (pimenta longa - Piperaceae) (LIMA et al., 2017).

Os resultados para luz azul s3o condizentes com as referéncias encontradas, uma vez
que esses espectros sao primordialmente absorvidos pela clorofila a, responsével pela eficiéncia
fotossintética. Em alguns estudos, a luz azul ¢ referida como a principal indutora do maior
acimulo de clorofila, promovendo a sintese de proteinas que participam do aparato
fotossintético e o desenvolvimento dos plastideos do cloroplasto (HOGEWONING et al., 2010;
OLIVEIRA et al., 2016; SAEBO; KREKLING; APPELGREN, 1995; SOAVE; SILVA, 1993;
SUN; NISHIO; VOGELMANN, 1998).

Além disso, observa-se que as plantas cultivadas sob todos os tratamentos pareceram
sintetizar mais clorofila a, pelo fato do seu espectro ser mais amplo, em comparagao com o da
clorofila b, visto que essa ¢ a molécula que torna possivel a fotossintese (ARTHURS; STAMPS;
GIGLIA, 2013; LIN et al., 2013).

As plantas cultivadas sob telas coloridas, azul (3,84), vermelha (3,32), preta (3,75)
apresentaram maior razao clorofila a/b que aquelas cultivadas a pleno sol (2,85) (TABELA 38).
A razdo clorofila a/b, de maneira geral, tende a diminuir com a reducdo da intensidade luminosa
(LIMA et al., 2020). Como o oposto foi verificado, ¢ possivel que a maior proporcao relativa
de clorofila a, nos ambientes sombreados, possa estar associado a sua degradacdo mais lenta

em relacdo a clorofila b (YANG et al., 2019).
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Quanto aos teores de carotenoides, de acordo com Alvarenga et al. (2015), estdo
relacionados a dissipagdo da energia térmica pelo ciclo de xantofila, e os maiores valores foram
obtidos nas plantas cultivadas sob tela azul (TABELA 38). Resultados semelhantes também
foram encontrados para Achillea millefolium (PINTO et al., 2014) e Piper longum (pimenta
longa - Piperaceae) (LIMA et al., 2017). Maiores valores de carotenoides encontrados, para as
plantas cultivadas sobre tela azul, podem ter favorecido quantidades maiores das clorofilas a e
b na mesma tela, visto que esses sdo pigmentos que funcionam como fotoprotetores, por meio
da rapida exting¢ao dos estados excitados da clorofila, protegendo-a da foto-oxidacao (TAIZ et
al.,2017).

A diferenga significativa encontrada entre os teores de clorofila a, b, clorofila total e
carotenoides, bem como na relagdo a/b nas plantas de Digitalis mariana ssp. heywoodii,
evidenciam que essa espécie dispoe de diferentes estratégias no acimulo e uso dos pigmentos

fotossintéticos em telas coloridas quando comparadas com o desenvolvimento a pleno sol.

3.4 Determinacio de proteinas totais

Na Tabela 39, observa-se o efeito dos diferentes tratamentos (telas azul, vermelha, preta
e pleno sol), no teor de proteinas totais (mg mL™!) de folhas jovens de Digitalis mariana ssp.
heywoodii e na producdo de cardenolideos totais (g/100 g de matéria seca) e GEV (ug/100g de

material vegetal-biomassa seca)

Tabela 39 - Efeito dos diferentes tratamentos, tela azul, vermelha e preta, no teor de proteinas
soluveis totais (mg mL™!) e na produgiio de cardenolideos totais (g/100 g de folha
seca) e GEV (ug/100g de folha seca). Lavras, MG, 2020.

Tratamento Proteina Soluveis Cardenolideos GEV
Totais (mg mL™) Totais (g/100g) (ng/100g)
MSF
Azul 0,118+0,003 a 2,29+0,12 a 26,0+0,29 a
Vermelha 0,088+0,004 b 2,33+0,04 a 22,3+0,26 b
Preta 0,080+0,003 ¢ 1,69+0,17 b 14,5+0,13 ¢
Pleno Sol 0,068+0,001 d 1,56+0,17 b 13,940,21 d
CV (%) 1,91 6,93 1,21

Fonte: Da autora (2021).
Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott, ao nivel
de 5% de probabilidade.

O teor de proteina foliar das plantas de Digitalis mariana ssp. heywoodii foram

significativamente diferentes, ao nivel de 95% de confiabilidade, para todos os tratamentos
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avaliados. Verifica-se que plantas cultivadas sobre a tela azul apresentaram maiores teores de
proteina (0,118 mg mL"), seguida da tela vermelha (0,088 mg mL"') e tela preta
(0,080 mg mL™!), quando comparadas com as plantas jovens cultivadas a pleno sol, que
obtiveram o menor teor de proteina solivel (0,069 mg mL™).

Resultado semelhante foi encontrado por Vieira (2017), que, avaliando o teor de
proteina total de oro-pro-nobis (Pereskia aculeata Miller - Cactaceae), cultivado sob diferentes
cores de telas fotoconversoras, em 80 dias de cultivo, encontraram maior teor de proteina em
plantas cultivadas sobre tela azul.

Queiroz et al. (2015), verificando o teor de proteinas totais nas folhas de Pereskia
aculeata Miller, observaram que a condi¢do sombreada obteve 74% a mais de proteina, em
relacdo a plantas sem sombreamento, evidenciando que a espécie apresentou modificagdes
metabolicas, para ajuste ¢ manutencdo do desenvolvimento, em func¢dao das condigdes de
intensidade luminosa.

Maiores valores de proteina no tratamento com luz azul podem ser verificados, pois a
qualidade luminosa interfere na expressao das proteinas nos tilacoides e a luz azul pode
controlar a integridade das proteinas do cloroplasto elevando o desempenho fotossintético
(MUNEER et al., 2014; QUEIROZ et al., 2015). Verifica-se-se que a protedmica da membrana
tilacoide ¢ uma excelente abordagem, para estabelecer o nimero e a identidade das proteinas,
localizadas nesse subcompartimento, nos complexos pigmento-multiproteinas e avaliar o
impacto da qualidade e intensidade da luz para aumentar o metabolismo fotossintético e outros
fatores fisiologicos das plantas (HIPPLER et al., 2001; QUEIROZ et al., 2015).

Esse resultado pode indicar que a qualidade da luz influencia na produg¢ao de proteinas,
em plantas jovens de Digitalis mariana ssp. heywoodii, demonstrando que a subespécie ajusta

seu metabolismo em funcao da qualidade luminosa.

3.5 Analises quantitativas de cardenolideos e GEV

De acordo com a Tabela 39, os tratamentos apresentaram diferenga significativa, de
acordo com o teste de Scott-Knott (5%). Em relagao aos cardenolideos totais, as telas azul e
vermelha ndo apresentaram diferenca significativa, ao nivel de 5% de significancia (2,29% e
2,33%, respectivamente). Entretanto os maiores teores de GEV foram encontrados apenas em
plantas cultivadas sob tela azul (26,0 ng/100g de material vegetal).

Verma et al. (2018), ao investigarem a influéncia de diferentes qualidades de luz LED

(vermelho, azul, fluorescente (controle) e combinac¢des vermelho e azul), em plantas de
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Digitalis purpurea cultivadas in vitro, também, observaram que o acimulo de cardenolidos foi
significativamente influenciado pela luz azul e vermelha. A combinacao de luz azul e vermelha
produziu a maior quantidade de digitoxina (0,427 mg g!) e digoxina (0,16 mg g!), seguido por
plantas tratadas com LEDs azuis, em que as quantidades registradas de digitoxina e digoxina
foram 0,313 mg g ' 0,100 mg g !, respectivamente. O maior acimulo de cardenolideo também
foi relatado em Digitalis lanata por Ohlsson, Bjork e Gatenbeck (1983), sob luz azul e
vermelha. Silva (2017), estudando as condigdes de luminosidade in vitro, para Digitalis
mariana ssp. heywoodii, também, observou que a combinagao dos espectros de luz no azul e
no vermelho promoveu maior teor de cardenolideos totais. O presente estudo de cultivo in vivo
sob malhas coloridas com Digitalis mariana ssp. heywoodii corrobora aos achados de Silva
(2017), em estudos de cultura in vitro, que essas duas cores de luz (azul e vermelho) sdo cruciais
para favorecer a sintese de cardenolideos.

Silva (2017) também observou que a combinagdo de comprimento de onda azul e
vermelho contribuiu para o aumento no teor de cardenolideo total. Scheibner et al. (1987)
observaram que a irradiagdo com luz azul e/ou vermelha produziu maiores teores de
cardenolideos em embrides somaticos de Digitalis lanata, concluindo que os fotorreceptores de
luz azul e fitocromo estdo envolvidos na regulagdo da biossintese e acuimulo de cardenolidos.
Por outro lado, ¢ um fato comumente aceito que a intensidade da luz pode influenciar
positivamente o acimulo de fitoquimicos (CACHO et al., 1999; GOBBO-NETO; LOPES,
2007; HAGIMORI; MATSUMOTO; OBI, 1982; LUCKNER; WICHTL, 2000).

Em razdo do sinal elétrico, que estimula a atividade fotossintética, ¢ responsavel pela
manuten¢do de um potencial, nas membranas das células guardas e pela abertura estomatica,
resultando no aumento da concentragao do CO; dentro do mesoéfilo (ROLIM et al., 2016),
gerando maior teor de sitio e maior conteudo de ribulose-1,5-bifosfato carboxilase / oxigenase
(RuBisCO) (ESKINS; JIANG; SHIBLES, 1999; LEONG; ANDERSON, 1984; STITT;
SCHULZE, 1994). Além disso, variagdes no espectro de luz podem causar flutuagdes no
conteudo de metabolitos secundarios (XIE et al., 2006). De acordo com a Tabela 39, também
observa - se que plantas ndo cultivadas sob malhas coloridas apresentaram os menores valores
para cardenolideos e GEV.

Até o momento ndo foram encontrados, na literatura disponivel, trabalhos avaliando o
efeito de malhas fotoconversoras no acimulo de GEV. Sdo encontrados poucos trabalhos
associados a influéncia da qualidade de luz a cardenolideos totais para o género Digitalis

(SILVA, 2017; VERMA et al., 2018), sendo esses estudos relacionados a cultivo in vitro e a


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hagimori%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16662267
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auséncia de trabalhos associados ao cultivo em campo para Digitalis mariana ssp. heywoodii

com foco na otimizag¢do da produgdo de GEV.

3.6 Analise dos Componentes principais (PCA)

A analise de componentes principais (PCA) tem como objetivo mostrar como os dados
foram estruturados, correlagao entre os dados, detectar os outliers e, assim, dando uma visao
geral da interpretagdo das amostras, porque diminui o conjunto de dados. A PCA foi aplicada
aos dados com o proposito de identificar as interagdes existentes entre as variaveis de resposta
e as malhas coloridas utilizadas.

A PCA apresenta a correlacdo matricial entre crescimento vegetativo, pigmentos
fotossintetizantes, proteina soltveis totais, cardenolideos totais e glicoevatromonosideo (GEV)
com as malhas, explicando 95,94% da variacdo total (FIGURA 22). Assim, com o uso das PC1
(91,76%) e PC2 (4,18%), identificou-se a separacdo dos tratamentos em um grupo, em que foi
observada uma diferenca entre as plantas cultivadas a pleno sol, malha vermelha e malha preta

das plantas sob malha azul (grupo 1).

Figura 22 - Analise de componentes principais (PCA) da correlagdo matricial entre crescimento
vegetativo, pigmentos fotossintetizantes, proteina soluveis totais, cardenolideos
totais e glicoevatromonosideo (GEV) com as malhas coloridas azul, vermelha, preta
e tratamento a pleno sol.
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Fonte: Da autora (2021).

A PCA destaca que os tratamentos que utilizam malha preta e cultivo a pleno sol nao

influemciaram os pardmetros avaliados. Além disso, a PCA também permitiu identificar as
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correlacdes entre as treze varidveis avaliadas. Nota-se correlagdo positiva entre o acimulo de
matérias secas, a quantidade de clorofila (a, b e total), cardenolideos totais, GEV e proteina
com o uso de malha azul e, de forma negativa com a malha preta e pleno sol. A malha vermelha
teve uma pequena correlagdo positiva com as variaveis estudadas.

Os resultados da PCA corroboram e complementam as andlises e interpretagdes
anteriores. O agrupamento de tratamento identifica, em contexto amplo, que o tratamento com
malha azul ¢ determinante para proporcionar ganhos significativos sobre as variaveis estudadas
de crescimento e produgdo de GEV em D. mariana. A correlagdo positiva entre clorofilas totais
e o acumulo de matéria seca se justifica pelo fato de que os pigmentos fotossintéticos
(principalmente clorofilas a e b) possuem ligacdo direta com a absorcdo e transferéncia de
energia luminosa no processo fotossintético. Dessa forma, plantas com maiores teores de
clorofila sdo capazes de produzir taxas fotossintéticas mais altas e consequentemente,

influenciam no crescimento, desenvolvimento e no metabolismo da planta.
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4 CONCLUSAO

O planejamento experimental realizado permitiu otimizar e padronizar a extracdo de
glicoevatromonosideo em Digitalis mariana ssp. heywoodii, obtendo extratos representativos
da constitui¢do quimica da planta. O método cromatografico desenvolvido e validado ¢ inédito
e corrobora com a confiabilidade dos resultados quantitativos de GEV neste presente estudo.

Diferentes espectros luminosos influenciam no crescimento e produgao de pigmentos
fotossintetizantes, proteinas, cardenolideos totais e GEV em Digitalis mariana ssp. heywoodii.
O cultivo sob malha fotoconversora azul proporciona maior ganho de biomassa seca e
comprimento de raiz, matéria seca e area foliar, clorofila a, b, carotenoides e clorofila total,
proteinas totais e maior acumulo de cardenolideos totais e quantidade de GEV.

Por fim, este trabalho corrobora para estabelecer a importancia do espectro de luz azul
e vermelha no crescimento e acimulo de cardenolideos em Digitalis mariana ssp. heywoodii,
em especial, a luz azul que traz impactos positivos no acimulo de GEV, um cardenolideo de

importancia farmacéutica.
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ANEXO A - DISTRIBUICAO NORMAL DO RESiDUO
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ARTIGO 2 - CULTIVO DE Digitalis mariana ssp. heywoodii SOB OMISSAO DE
NUTRIENTES EM SISTEMA HIDROPONICO

ARTICLE 2 - CULTIVATION OF Digitalis mariana ssp. heywoodii UNDER THE
OMISSION OF NUTRIENTS IN A HYDROPONIC SYSTEM

Artigo redigido conforme a NBR 6022 (ABNT, 2018) e formatado de acordo com o

Manual da UFLA de apresentacao de teses e dissertacoes.
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RESUMO

D. mariana ssp. heywoodii possui em suas folhas cardenolideos como o
glicoevatromonosideo (GEV). O GEV ¢ um metabolito secundério de interesse medicinal, o
qual tem sua producao influenciada pela interacdo planta-ambiente, sendo imprescindivel o
manejo adequado da fertilidade para melhor crescimento e produtividade. Neste contexto, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da omissao de nutrientes no crescimento,
acimulo de proteinas e produgdo de cardenolideos em plantas de D. mariana ssp. heywoodii
cultivadas em sistema hidropdnico. O crescimento da espécie foi afetado pela omissdo de
nutrientes, alterando o crescimento, sobrevivéncia e morfologia das plantas. A omissdo de
nitrogénio (N), foésforo (P), enxofre (S) e manganés (Mn) ndo afetou o crescimento da parte
aérea das plantas. A deficiéncia de nitrogénio (N) e magnésio (Mg) foram os que mais
prejudicaram o crescimento das raizes. Os menores valores de clorofila total foram encontrados
em plantas sob omissao de nitrogénio (N), magnésio (Mg) e zinco (Zn). A deficiéncia de boro
(B) e magnésio (Mg) causaram um maior acumulo de proteinas totais (0,066 e 0,062 mg mL™,
respectivamente). Entretanto, a deficiéncia de enxofre (S) causou uma queda de 51,9% em
relacdo ao tratamento completo. A limitacdo de nutrientes impactou o acumulo de
cardenolideos totais na seguinte ordem Cu=Fe=Mg=Ca>Mn=B=Zn>S=K=P=N=
completo. Contudo, a omissao de nitrogénio (N), fosforo (P), potéassio (K) e enxofre (S) ndo
impactaram o teor de cardenolideos totais. Quanto ao acumulo de GEV, a limitacdo de potassio
(K) levou a um aumento de 1,89 vezes o teor de GEV em relagdo ao tratamento completo.
Entretanto, a omissdo de manganés (Mn) inibiu a producdo deste cardenolideos. Desta forma,
conclui-se que o crescimento vegetativo, teor de proteinas, acumulo de cardenolideos e GEV
sao afetados pela disponibilidade de macro e micronutrientes.

Palavras-chave: Dedaleira. Cultivo. Glicoevatromonosideo. Nutricdo de plantas.
Cardenolideos.
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ABSTRACT

D. mariana ssp. heywoodii has cardenolides such as glucoevatromonoside (GEV) in its
leaves. GEV is a secondary metabolite of medicinal interest, which has its production
influenced by the plant-environment interaction. The proper fertility management is essential
to achieve better growth and productivity. In this context, this paper aimed to evaluate the
influence of nutrient omission on the growth, protein accumulation, and cardenolide production
in D. mariana ssp. heywoodii plants cultivated in a hydroponic system. The growth of the
species was affected by the omission of nutrients, altering the plants' growth, survival, and
morphology. The omission of nitrogen (N), phosphorus (P), sulfur (S), and manganese (Mn)
did not affect the growth of the aerial part of the plants. Nitrogen (N) and magnesium (Mg)
deficiency were the most limiting factors for root growth. The lowest total chlorophyll values
were found in plants under the omission of nitrogen (N), magnesium (Mg), and zinc (Zn). Boron
(B) and magnesium (Mg) deficiency caused greater accumulation of total protein (0.066 and
0.062 mg mL!, respectively). However, sulfur (S) deficiency caused a decrease of 51.9%
compared to the full treatment. The nutrient limitation impacted the accumulation of total
cardenolides in the following order: Cu=Fe=Mg=Ca>Mn=B=Zn>S=K =P =N = full.
However, the omission of nitrogen (N), phosphorus (P), potassium (K), and sulfur (S) did not
affect the total cardenolide content. The potassium (K) limitation led to a 1.89-fold increase in
the GEV content compared to the full treatment. However, the omission of manganese (Mn)
inhibited the production of this cardenolide. Thus, it is concluded that the availability of macro
and micronutrients affect vegetative growth, protein content, accumulation of cardenolides, and
GEV.

Keywords: Foxglove. Cultivation. Glucoevatromonoside. Plant nutrition. Cardenolides.
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1 INTRODUCAO

Digitalis mariana ssp. heywoodi ¢ uma espécie endémica e ameagada de extingdo que
cresce apenas em alguns locais da Peninsula Ibérica, possuindo em sua composi¢do quimica
cardenolideos responsaveis por grande parte das suas atividades farmacologicas e aplicagdes
terapéuticas, despertando assim grande interesse no ambito da pesquisa e da industria
farmacéutica (CLEMENTE et al., 2011; KRISHNA et al., 2015; PATIL et al., 2013).

Essa espécie apresenta em suas folhas cerca de 0,15% de GEV, sendo considerada uma
importante fonte deste cardenolideo (BERTOL et al., 2011; KREIS; HAUG; YUCESAN, 2015;
LUCKNER; WICHTL, 2000; NAVARRO et al., 2000). O GEV apresenta potenciais efeitos
antivirais e anticancer, nao sendo disponivel comercialmente devido a dificulade de
desenvolvimento da espécie em seu cultivo, sendo utilizado para sua extracao platas cultivas in
vitro (KREIS; HAUG; YUCESAN, 2015).

A producdo de metabolitos secundarios em plantas medicinais, como o GEV, esta
relacionada diretamente com a genética e a interacdo da planta com o seu ambiente, como
influéncia da radiagao solar, limitagao hidrica e fertilidade do solo (VERMA et al., 2016). Desta
forma, o manejo adequado da fertilidade do solo, além de possibilitar o crescimento e
desenvolvimento e maior produtividade, ¢ imperativo na produ¢do de plantas para uso na
industria para obtencao de compostos como os cardenolideos.

Entretanto, estudos sobre nutricdo mineral de plantas medicinais sd3o escassos,
principalmente aqueles relacionados a producdo e acimulo de metabdlitos secundarios
(CENTOFANTE, 2020). Neste contexto, objetivou-se avaliar o crescimento vegetativo e os
teores de cardenolideos totais (CT) e GEV em Digitalis mariana ssp. heywoodii, empregando
a técnica do elemento faltante com omissao dos macronutrientes N, P, K, Ca, Mg, S, Fe, Zn, B,

Mn e Cu em solucdo nutritiva.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Localizacdo do experimento e obtenciao das mudas

Sementes de Digitalis mariana ssp. heywoodi (Jelitto Seeds ®, Alemanha) foram
germinadas em bandejas de poliestireno expandido com 128 células, em casa de vegetacao no
Laboratorio de Cultura de Tecidos e Plantas Medicinais do Departamento de Agricultura na
Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavras/MG. O local esta localizado a 918 m de
altitude, com temperatura média de 26 + 2 °C e umidade relativa de 75%.

Plantulas com 120 dias de idade foram padronizadas e transferidas para uma bandeja
pléstica contendo 20 L de solucao nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) adaptada com sistema
permanente de aeracdo. Foram utilizadas placas de isopor de 4 cm de espessura como suporte
para as plantas. As solu¢des foram trocadas semanalmente, monitoradas diariamente e
completadas com agua deionizada, para manter o nivel da solugdo constante.

Inicialmente, para adaptacao das plantulas, a concentragdo da solucao utilizada foi de
25% na primeira semana e de 50% na semana posterior. Na terceira semana o experimento foi
instalado. As solugdes foram preparadas com os sais puros € a composi¢cdo quimica da solu¢ao
nutritiva completa foi de 210,1 mg de N; 31 mg de P; 234,6 mg de K; 200,4 mg de Ca; 48,6 mg
de Mg; 64,2 mg de S; 500 pg de B; 20 ng de Cu; 5,022 ug de Fe; 502 pg de Mn e 50 ug de Zn
por litro de solugao.

As mudas foram cultivadas em vasos com capacidade de 6 L de solu¢do, que tiveram
suas superficies externas pintadas com tinta aluminio. Uma tampa de isopor com pequeno
orificio no centro foi instalada para a fixagdo da planta. Os tratamentos foram constituidos do
uso da solugdo completa e as omissoes individual das fontes de N, P, K, Ca, Mg, S, Fe, Zn, B,
Mn e Cu da solucdo de Hoagland e Arnon (1950) adaptada, resultando em 12 tratamentos. O
delineamento utilizado foi inteiramente casualizado com 3 repeti¢des e cada parcela constituida
de uma planta por vaso.

As solugdes foram trocadas quinzenalmente com sistema permanente de aeracdo e
completadas diariamente com agua deionizada para manter o nivel constante da solu¢do. Foram
utilizadas placas de isopor de 4 cm de espessura como suporte para as plantas. O experimento
foi monitorado todos os dias, ao ap6s 60 dias, quando as plantas de Digitalis mariana ssp.
heywoodii foram colhidas por estarem entrando em processo de senescéncia.

Cada tratamento foi avaliado em relagdo a pardmetros de crescimento vegetal e em

seguida separadas em parte aérea de folhas e raizes e todo o material foi seco em estufa com
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circulagdo forgcada de ar a 70 + 2°C utilizando-se balanga analitica de precisdo (BL 3200H -
Shimadzu®), e avaliadas em relagdo a quantificacdo de pigmentos fotossintetizantes, analise
quantitativa de cardenolideos, GEV e proteinas soluveis, buscando identificar tratamento ¢

capaz de melhorar os parametros avaliados.

2.2 Determinacio do crescimento vegetal

Ao final dos 60 dias ap0s o transplantio das mudas de Digitalis mariana ssp. heywoodlii,
avaliou-se as seguintes varidveis: comprimento e largura das folhas (cm), area foliar (cm?)
(mensurada por meio do software WinFOLIATM e scanner EPSON PERFECTION V700
PHOTO), comprimento do sistema radicular (cm), numero de folhas por vaso; matéria seca de
folha (g planta™) e raizes (g planta™). O material coletado foi armazenado em sacos de papel
pardo, identificados individualmente e seco em estufa de circulagdo de ar for¢ado (320 SE -
FANEN®), reguladas com a temperatura de 70 °C, por 24 h, até apresentarem peso constante.

ApOs a secagem, o material foi pesado em balanca analitica para determinacao da matéria seca.

2.3 Quantificacdo de pigmentos fotossintetizantes

Apo6s 60 dias de condugdo do experimento, foram coletadas 3 pares de folhas
completamente expandidas do terceiro no6 superior de 3 plantas de cada tratamento, tomadas ao
acaso. As folhas foram coletadas no periodo entre 7:00 e 7:30 horas da manha, embrulhadas em
papel aluminio e acondicionadas em uma caixa de isopor contendo gelo até a transferéncia ao
Laboratorio de Plantas Medicinais e Fitoquimica do Departamento de Agricultura da UFLA.

Os procedimentos adotados para a extracdo e andlise das clorofilas a, b, total e
carotenoides foram realizados conforme a metodologia de Hiscox e Israelstam (1979) com
adaptagdes propostas por Banes et al. (1992). Utilizou-se 50 mg de folhas frescas, rasuradas e
sem a nervura central. As folhas foram pesadas em balanca de precisdo, em sala escura com
iluminagdo verde. Apos a pesagem, as folhas foram acondicionadas em tubos falcon envoltos
em folha de aluminio contendo 10 mL do solvente dimetilsulféxido (DMSO) saturado com
carbonato de célcio (CaCOs3). Em seguida, os tubos foram acondicionados em estufa sob
temperatura de 65 °C, por 24 h. A saturagdo do DMSO seguiu o protocolo de Santos et al.
(2008) com modificagdes. Para isto, 0 DMSO foi saturado com CaCOj3 na proporgdo de 5g L'!
de DMSO, sob agitacdo constante por 4 h e entdo filtrado 2 vezes a vacuo em papel de filtro

duplo. Posteriormente, a solucdo foi centrifugada a 6000 rpm por 10 minutos.
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Apo6s esse periodo, realizaram-se as leituras das absorbancias utilizando 3 mL das
aliquotas das solugdes em cubeta de quartzo, em espectrofotometro TECAN INFINITY M200
PRO operado com o sistema de processamento de dados I-control® (versao 3.37). Utilizaram-
se os comprimentos de onda 665, 649 e 480 nm para clorofila a, b e carotenoides,
respectivamente. A leitura do branco foi realizada com DMSO saturado com CaCOs. Todas as
leituras foram realizadas no escuro e em triplicata, sendo os teores expressos em mg g de

matéria fresca (MF) de acordo com a metodologia de Wellburn (1994), sendo:

Clorofila a 649 = (12,47 x Asss) - (3,62 X Aes9);

Clorofila b 665 = (25,06 x Ae49) - (6,5 X Acss);

Carotenoide 480 = (1000 x A4go - 1,29 x Ca - 53,78 x Cp)/220;
Clorofila Total = Clorofila a + Clorofila b

2.4 Determinacao de proteinas totais

Foram amostradas 15 mg de folhas de cada tratamento, sendo o teor determinado
conforme metodologia descrita por Bradford (1976). As leituras foram efetuadas no
espectrofotometro TECAN Infinity® M200 PRO a 595 nm e comparadas com a curva-padrao
de soro albumina bovina (BSA) 1 g L!, ajustada por regressdo linear (y = 0,0044x + 0,2344,
R?=0,9928) (FIGURA 1) para determina¢ao da concentragdo de proteina foliar, expressa em

mg mL! extrato proteico. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

Figura 1 - Curva-padrao de soro albumina bovina (BSA), com coeficiente linear (R?).
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2.5 Analises quantitativas de cardenolideos

2.5.1 Doseamento de cardenolideos totais

O doseamento de cardenolideos totais seguiu o método validado por Silva (2017) no
Laboratorio de Fitoquimica da UFLA. Para detalhamento da metodologia vide item 2.4 do
Artigo 1 deste documento.

Os dados foram expressos em teores percentuais de cardenolideos totais, expressos em

B-metildigitoxina.

2.5.2 Quantificacao de glicoevatromonosideo (GEYV)

A metodologia extrativa utilizada neste trabalho foi validada anteriormente (item
2.6.3.1). A massa de 125 mg de folhas secas pulverizadas foram extraidas com a mistura trinria
de 0,333 puL de metanol, 0,333 uL de etanol e 0,333 pL de agua. A extragdo foi realizada por 1
ciclo de 31 minutos de maceragdo assistida por ultrassom em temperatura ambiente. O extrato
foi, microcentrifugado a 13000 g por 10 min. Apds, foram adicionados ao sobrenadante 300 pL
de acetato de chumbo a 15% (p/v) e homegeinizado por vortex por 3 segundos, onde este foi
mantido por 5 min em temperatura ambiente (25 °C). Apos este periodo, as amostras foram
novamente microcentrifugadas. Uma vez removido o precipitado, 200 pL de solu¢do aquosa de
fosfato monossodico (Na,HPO;) a 10% (p/v) foram adicionados ao sobrenadante,
homogeinizado por vortex e, em seguida, este foi microcentrifugado. O sobrenadante foi
transferido para um microtubo de 5 mL e a ele foi adicionado 1 mL de cloroférmio:isopropanol
(3:2 v/v) e centrifugado a 13000 g durante 5 min. A fase inferior foi transferida para um baldo
e, entdo rotaevaporada até secura.

Os extratos foram transferidos diretamente para microtubos de 5 mL e solubilizados em
1.000 pL de metanol (MeOH) grau CLAE, seguido de sonicacdo até dissolucao completa (1 a
2 min), seguido de centrifugagdo a 8.400 g, por 10 min. Os sobrenadantes foram transferidos
para vials e analisados por CLAE.

A condi¢do cromatografica estabelecida, conforme Tabela 1, para a quantificagdo de
glicoevatromonosideo (GEV) em extrato de folhas de Digitalis mariana ssp. heywoodii inclui
o uso de coluna Eclipse XDB-C18 (150 mm X 4,6 mm d.i. 5 pum), temperatura da coluna de 40

°C, fase movel constituida por dgua ultrapura e acetonitrila grau CLAE, ambas contendo 0,1%
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de 4cido fosforico, fluxo: 1,5 mL min™!, comprimento de onda de detec¢do: 230 nm e volume

de injegdo de 10 pL.

Tabela 1 - Condi¢do cromatografica estabelecida para a quantificagdo de GEV em extrato de
folhas de Digitalis mariana ssp. heywoodii.

Tempo (min) Agua (%) Acetonitrila (%)
0 95 5
35 58 42
45 40 60
48 5 95
53 5 95
58 95 5
65 95 5

Fonte: Da autora (2020).

O calculo para obtengao dos teores de GEV expressos em pug/100 g de material vegetal,
foram obtidas utilizando-se a equagdo da curva média obtida pela linearidade y=737784x-

18718.

2.6 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA). As médias foram
comparadas ao teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Utilizou-se o software SISVAR®
(FERREIRA, 2019) para processamento dos dados obtidos.

E o software Statistica®, versio 13.3 (StatSoft, Tulsa, OK, EUA) foi utilizado para

analise de componentes principais (PCA).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacao do crescimento vegetal

O crescimento de Digitalis mariana ssp. heywoodii foi afetado no cultivo em solucao

nutritiva com omissao de nutrientes (TABELA 2).

Tabela 2 - Comprimento de raiz (CR), matéria seca da parte aérea (MSPA), raiz (MSR) e total
(MST) e relacdo parte/aérea/raiz (PA/R) de plantas de Digitalis mariana ssp.
heywoodii. Lavras, MG, 2022.

Tratamento CR (cm) MSR MSPA MST PA/R
(2 (2) (2)
Completo 25,744 2a 7,1£14 a 29.2+44a 36,3%8,1a 411+14c
-N 10,043,3¢ 1,0£0,2 b 19,0+5,3a 20,0+73a 19,0+4,3 a
-P 21,7+3,5b 1,6£0,9 b 17,6+2,5a 19,2+4,1 a 11,0+2,7 b
-K 15,342,4d 1,2+ 0,3b 7,5+2,5b 8,734 b 6,312,4 ¢
-Ca 18,0+4,1c 0,5+0,3b 4242.1b 4,7+0,9 b 8,412, 1 ¢
- Mg 8,0+5,4¢ 1,5£0,5b 32+22b 4,7¢15b 2,109 ¢
-S 21,3+49b 7,842.4 a 259+6,5a 33,7t6,5a 33220 ¢
- Fe 16,0+3,6 d 0,8+0,3 b 5,5822 b 6,322 b 6,924 ¢
-Zn 18,0+4,6 ¢ 1,3£0,4 b 54£29b 6,7£19b 4,2+1,5¢
-B 14,3£3,2d 1,6£0,9 b 92+22b 10,8+54b 5,842,6 ¢
-Mn 17,543,5 ¢ 2,6£0,8 b 21,8+54a 244+57a 8,4+2.1 ¢
-Cu 19,0+4,5 ¢ 1,840,5b 8,1+2,4b 9,9+2,1b 4,5+1,1 ¢
CV (%) 35,86 26,94 37,66 29,53 28,91

Fonte: Da autora (2021).

M¢édias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott, ao nivel
de 5% de probabilidade.

A solu¢ao nutritiva completa obteve o maior comprimento de raiz (25,7 cm) € a omissao
de Mg o menor comprimento (8,0 cm). A omissao de macro e micro nutrientes reduziu o
comprimento médio das raizes, sendo observada a limitagdo em ordem decrescente: Mg=N >
B=K=Fe>Mn=Ca=Z2Zn=Cu>S =P > completo. A deficiéncia de nitrogénio (N) e
magnésio (Mg) foram as que mais causaram impacto no crescimento das raizes em Digitalis
mariana ssp. heywoodii. A omissao de enxofre (S) nao influenciou o peso seco das raizes da
espécie, nao diferindo estatisticamente do tratamento sem omissdo de nutrientes (completo),
sendo observado os valores 7,8 e 7,1, para MSR do tratamento com omissdo de enxofre e sem
omissdo de nutrientes, respectivamente. E possivel analisar que a deficiéncia dos nutrientes
impactou o acimulo de matéria seca das plantas, sendo observada a limitagdo em ordem

decrescente de Mg =Ca=Z7n=Fe =K =Cu=B >P=N=Mn =S = Completo para a matéria
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seca da parte aérea (MSPA) e a limitagdo de Mg=Ca=Fe=Zn=K=Cu=B>P=N=Mn
= S = completo para a matéria seca total (MST).

A omissao de nitrogénio (N), fosforo (P), enxofre (S) e manganés (Mn) ndo afetou o
crescimento da parte aérea das plantas de D. mariana ssp. heywoodii, resultando em valores de
MSPA e MST estatisticamente iguais aos do tratamento completo. Entretanto, a omissdo de
potassio (K), célcio (Ca), magnésio (Mg), ferro (Fe), zinco (Zn), boro (B) e cobre (Cu) foram
limitantes quanto a MSPA e MST (TABELA 2).

Apesar de cultivadas com todos os macro e micronutrientes, as plantas do tratamento
completo apresentaram morte de algumas folhas mais velhas. A quantidade utilizada dos
nutrientes no tratamento completo pode ter sido inadequada para o desenvolvimento das
plantas, uma vez que a quantidade requerida depende da necessidade de cada espécie
(ALVARENGA, 2013; TAIZ et al., 2017). De acordo com Vale et al. (2011) as mudas
utilizadas nos experimentos podem assimilar e reservar os macro e micronutrientes antes do
transplantio em seus caules, folhas e raizes, sendo ja suficientes para o crescimento inicial da
espécie. Observa-se que a omissao de nutrientes reduziu a sobrevivéncia de Digitalis mariana
ssp. heywoodii. As plantas cultivadas com omissdo de Ca, Fe Mn tiveram sua sobrevivéncia de
somente 29%.

Plantas com deficiéncia de nitrogénio (N) desenvolveram bem a parte aérea, entretanto
o crescimento da raiz foi comprometido, resultando em altos valores da relagdo parte aérea/raiz
(PA/R) (TABELA 2). Entretanto, este nao € um resultado esperado, uma vez que o crescimento
das plantas geralmente ¢ fortemente impactado pela falta de N (TAIZ et al., 2017). Em estudos
com outras plantas medicinais, a omissdo deste macronutriente impactou o crescimento de
mudas de Achillea collina (GIORGI et al., 2009), Achillea millefolium (ALVARENGA et al.,
2015) e Cymbopogon citratus (LIMA et al., 2019).

De acordo com a Figura 2 ¢ possivel observar clorose nas folhas mais velhas, sintomas
semelhantes foram relatados em deficiéncia de N em Cymbopogon citratus (LIMA et al., 2019).
A clorose ¢ um sintoma tipico da deficiécia de N, uma vez que este nutriente esta associado a
producao dos pigmentos fotossintetizantes (MALAVOLTA, 2006; MARSCHNER, 2012).
Uma vez que o nitrogénio ¢ componente estrutural da molécula de clorofila, o nitrogénio esta
diretamente ligado a capacidade fotossintética das plantas (MARENCO; LOPES, 2009). Além
disso, o nitrogénio ¢ um macronutriente utilizado na biossintese de aminoacidos e proteinas,

essencial ao crescimento das plantas (FREITAS et al., 2011; TAIZ et al., 2017).
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Figura 2 - Plantas de Digitalis mariana ssp. heywoodii cultivadas nas diferentes solugdes
nutritivas.
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Fonte: Da autora (2021).
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As plantas cultivadas sob omissdo de fosforo (P) apresentaram morte das folhas rasteiras
e necrose em algumas partes da folha. O fosforo atua na produgdo de energia pelo metabolismo
vegetal, uma vez que ¢ um constituinte da molécula de ATP (adenosina trifosfato), necessario
para o crescimento e desenvolvimento da planta, assim como ¢ essencial para a produgao de
moléculas de RNA ¢ DNA (TAIZ et al., 2017; ZHANG et al., 2014). Além disso, a deficiéncia
de P pode causar reducdo na producdo de proteinas e 4cidos nucleicos, comprometendo o
crescimento celular (MARSCHNER, 2012).

A omissdo de potéssio (K) levou ao aparecimento de clorose internerval e necrose na
ponta das folhas mais velhas. Sintomas semelhantes foram observados em Achillea millefolium
apos 32 dias de cultivo sob omissdo deste macronutriente (ALVARENGA et al., 2015). Além
disso o potassio ¢ essencial para o metabolismo da planta, regulando a abertura estomatica, o
potencial osmotico, regulacao do pH no interior das células vegetais, assim como a fotossintese
(MALAVOLTA, 2006; MARSCHNER, 2012). O potassio também est4 diretamente ligado a
resisténcia a doengas e tolerancia a secas (HAFSI; DEBEZ; ABDELLY, 2014; WANG; WU,
2013).

A deficiéncia de Célcio (Ca) causou o aparecimento de pontos necroticos € uma redugao
de 87% na matéria seca total (TABELA 1 e FIGURA 2). O calcio participa de func¢des celulares
de sustentacdo como a formagdo da parede celular e tem grande importancia no processo de
divisdo celular (MASCARENHAS, 2014; VEIGAS et al., 2014). Alvarenga et al. (2015) ao
analisarem a omissdo de Ca em mudas de Achillea millefolium observaram uma redugao de
92% da matéria seca em plantas cultivadas comparadas ao tratamento controle. Em Lippia
gracilis a menor matéria seca da parte aérea foi encontrada nas plantas cultivadas com omissao
de Ca, as quais apresentaram clorose e necrose das folhas (ALMEIDA et al., 2018).

A omissao do magnésio (Mg) levou a clorose e morte das folhas baixeiras (FIGURA 2).
O Mg faz parte da estrutura em anel da molécula de clorofila, tem participacao na ativagao de
enzimas no processo de respiragdo, fotossintese e sintese de DNA e RNA. Sua falta, geralmente
leva aos sintomas observados neste estudo, a qual ocasiona clorose internerval das folhas mais
velhas (MALAVOLTA, 2006). Sintomas semelhantes foram observados em Achillea
millefolium (ALVARENGA et al., 2015).

A deficiéncia de enxofre (S) ndo foi limitante e ndo causou danos as plantas, sendo
estatisticamente igual ao tratamento controle (TABELA 2). Os sintomas mais comuns
encontrados cultivadas em plantas em ambientes com deficiéncia deste macronutriente ¢ a
clorose generalizada das folhas mais velhas (MALAVOLTA, 2006). Entretanto, este sintoma

ndo foi observado em mudas de Digitalis mariana ssp. heywoodii. A omissdao de enxofre nao
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afetou o crescimento de plantas de Helianthus annuus cultivadas em sistema hidroponico
(PRADO; LEAL, 2006) e Saccharum ssp. (VALE et al., 2011). Vale et al. (2011) ressaltam
que o crescimento de Saccharum ssp. nao foi influenciado pela deficiéncia de S devido a baixa
extracdo deste macronutriente no solo pela planta. A espécie avaliada e a susceptibilidade a
deficiéncia de dado nutriente podem levar a uma maior eficiéncia no uso de macro e
micronutrientes (PRADO; LEAL, 2006).

A omissdo do ferro (Fe) levou a morte das folhas mais velhas (FIGURA 2). O ferro ¢
utilizado pela planta em diversas etapas do metabolismo, como crescimento € desenvolvimento,
produgdo de clorofila, respiracao celular e crescimento da raiz (LI; WANG; YANG, 2015;
MARENCO; LOPES, 2009).

A omisséo de zinco (Zn) levou a morte das folhas mais velhas (FIGURA 2). E possivel
observar que a auséncia de Zn foi mais prejudicial as plantas, ocasionando uma perda
generalizada das folhas baixeiras e apresentando pontos de clorose na parte superior das folhas.
O zinco estd associado as atividades enzimaticas nos vegetais e na biossintese de clorofila
(TAIZ et al., 2017; YADEGARI; SHAKERIAN, 2014).

Alvarenga et al. (2015) observaram reducao da matéria seca total em mudas de Achillea
millefolium cultivadas sob omissdo do macronutriente em comparagdo com o tratamento
controle. Os autores também observaram menor crescimento da raiz, corroborando os
resultados deste estudo, no qual observou-se uma redugdo de 81,5% da matéria seca da raiz em
relacdo ao tratamento controle (TABELA 2).

A omissao de boro (B) causou enrugamento das folhas novas, clorose e morte das folhas
mais velhas (FIGURA 2). O boro ¢ considerado um dos nutrientes responsaveis pela
manuten¢do da integridade estrutural das folhas (TAIZ et al., 2017).

Observou-se o aparecimento de pontos necroticos nas folhas mais velhas e morte nos
tratamentos com omissao de Mn e Cu (FIGURA 2).

A Tabela 2 apresenta os dados de comprimento e largura das folhas, assim como a area
foliar obtida nos tratamentos de cultivo hidroponico de Digitalis mariana ssp. heywoodii com
omissao de macro e micronutrientes. Foi observada influéncia dos macro e micronutrientes nos
parametros avaliados. As folhas sdo consideradas partes mais importantes da Digitalis mariana
ssp. heywoodii, por possuir cardenolideos cardiotonicos em sua parte aérea, metabdlito
secundario de interesse medicinal.

De acordo com os resultados deste experimento, a deficiéncia de enxofre (S) e
manganés (Mn) foram responsaveis pelo aumento de 1,65 vezes e 1,52 vezes em comprimento,

respectivamente, em comparagdo com o tratamento contendo todos os nutrientes (Completo).
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A largura das folhas foi beneficiada pela omissdo de S, B ¢ Mn, com aumento de 2,9 cm, 1,8
cme 2,1 cm, respectivamente, em relagdo as plantas cultivadas no tratamento Completo. A area
foliar também foi influenciada pela omissao de nutrientes, onde as maiores areas foliares foram

observadas sob deficiéncia de S (109,96 cm?), B (69,81 cm?) e Mn (83,48 cm?) (TABELA 3).

Tabela 3 - Comprimento de folha e largura de folha de plantas jovens de Digitalis mariana
ssp. heywoodii cultivadas em solugdo nutritiva com omissao de macronutrientes e
micronutrientes. Lavras, MG, 2021.

Tratamento Comprimento Largura (cm) Area Foliar
(cm) (cm?*/planta)

Completo 14,0164 ¢ 4,1£1,7 ¢ 39,03£8,5 ¢
-N 17,9£7,6 b 5,312,5b 64,5149,6 b
-P 16,0+6,6 b 4,842, 7b 52,22+12,4b
-K 15,943.6 b 5,1£3,2b 55,14£10,5b
-Ca 10,4+4,9 ¢ 2,6x1,1d 18,3949,2 d

- Mg 12,8425 ¢ 3,5¢1,9¢ 30,4618,6 ¢
-S 23,1442 a 7,0£2,1 a 109,96+11,3 a

- Fe 10,6£3,6 ¢ 2,9+1,4d 20,90+4,7d
-7Zn 14,244,1 ¢ 4,4£1,2 ¢ 42,49+12,5¢
-B 17,4+47 b 59+1,5a 69,81t13,4a

- Mn 19,8452 a 6,219 a 83,48+19,2 a

-Cu 11,0+4,1 ¢ 3,5¢t1,0 ¢ 26,1848,1 ¢

CV (%) 28,36 29,58 28,12

Fonte: Da autora (2021).
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott, ao nivel
de 5% de probabilidade

3.2 Quantifica¢ao de pigmentos fotossintetizantes

A quantificacdo de pigmentos fotossintetizantes em folhas de Digitalis mariana ssp

heywoodii foram afetadas significativamente pela omissao dos macro e micronutrientes

(TABELA 4).

Tabela 4 - Clorofila a e b, clorofila total, carotenoides e relacdo a/b de plantas jovens de
Digitalis mariana ssp heywoodii cultivadas em solu¢ao nutritiva com omissao de
macronutrientes e micronutrientes. Lavras, MG, 2021.

(Continua)
Tratamento Chl a (mg/g Chl b (mg/g Chl total Relacao a/b  Carotenoide
MF) MF) (mg/g MF) (mg/g MF)

Completo 0,12940,04 a 2,064+0,61a 2,193+0,47a  0,06£0,03c  0,268%0,09 b
-N 0,113£0,05 a 0,946+0,34c  1,05940,25¢  0,1240,04a  0,351+0,04 a

-P 0,162+0,09 a 1,782+0,36 a  1,944+0,54a  0,09+0,04b  0,359+0,05 a

-K 0,098+0,08 a 1,693£0,34a 1,791£0,32b  0,06£0,03 ¢  0,33910,09 a

-Ca 0,09240,09 a 1,327£0,45b 1,419+0,43b  0,07+0,04 ¢ 0,285+0,08 b
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Tabela 4 - Clorofila a e b, clorofila total, carotenoides e relacdo a/b de plantas jovens de
Digitalis mariana ssp heywoodii cultivadas em solu¢ao nutritiva com omissao de
macronutrientes e micronutrientes. Lavras, MG, 2021.

(Conclusao)
Tratamento Chl a (mg/g Chl b (mg/g Chl total Relacao a/b  Carotenoide
MF) MF) (mg/g MF) (mg/g MF)
-Mg 0,091+£0,07 a 1,052+0,36 ¢ 1,14340,54c¢  0,09+0,05b  0,265+0,07 b
-S 0,077+£0,07 a 1,391+0,14b  1,46840,56b  0,06+0,02c¢  0,268+0,08 b
-Fe 0,076+0,05 a 1,261+0,23 b  1,33740,33b  0,06+0,02¢  0,267+0,09 b
-Zn 0,09240,06 a 1,052+0,42 ¢ 1,144+0,23 ¢  0,09+0,03b  0,309+0,05 a
-B 0,10240,06 a 1,560£0,21a  1,662+0,29b  0,07£0,03 ¢ 0,343£0,06 a
-Mn 0,15610,04 a 1,540£0,20a 1,696+0,31b  0,10+0,03b  0,304+0,06 b
-Cu 0,101+0,08 a 1,761+0,32a  1,862+0,19a  0,06+£0,02¢c  0,371+0,08 a
CV (%) 33,3 12,92 17,21 15,02 10,07

Fonte: Da autora (2021).
*Chl: clorofila. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-
Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.

Em relacdo a clorofila a ¢ possivel observar que ndo houve diferenca significativa ao
nivel de 5% de significancia, em relacdo ao tratamento completo, demostrando que a limitagao
dos macro e micro nutrientes nao influenciou na produgdo de clorofila a. Entretanto, para
clorofila b a ordem crescente de limitagdo foi N=Mg=7Zn>Fe=Ca=S>Mn=B=K =Cu
= Completo; para clorofila total foi N=Mg=Zn>Fe=Ca=S=B=Mn=K>Cu=P=
Completo e para carotenoide foi Mg = Fe =S = Completo=Ca=Mn>Zn=K=B=N=P=
Cu.

Observa-se que a omissao de N, Mg e Zn foram os que propiciaram os menores valores
de clorofila total. O nitrogénio e magnésio fazem parte da estrutura da molécula de clorofila,
sendo um nutriente essencial para a formagao deste pigmento fotossintetizante (TAIZ et al.,
2017). J4 o zinco ¢ responsavel pelo controle de atividades fisiologicas, estando diretamente
ligado ao teor de clorofila nas folhas e, consequentemente, influenciando a sua fotossintese
(YADEGARI; SHAKERIAN, 2014).

Em plantas de Achillea millefolium a auséncia de zinco (Zn) causou a reducdo do teor
de clorofila em relagdo ao controle (ALVARENGA et al., 2015), resultados semelhantes ao
observado neste estudo, o qual observou-se uma reducao de 47,83% no valor de clorofila total.

Ao estudar plantas de Lippia gracilis (ALMEIDA et al., 2018).
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3.3 Determinacio de proteinas totais

E possivel observar o efeito da omissdo de macro e micronutrientes no teor de proteinas
totais (mg mL™") de folhas jovens de Digitalis purpurea ssp. heywoodii (TABELA 5). Houve
diferenga estatistica significativa entre os tratamentos, sendo a deficiéncia de boro (B) e
magnésio (Mg) responsaveis pelo maior valor relatado quanto ao acimulo de proteinas totais
em plantas da espécie, com 0,066 e 0,062 mg mL™!, respectivamente. De acordo com Uluisik et
al. (2011), o boro ¢ um micronutriente essencial para as plantas e regula o gene ATRI,

envolvido na rota biossintética de aminodacidos e proteinas.

Tabela 5 - Efeito da omissao de macronutrientes e micronutrientes no teor de proteinas totais
(mg mL™), cardenolideos totais (g/100g de folhas secas) e acumulo de GEV
(ng/100g de folhas secas) de plantas de Digitalis mariana ssp. heywoodii. Lavras,

MG, 2021.
Tratamento Proteinas Soliveis Totais Cardenolideos totais GEV
(mg mL") MSF (g/100g) (ng/100g)
Completo 0,027+0,004 ¢ 1,78+0,02 a 11,5£0,3 ¢
-N 0,0204+0,003 e 1,754+0,04 a 7,7+0,9d
-P 0,02540,005 ¢ 1,66+0,14 a 18,9422 b
-K 0,050+0,008 b 1,9440,15 a 21,8+3,4 a
-Ca 0,057+0,010 b 0,90+0,04 ¢ 1,98+0,3 j
-Mg 0,06240,010 a 0,95+0,07 ¢ 7,0+£0,9¢
-S 0,013+0,009 £ 1,7740,34 a 49403 g
- Fe 0,030+0,011d 1,07£0,15 ¢ 3,0+0,3 h
-Zn 0,03940,008 ¢ 1,44+0,27 b 2,6£0,4 1
-B 0,066+0,009 a 1,43+0,18 b 5,540,3 f
- Mn 0,057+£0,011 b 1,39+0,20 b 0+0 k
-Cu 0,04040,003 ¢ 1,03+0,11 ¢ 52405 ¢
CV (%) 13,76 11,81 4,04

Fonte: Da autora (2021).
Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott, ao nivel
de 5% de probabilidade.

Observa-se que a ordem crescente de limitacdo foi S > P = N = Completo > Fe > Zn =
Cu > K = Mn = Ca > B = Mg. Assim, observou-se que a deficiéncia de enxofre (S) impactou
expressivamente a produgdo de proteinas nas plantas. O enxofre ¢ um macronutriente essencial
para a producao de aminoacidos e proteinas (TAIZ et al., 2017). Desta forma, sua falta levou a
uma menor producdo de proteinas, causando uma queda de 51,9% em relagdo ao tratamento

controle com todos os nutrientes.
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3.4 Analises quantitativas de cardenolideos totais e GEV

De forma geral, analisa-se que a limitacdo dos macro e micronutrientes impactou o
acumulo de cardenolideos totais na seguinte ordem Cu=Fe=Mg=Ca>Mn=B=7Zn>S =
K =P =N =Completo (TABELA 5). Assim, a omissao de nitrogénio (N), fésforo (P), potassio
(K) e enxofre (S) ndo impactaram o teor de cardenolideos totais. A deficiénciade N, P, K e S
pode resultar em maior produgdo de metabolitos secundarios derivados do acido chiquimico
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

De acordo com Pérez-Alonso et al. (2009) espécies de Digitalis podem sofrer limitagdes
no cultivo devido a condig¢des de solo e adubagdo. Em Digitalis thapsi cultivadas in vitro, houve
influéncia da nutrigdo com calcio e presenca de luz (CACHO et al., 1999). Para Digitalis
obscura, adubacdes com N, P, K e Cu foram negativamente correlacionados com o acumulo de
cardenolideo, ao passo que doses de Fe e Mg foram positivamente correlacionadas com as
concentracdes de cardenolideos (ROCA-PEREZ et al., 2005).

Tsao, Gomes e Chaubal (1961) observaram que o aumento da disponibilidade de K para
em Digitalis lanata diminuiu o acimulo de cardenolideos totais, indicando uma ligagao entre o
potassio e acumulo de cardenolideos. Neste estudo, foi possivel observar que, ao limitar o
potassio, o acumulo do cardenolideo GEV aumentou em 1,89 vezes em relacdo ao tratamento
controle. Observou-se, também, que a omissdo de manganés (Mn) inibiu a produgdo deste
cardenolideos digitalico (TABELA 5). Isso indica que o Mn ¢ um micronutriente importante
para a sintese de GEV, além dos outros elementos como Fe, Zn, B e Cu.

Os macronutirntes mais limitantes para a sintese de GEV foram Ca > S > Mg > N e os
micronutrientes foram Mn > Zn > Fe > Cu > B.

A producao dos metabolitos secundarios ocorre em resposta ao ambiente, podendo ser
intensificada em condicdes de estresse para adaptagdo da planta, devido a sua plasticidade
(TAIZ et al., 2017). Em Achillea millefolium, a deficiéncia de P causou aumento de 71% na
producao de 6leo essencial (ALVARENGA et al., 2015). Ja em Lippia gracilis, foi relatado
aumento no teor de carvacrol e timol em 6leo essencial de plantas cultivadas em ambiente com
omissdo de N, P e K (ALMEIDA et al., 2018).

Assim, verifica-se que cada espécie possui uma forma distinta de se adaptar e produzir
metabolitos secundarios. Os efeitos causados pela falta de nutrientes ndo sdo previsiveis e nao
seguem um padrdo. Entretanto, o estresse nutricional tende a aumentar as concentragdes dos
metabolitos secundarios com excecdo do nitrogénio e enxofre, em que a auséncia tende a

reduzir o acimulo destes metabdlitos (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). Apesar de ndo terem
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sido os piores valores, plantas cultivadas em deficiéncia de N e S tiveram redu¢do no teor de

GEV de 33,0% e 57,4%, respectivamente.

3.5 Analise dos Componentes principais (PCA)

A analise de componentes principais (PCA) ¢ uma técnica da estatistica multivariada
que consiste em transformar um conjunto de variaveis originais em outro conjunto de variaveis
de mesma dimensdo denominadas de componentes principais. Assim, pode mostrar como 0s
dados foram estruturados, correlacao entre os dados, observar os outiliers e, assim, dando uma
visdo geral do comportamento dos dados.

A PCA apresenta a correlagdo entre o crescimento vegetativo, cardenolideos totais e
glicoevatromonosideo (GEV) com os macros e micronutrientes, explicando 91,57% da varia¢ao
total (Figura Y). Assim, com o uso das PC1 (66,00%) e PC2 (25,57%) foi possivel identificar
a separacao dos tratamentos em dois grupos. Onde o tratamento completo com os nutrientes e
com a omissao de enxofre (-S) ocorreu maior acumulo de matéria seca € com a auséncia de
potassio (-K) e de fosforo (-P) acumulo de GEV e cardenolideos totais.

A PCA permitiu identificar a correlagdo positiva entre o acimulo de matérias secas
com a solucdo nutritiva completa ¢ com a omissdo de -S, mostrando que auséncia desses
elementos ndo afetaram a sintese dos cardenolideos e, de forma negativa com as solucdes
nutritivas com a auséncia dos micronutrientes (-Zn, -B, -Fe, -Cu) e com os macronutrientes (-
Ca, -Mg). Isto indica que estes elementos sdo importantes para a sintese de GEV e
cardenolideos totais. Assim trabalhos precisam ser realizados com dosagens diferentes desses
elementos para observar o acumulo desses cardenolideos. Os resultados da PCA

complementam as analise e interpretagdes anteriores.
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Figura 3 - Analise de componentes principais (PCA) da correlagdo matricial entre crescimento

PC 2: 25.57%

vegetativo, pigmentos fotossintetizantes, proteina soluveis totais, cardenolideos
totais e glicoevatromonosideo (GEV) com as malhas coloridas azul, vermelha, preta
e tratamento a pleno sol.
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4 CONCLUSAO

O crescimento vegetativo, teor de proteinas, acimulo de cardenolideos e GEV sao
afetados pela disponibilidade de macro e micronutrientes. A deficiéncia de N, P, K e S ndo
influéncia o acimulo de cardenolideos totais, ao passo que a omissdo de potdssio aumenta a

produgdo de GEV em 1,89 vezes em relagdo ao tratamento completo.
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