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RESUMO

Eclipta prostrata € uma planta medicinal, com atividade anti-hepatotdxica e anti-
inflamatoria, amplamente utilizada no Oriente e em programas de fitoterapia no Brasil.
Essa espécie é rica em coumestanos, sendo a wedelolactona um dos principais
marcadores quimicos. Este trabalho teve por objetivo avaliar acessos do horto da
Farméacia da Natureza produtores de wedelolactona e demetilwedelolactona, bem
como verificar 0 acumulo destas substancias em plantas cultivadas em dois
municipios do estado de S&o Paulo. Além do acumulo de coumestanos nas plantas
cultivadas ex vitro, investigou-se o0 acumulo dessas substancias e dos acidos 5-O-
cafeoilquinico e 3,5-dicafeoil-epi-quinico em plantas cultivadas in vitro e em cultura de
células em suspensédo. Para isto, foi estabelecido o cultivo de plantas em casa de
vegetacdo e no campo, bem como plantio do individuo elite nos municipios de
Jardinépolis e Guaruja e também o cultivo in vitro de s e cultura de células em
suspensao. A quantificacdo dos metabolitos secundérios foi realizada em CLAE
analitico, o isolamento em CLAE preparativo, a identificacdo em CLUE-EM-Q/TOF e
a identificacdo das substancias isoladas foi realizada por espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear mono e bidimensional (COSY, HMBC, HMQC). As s
cultivadas in vitro em meio de cultura MS e WP apresentaram diferencas quanto ao
teor de coumestanos, sendo o meio WP mais efetivo para a producdo de
demetilwedelolactona por acumular, nas raizes cultivadas, 73 vezes mais este
composto que 0 meio de cultura MS. As células em suspenséao, produzidas a partir de
raizes de E. prostrata, acumularam maioritariamente o acido 3,5-dicafeoil-epi-quinico,
sendo essa descoberta relatada pela primeira vez na espécie. Os genétipos de
Eclipta, mantidos na colecdo do Horto de Plantas Medicinais da Farmacia da
Natureza, apresentaram uma variacdo quanto ao teor de coumestanos, com
diferentes proporcdes entre eles e todos os gendtipos acumularam wedelolactona.
Plantas micropropagadas cultivadas em casa de vegetacéo ou no campo, por 30 dias,
produziram elevado teor de coumestanos e as plantas cultivadas em Jardinépolis e
no Guaruja apresentaram, entre si, teores semelhantes de wedelolactona. Entretanto,
as plantas que cresceram na regiao costeira produziram mais triterpenos e saponinas
e se desenvolveram menos que aquelas localizadas em Jardindpolis, as quais
produziram mais flavonoides.

Palavras-chave: Acido 5-O-cafeoilquinico. Acido 3,5-dicafeoil-epi-quinico.
Asteraceae. Demetilwedelolactona. Wedelolactona



ABSTRACT

Eclipta prostrata is a medicinal plant with anti-hepatotoxic and anti-inflammatory
activity, widely used in the East and in herbal medicine programs in Brazil. This species
is rich in coumestans, with wedelolactone being one of the main chemical markers.
This study aimed to evaluate wedelolactone and demethylwedelolactone accessions
from the Farmé&cia da Natureza garden, as well as to verify the accumulation of these
substances in plants grown in two municipalities in the state of Sdo Paulo. In addition
to the accumulation of coumestans in ex vitro cultivated plants, the accumulation of
these substances and of 5-O-caffeoylquinic and 3,5-dicaffeoyl-epi-quinic acids in
seedlings cultivated in vitro and in suspension cell culture was investigated. For this,
the cultivation of plants in a greenhouse and in the field was established, as well as
the planting of the elite individual in the municipalities of Jardinépolis and Guaruja and
also the in vitro cultivation of seedlings and suspension cell culture. The quantification
of secondary metabolites was performed in analytical HPLC, isolation in preparative
HPLC, identification in UHPLC-MS-Q-TOF and the identification of isolated substances
was performed by one and two-dimensional nuclear magnetic resonance spectroscopy
(COSsY, HMBC, HMQC). Seedlings grown in vitro in MS and WP culture medium
showed differences in coumestans content, being the most effective WP medium for
the production of demethylwedelolactone as it accumulates, in the cultivated roots, 73
times more this compound than the MS culture medium. Suspension cells, produced
from E. prostrata roots, mainly accumulated 3,5-dicaffeoyl-epi-quinic acid, this finding
being reported for the first time in the species. The Eclipta genotypes, kept in the
collection of Horto de Plantas Medicinais da Farméacia da Natureza, showed a variation
in terms of coumestans, with different proportions between them and all genotypes
accumulated wedelolactone. Micropropagated plants cultivated in a greenhouse or in
the field, for 30 days, produced high levels of coumestans and plants cultivated in
Jardin6polis and Guaruja presented, among themselves, similar levels of
wedelolactone. However, plants that grew in the coastal region produced more
triterpenes and saponins and developed less than those located in Jardindpolis, which
produced more flavonoids.

Keywords: 5-O-caffeoylquinic acid. 3,5-dicaffeoyl-epi-quinic acid. Asteraceae.

Demethylwedelolactone. Wedelolactone.
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1 INTRODUCAO

A planta medicinal Eclipta prostrata L. (Asteraceae) € uma espécie cosmopolita
que ocorre amplamente em varios paises a exemplo do Brasil, China e india. Possui
indicacdo na medicina tradicional destes paises para o tratamento de doencas do
figado, como cirrose e hepatite, além de agravos como ictericia. A espécie foi utilizada
com sucesso em modelos farmacolégicos no tratamento de lesGes hepaticas
causadas por virus, medicamentos e esteatose. Os coumestanos wedelolactona e
demetilwedelolactona sdo as principais moléculas relacionadas as acdes desta
espécie sobre o figado. Além dessas substancias, os ésteres formados a partir da
esterificacdo do &acido quinico com uma ou duas moléculas de &cido cafeico (5-O-
cafeoilquinico e 3,5-dicafeoilquinico) também apresentam acdo farmacologica
importante como antioxidante e anti-inflamatoria.

Apesar do potencial terapéutico dessa espécie, que € utilizada para o
tratamento de diversas enfermidades, identificamos duas lacunas de conhecimento
em relacdo a espécie: 1) ndo ha cultivo em larga escala com gendtipos selecionadas
pelo teor de coumestanos e 2) ndo ha estudos sobre o acumulo dos ésteres do acido
cafeico em cultura de células em suspenséo.

Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar acessos altamente produtores
de wedelolactona e demetilwedelolactona, bem como verificar o acumulo destas
substancias em plantas cultivadas em condicbes ambientais diversas. Além de
investigar sob condicéo in vitro o acumulo de coumestanos e de ésteres do acido

cafeico em planta in vitro e cultura de células em suspenséo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A ESPECIE Eclipta prostrata

A espécie Eclipta prostrata (L.) L. [Synonym - Eclipa alba Hassk], cresce em
terrenos umidos e sombreados de todo mundo tropical (LORENZI; MATOS, 2008) é
uma planta medicinal conhecida na india como “bringaraja”. E uma das principais
plantas utilizadas na medicina Ayurvédica, para atividade hepatoprotetora em
formulagBes para hepatite viral e toxica, incluindo indicagBes para ictericia e cirrose
(JAHAN et al., 2014). E indicada como antiasmatico, anti-helmintico, antipirético,
expectorante, promotora de crescimento capilar, tbnico antienvelhecimento, ténico
neural e no tratamento de doencas de pele (TABASSUM; AGRAWAL, 2004; THAKUR;
MENGI, 2005; GHULE et al., 2011).

A presenca de luteolina em extratos de Eclipta prostrata confere a planta
atividade antiepilética (GUENNE et al., 2019). Na Medicina Tradicional Chinesa,
Eclipta prostrata € conhecida como “Han-lian-cao”, sendo usada para tratamento de
doencas hepéticas, fibrose pulmonar e no tratamento dos sintomas da menopausa
(CAl et al., 2004; CHEN et al., 2011; ZHAO et al., 2015; LI; KAN, 2017). No Brasil, a
medicina tradicional registra seu uso em praticas caseiras no combate a asma,
bronquite, diarreia, sifilis, tosse, bem como para neutralizacédo de veneno de animais
peconhentos (MATOS, 2000; LORENZI; MATOS, 2008). Além das atividades acima
descritas, do ponto de vista etnofarmacolégico, a E. prostrata é também indicada para
o tratamento de doencas respiratérias, o que foi confirmado por estudo pré-clinico
realizado por nosso grupo de pesquisa, sendo essa atividade relacionada a presenca
de coumestanos (MOREL et al., 2017).

Em resumo as principais atividades farmacoldgicas além das ja mencionadas
sdo antiasmatica, antimicrobiana e antioxidante (TIMALSINA; DEVKOTA, 2021). As
principais classes de substancias presente na espécie sdo 0s coumestanos, com
destaque para demetilwedelolactona e wedelolactona (WAGNER et al.,, 1986), os
flavonoides incluindo apigenina, diosmetina, luteolina, luteolina-7-glicosideo,
quercetina e 3’-metil-orobol (LEE et al., 2009; SINGH et al., 2010), as saponinas: acido
echinocystico, eclalbatina e eclalbasaponinas (UPADHAY et al., 2001; LEE et al.,,

2008; RUSCHEL et al., 2013), os triterpenos: acido oleandlico, acido ursélico, acido



16

wedelico, a-amirina e B-amirina (SINGH et al., 2010) os fitoesterdis: B-estigmasterol e
B-sitosterol (SINGH et al.,, 2010) e os ésteres formados pela esterificacdo de um
residuo de acido cafeico com um residuo de &acido quinico, por exemplo o &cido 5-
cafeoilquinico (ACQ), ou dois residuos do acido cafeico com um de acido quinico
(dIACQ), tal como o novo cumestano glicosilado (SEO et al., 2020). Estudos realizados
in silico usando docking molecular mostraram que isbmeros de acidos cafeoilquinico
e dicafeoilquinico (ACQ e diACQ) séo eficientes no combate a Covid-19 (JOSHI et al.,
2020).

Geralmente a efetividade terapéutica dos fitoterapicos depende da diversidade
e a complexidade das substancias presentes no extrato, € o fitocomplexo que deve
ser considerado e ndo uma substancia isolada, e em alguns casos € a proporcao entre
as substancias que determina o efeito terapéutico. Um trabalho realizado com E.
prostrata mostrou que a relacdo de 2:1 entre wedelolactona e demetilwedelolactona
gue confere atividade farmacologica a espécie a qual é utilizada em varios
medicamentos da Medicina Tradicional Chinesa (WANG et al., 2020).

2.2 CULTURA DE TECIDOS DE Eclipta prostrata

Protocolos de micropropagacéao de E. prostrata tem sido estabelecidos a partir
de organogénese direta ou indireta em meio de cultura MS (Murshige; Skoog,1962)
suplementado com regulador vegetal benzilaminopurina (BAP) (DAR et al., 2016) e a
maioria dos estudos utiliza como explante o segmento nodal, sendo o0 enraizamento
obtido em meio basal ou em meio basal dividido por dois, com adicdo de acido
indolbutirico (IBA) ao meio de cultura e a utilizacdo de cloreto de clorocolina que
promove aumento no numero de raizes produzidas e eleva o nivel de clorofila nas
folhas (FRANCA et al., 1995; BORTHAKUR et al., 2000; BASKARAN; JAYABALAN,
2005; RAY; BHATTACHARYA, 2008). Ha relatos de protocolo de micropropagacao
de Eclipta alba com a formacédo de brotac6es multiplas obtidas a partir de explantes
nodais cultivados em meio MS, suplementado com 4,44 uM de BAP (ZAFAR; SAGAR,
1999), e também protocolo para propagacdo em larga escala altamente eficiente e
reprodutivel, descrito para essa espécie, realizado a partir de segmentos nodais
cultivados em meio MS suplementado com 13,2 um de BAP e 4,6 um de cinetina
(DAHKA; NOTHARI, 2005).
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A proliferagdo dos brotos em meio liquido mostrou-se bem sucedida inclusive
com aumento da producdo de wedelolactona, o que aumentou a perspectiva de
produgao de coumestanos em biorreator (GAWDE; PARATKON, 2012).

Estudo realizado com marcador molecular RAPD com plantas
micropropagadas e a planta doadora de explantes mostraram que n&o houve
variabilidade genética entre os materiais analisados (SINGH et al., 2012).

O efeito de varios fatores fisicos e quimicos tem sido demostrado em cultura in
vitro de E. prostrata. A adicdo de acido humico no meio de cultura associado ao BAP
e cinetina aumentou a proliferacao de brotos (PRAKASH et al., 2015) e calos expostos
a luzes monocromaticas multiespectrais em especial a vermelha favoreceu o acumulo
de massa seca e aumentou o teor de B-amirina, demetilwedelolactona, eclalbatina,
luteolina e wedelolactona, enquanto a luz azul aumentou o teor de estigmasterol
(KHURSHID et al., 2020). A produgao de wedelolactona em cultura de células em
suspensao foi otimizada em meio liquido MS suplementado com cinetina, metil
jasmonato e picloram (RAY; BHATTACHARYA, 2008; SALMA et al., 2018).

O tipo de tecido introduzido in vitro para a producéo de calos pode interferir na
producéo de metabolitos secundarios. Assim, constatou-se que cultura de calos de E.
prostrata, obtidos a partir de folha, sdo excelentes produtoras de cumarina e
wedelolactona, enquando que as culturas geradas a partir de caule produziram mais
B-amirina, compostos fendlicos, demetilwedelolactona, eclalbatina e flavonoides
(KHURSHID et al., 2018).

O estabelecimento de culturas de calos para regeneracao de plantas de E. alba
constitui uma ferramenta util para a producdo dos coumestanos wedelolactona e
demetilwedelolactona. A regeneracdo de calos produzidos a partir de folha, caule e
raiz, cultivados em meio de cultura MS suplementado com varias concentracdoes de
reguladores de crescimento como acido indol acético (AlA), acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4 D) e cinetina foi relatada por Zafar e Sagar em 1999.

Estudos realizados com diferentes niveis de poliploidia induzidas em plantas
mantidas in vitro tém demonstrado que alteracbes no numero de cromossomos
alteram o teor de principios ativos. Em plantas tetraploides de E. prostrata, obtidas in
vitro com exposicdo a colchicina a 0,1% por 24 h, houve uma producdo de
wedelolactona trés vezes superior a das plantas diploides cultivadas in vitro ou

provenientes de plantas-méae dipldides in vivo (SALMA et al., 2018).
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Outros dois aspectos importantes da cultura de tecido que pode viabilizar o
cultivo em larga escala sdo a embriogénese somatica e a microencapsulacdo em
alginato de célcio, por serem técnicas que produzem elevado indice de multiplicacao.
A embriogénese somética de E. prostrata foi obtida a partir de calos friaveis cultivados
por trés semanas em meio de cultura MS suplementado com acido a-naftalenoacético
(ANA) e acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), com posterior subcultura em MS basal
por 4 semanas (DEVENDRA et al., 2011). Também foi desenvolvido para a espécie
um protocolo de microencapsulamento em esferas de alginato de célcio, com 90% de
sobrevivéncia dos segmentos nodais encapsulados (SINGH et al., 2010).

A producdo de sementes sintéticas e subsequente regeneracdo de plantas de
E. alba, foi relatada usando gemas apicais e segmentos nodais encapsulados (RAY;
BHATTACHARYA, 2010). Essa tecnologia de sementes sintéticas tem sido utilizada
para troca de germoplasma de genotipos elite e propagacdo de material vegetal
axénico em laboratérios de pesquisa e industrias farmacéuticas em varios paises
(DAHKA, 2013).

2.3 ESTUDOS AGRONOMICOS REALIZADOS COM Eclipta prostrata

A espécie E. prostrata é considerada erva daninha em campos agricolas, em
especial nos arrozais (GOLMOHAMMADI et al.,, 2018). Diversos herbicidas séo
utilizados para a eliminagcao de E. prostrata dos campos de cultivo de varias culturas
(JORDAN et al., 2009; WANG et al., 2012; GOLMOHAMMADI et al., 2018; SAHA et
al., 2019), sendo o diclosulam (N-(2,6-dichlorophenyl)-5-ethoxy-7-fluoro [1,2,4]triazolo
[1,5c]pyrimidine-2-sulfonamide) um dos mais utilizados por agir como inibidores da
acetolactato sintase (ALS) impedindo a formacéo dos aminoacidos isoleucina, leucina
e valina (JORDAN et al., 2009).

Assim, experimentos agricolas séo realizados muito mais com a finalidade de
descobrir particularidades para eliminar a planta do que para multiplica-la. Saha et al.
2019, realizaram experimento objetivando controlar a disseminacdo de sementes de
E. prostrata e demonstraram que mesmo em solos nédo férteis a semente germina e a
planta cresce atingindo seu estado vegetativo, mas néo floresce e consequentemente

nao produz semente e descendentes.
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Fungos micorrizicos arbusculares (FMA) e ambiente salino interferem na
producdo de metabolitos secundarios e no desenvolvimento de plantas. Estudo
realizado com plantas de E. prostrata que interagiram com uma mistura de espécies
de micorrizas apresentaram incremento na massa seca da parte aérea e houve
melhora no desenvolvimento de plantas que foram submetidas a condicdo de
salinidade do solo. Nesse trabalho embora os autores tenham avaliado as principais
substancias ativas presentes na planta como acido cafeico, acido 4-O-cafeoilquinico,
acido 5-O-cafeoilquinico, acido 3,4-O-dicafeoilquinico, acido 3,5-dicafeoilquinico,
acido 4,5-dicafeoilquinico, &acido férrico, acido feruloilquinico, luteolina, luteolina-
glucosideo, luteolina-7-O-glucosideo, demetilwedelolactona, wedelolactona e
guercetina-3-arabinosideo, apenas esta Ultima substancia foi efetivamente aumentada

com a associagao de micorrizas (DUC et al., 2021).



20

3 HIPOTESE

A obtencao de clone elite micropropagado, rico em coumestanos, torna viavel
o cultivo em larga escala da espécie para a producdo de fitoterapicos e as células em
suspensao obtidas de raizes de E. prostrata sdo fonte promissora de compostos

bioativos.
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4 JUSTIFICATIVA

Eclipta prostrata € uma relevante planta medicinal por apresentar expressiva
atividade farmacolégica. E amplamente prescrita pela medicina tradicional e utilizada
em programas de fitoterapia no Brasil. Como ainda ndo ha registro de cultivo dessa
espécie no pais faz-se necessario selecionar genétipos elites e viabilizar o cultivo em
larga escala, o que pode contribuir para a padronizacdo do fitoterapico pela
confirmada presenca dos principios ativos proprios da espécie.

Além disso, metodologia bem estabelecida de cultura de células de E. prostrata
pode viabilizar a producao de substancias bioativas de interesse farmacoldgicos, de
forma continua, pela auséncia de mudancas bruscas de fatores biéticos e abéticos,

proprios do cultivo em campo.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar acessos do horto da Farmécia da Natureza produtores de
wedelolactona e demetilwedelolactona, bem como verificar o acumulo destas
substancias em plantas cultivadas sob diversas condicbes ambientais. Além de
investigar sob condi¢do in vitro o acumulo de coumestanos e de ésteres do &cido

cafeico em planta in vitro e cultura de células em suspenséo.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o teor de coumestanos em individuos mantidos na colecdo do Horto
medicinal da Farmécia da Natureza;

e Introduzir E. prostata in vitro, micropropagar plantas e produzir calos;

e Estabelecer a cultura de células em suspenséao a partir dos calos provenientes
de raiz de E. prostrata;

e Determinar a curva de crescimento e avaliar a producéo de ésteres de acidos
cafeoilquinicos e coumestanos, nessa cultura de células;

e Avaliar o cultivo de E. prostrata em ambiente de casa de vegetacdo, em telado
de sombrite e em campo de cultivo;

e Avaliar a influencia das condicdes edafoclimaticas do cultivo do gendtipo
selecionado em duas localidades Jardinépolis/SP e no Guaruja/SP;

e Analise quimica de ésteres de acidos cafeicos e coumestanos em CLAE e
CLUE-EM-Q/TOF,;

e Identificar por RMN H e 3C as substancias isoladas dos calos de E. prostrata.



6 MATERIAL E METODOS

6.1 ESTRATEGIA DE TRABALHO

Figura 1 — Fluxograma de etapas realizadas durante a execucéo do trabalho.
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6.2 MATERIAL VEGETAL

A espécie Eclipta prostata utilizada em todos os experimentos aqui descritos
foi identificada pelo Dr. Aristonio Magalhdes Teles do Departamento de Botanica, ICB,
UFG. Um voucher da espécie foi depositado no herbario da UNAERP (HPMURP
1032).

A atividade de acesso ao Patrim6nio Genético foi cadastrada no SisGen (n° do
cadastro AC47B22).

6.3 AVALIACAO DO TEOR DE COUMESTANOS EM INDIVIDUOS MANTIDOS NA
COLECAO DO HORTO MEDICINAL DA FARMACIA DA NATUREZA

Partes aéreas de dez individuos (Epl, Ep2...Epl10) foram selecionados na
colecéo do horto medicinal da Farméacia da Natureza, em seguida foram secos em
estufa de secagem com circulacdo de ar (Marconi MAO35/5/10P) por 2 dias a
temperatura de 45°C. Apos esse periodo todo material foi moido separamente em
moinho de faca (Marconi MA0O48) até a granulometria de 40 mesh. O material foi

armazenado em freezer e posteriormente analisado por CLAE.

6.4 CULTIVO DE PLANTAS PROPAGADAS EM VIVEIRO E NO CAMPO

Posteriormente, foi realizado outro experimento com plantas propagadas a
partir de sementes advindas dos dez gendtipos da colecdo de plantas medicinais da
Farmacia da Natureza. As sementes foram colocadas em substrato Carolina® em
bandejas de 98 pocos e apds 30 dias da germinacdo as plantas foram transferidas
para saco plastico contendo solo, areia e esterco na proporcédo 3:2:1 e mantidos na
casa de vegetacdo por 15 dias, ap0s esse periodo as mudas foram plantadas no
campo com espacamento de 25 x 25 cm e irrigadas diariamente. A parte aérea foi
colhida 90 dias ap6s o plantio. O material foi seco em estufa com circulacdo de ar
circulante a 45 °C por 2 dias e analisado quanto ao peso seco e teor de coumestanos.

A preparacéo dos extratos foi realizada em triplicata com 200 mg de cada

amostra. Ao material vegetal seco e pulverizado foram adicionados 5 mL de
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etanol:agua (8:2), com permanéncia de 30 minutos no ultrassom (Eco-Sonics Q
3.0/25). Posteriormente o material foi filtrado e o solvente seco com ventilagao forgada.
Os extratos secos foram acondicionados em freezer até a analise em CLAE.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado. Os
resultados foram submetidos & ANOVA através do programa SISVAR V.5.1
(FERREIRA, 2005), sendo as médias dos tratamentos comparados pelo teste de
Scott-Knott a 5 % de significancia (SCOTT-KNOTT, 1974).

6.5 INTRODUCAO DE SEMENTES DE Eclipta prostrata IN VITRO E SELECAO DE
INDIVIDUO ELITE

As sementes do gendtipo Ep5 foram coletadas e armazenadas em um envelope
de papel de filtro, o qual foi acondicionado em frascos contendo solucéo de Cercobin
a 2% (p/v) por 24 horas em mesa agitadora, posteriormente foi transferido para
solucéo de hipoclorito de sédio a 1% por 20 minutos, ap0s esse processo todo o
hipoclorito foi esgotado e adicionado o alcool 70% por 1 minuto em seguida o material
foi lavado 3 vezes com agua destilada e autoclavada. A inoculacédo foi realizada em
meio de cultura Wood Plant (WP) (McCOWN; LLOYD, 1981) contendo 20 g/L de
sacarose e 2,5 g/L de Gellex em frasco de 7 cm de comprimento da parte aérea por 5
cm de didmetro. Foram inoculadas 100 sementes, distribuidas em 10 frascos
contendo 10 sementes cada. Apos 20 dias as sementes comecaram a germinar.

As plantas in vitro foram individualizadas e transferidas para frascos tipo cubeta
(8 cm de comprimento da parte aérea por 2,5 cm de didmetro) contendo meio WP
semissoélido suplementado com 20 g L de sacarose e 2,5 g L de agente gelificante
Gellex®.

Apos 30 dias, uma planta in vitro foi selecionada, por apresentar maior
comprimento da parte aérea e maior numero de folhas, sendo considerada a mais
vigorosa; seus segmentos nodais foram transferidos para cubetas contendo meio de
cultura WP.

Todos os experimentos realizados in vitro foram conduzidos em sala de
crescimento a 25 + 2°C, com 55 - 60% de umidade relativa, além do controle de

fotoperiodo; 16 h de luz e 8 h em auséncia de luz.
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O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado. Os
resultados foram submetidos & ANOVA atravées do programa SISVAR V.5.1
(FERREIRA, 2005), sendo as médias dos tratamentos comparados pelo teste de
Scott-Knott a 5 % de significancia (SCOTT-KNOTT, 1974).

6.6 PLANTAS IN VITRO DE Eclipta prostrata CULTIVADAS EM MEIO BASAL WP E
MS

Segmentos nodais de gendtipo elite micropropagado em WP, foram
introduzidos em meios de cultura basal MS e WP semissélidos suplementados com
20 g L' de sacarose e 2,5 g L' de agente gelificante Gellex®.

Os frascos utilizados nesse experimento foram do tipo cubeta. As plantas
permaneceram nesses meios por 60 dias e posteriormente foram medidos a
comprimento da parte aérea da planta e o comprimento da raiz. Apés secagem em
estufa como descrito no item 6.3 foram registrados peso seco da parte aérea e da raiz,
os extratos foram preparados e os teores de wedelolactona e demetilwedelolactona
foram quantificados em CLAE.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado. Os
resultados foram submetidos a ANOVA através do programa SISVAR V.5.1
(FERREIRA, 2005), sendo as médias dos tratamentos comparados pelo teste de
Scott-Knott a 5 % de significancia (SCOTT-KNOTT, 1974).

6.7 MULTIPLICACAO DE PLANTA DE Eclipta prostrata IN VITRO

O individuo selecionado foi repicado a cada 30 dias até a obtencdo de 800
plantas in vitro as quais foram utilizadas nos experimentos de campo e na producéao

de calos e cultura de células em suspencéo.
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6.8 ACLIMATIZACAO DE PLANTAS DE Eclipta prostrata IN VITRO

As plantas in vitro mantidas por 60 dias consecutivos em meio de cultura WP
com sistema radicular desenvolvido foram transferidas para copo plastico de 150 mL,
contendo 70 g de substrato comercial Carolina® e aclimatadas em casa de vegetacéo
aclimatizada com temperatura de 27°C, umidade de 70% e irrigagdo por micro
aspersao realizada 3 vezes ao dia por 5 minutos. As plantas permaneceram neste
ambiente por 45 dias.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado. Os
resultados foram submetidos & ANOVA através do programa SISVAR V.5.1
(FERREIRA, 2005), sendo as médias dos tratamentos comparados pelo teste de
Scott-Knott a 5 % de significancia (SCOTT-KNOTT, 1974).

6.9 CULTURA DE CALOS E CELULAS EM SUSPENSAO

As raizes foram segmentadas de plantas desenvolvidas em meio basal WP
semi-solido e transferidas para o mesmo meio (WP), desta vez suplementado com 1
mg L' de BAP e 0,5 mg L* de &cido naftaleno acético (ANA), 20 g/L de sacarose e
pH 6,0. Apds 60 dias consecutivos no referido meio houve a formacéo de calos, que
foram subcultivados de 30 em 30 dias, por seis meses, e ap0s a obtencdo de calos

friaveis, foi realizada a cultura em suspensédo no mesmo meio, sem adicdo de Gellex®.

6.10 ISOLAMENTO E PURIFICACAO DE COMPOSTOS OBTIDOS DE CALOS DE

Eclipta prostrata

Trezentos e dezenove gramas de calos de Eclipta foram secos em liofilizador e
extraidos com 900 mL de etanol:agua (8:2), por maceracdo em ultrassom por 45
minutos. A extracédo foi realizada 3 vezes com o referido solvente, o extrato foi filtrado,
rotaevaporado e liofilizado. Nove gramas do extrato foi aplicado em uma coluna C-18,
6 cm de comprimento da parte aérea e 3 cm de diametro, ativada previamente, e a
eluicao foi feita inicialmente com 100 mL de agua, posteriormente foi adicionado na

coluna 100 mL do eluente metanol:dgua (1:1) que ap6s rotaevaporado e liofilizado
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resultou na Fragcdo 2; por fim a coluna foi eluida com, 100 mL de, metanol e apds
rotaevaporacéao do solvente resultou na Fracéo 3.

A fracdo 2 foi diluida em etanol:dgua (80:20) e foi aplicada em uma coluna de
sephadex LH-20, com comprimento da parte aérea 22,0 cm e diametro de 3,0 cm. A
fase movel utilizada foi etanol:dgua (80:20). Foram obtidas duas fracdes a primeira
rica em clorofila e a segunda denominada EC contendo coumestanos e 0s ésteres de
acido cafeico.

6.11 ISOLAMENTO E PURIFICACAO DE COMPOSTOS OBTIDOS DE CALOS DE
Eclipta prostrata

A fracdo EC foi submetida a purificacdo em CLAE preparativo Shimadzu (Kyoto,
Japan), equipamento equipado com LC-20 AP, injetor manual e detector UV-Visivel
SPD-20A com interface CBM-20A, degaseificador DGU-20A5 e coluna Shimadzu
preparativa LC18 ODS(L) (50 x 25 cm x 5 um, 100 A). Fase movel foi gradiente 30%
MeOH a 100% MeOH (0-180 minutos) e gradiente de 100 a 30 entre 180.01 — 185
minutos, mantendo-se isocréatico a 10% MeOH até 210 minutos, com fluxo de 20,0
mL.min"". O volume de injecdo foi de 2 mL da fracdo purificada (2,1 g.mL™); a
deteccéo foi conduzida a 350 nm.

ApOs o isolamento de trés substancias a verificacao de pureza foi realizada em
CLAE analitico, em aparelho Shimadzu (Kyoto, Japan), equipamento equipado com
LC-20 AT, auto injetor SIL- 20A e detector de arranjo de fotodiodo SPD-M 20A com
interface CBM-20A, degaseificador DGU- 20A 3 e coluna Phenomenex Luna C18 (250
mm x 4.6 mm x 5 ym, 100 A). Fase mével (Metanol:agua) modo gradiente 10% a 66%
MeOH (0 a 32 minutos) e gradiente de 66 a 10 entre 32.01 — 35 minutos, mantendo-
se isocratico a 10% MeOH até 45 minutos, com fluxo de 1,0 mL.min~'. O volume de
injecdo das amostras foi de 20 L e a deteccéo foi realizada a 350 nm.

As substéancias, inicialmente denominadas A, B e C foram submetidas a

identificacdo utilizando-se métodos espectroscopicos.
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6.12 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DAS ESTRUTURAS ISOLADAS DA
CULTURA DE CELULAS EM SUSPENSAO

A identificacdo das substancias isoladas foram realizadas por analises dos
espectros de RMN de 'H e '3C e comparacdo com dados de literatura utilizando
CHsOD como solvente. Os espectros foram obtidos em um espectrometro Bruker DPX
500 operando a 500 MHz na frequéncia do *H e a 125 MHz na frequéncia do 3C,
localizado no Departamento de Quimica da FFCLRP-USP.

6.13 ESTABELECIMENTO DE CURVA DE CRESCIMENTO DE CELULAS EM
SUSPENSAO DE Eclipta prostrata

Para o estabelecimento da curva de crescimento das células em suspenséao
foram pesados 0,3 + 0,01 g de células e inoculadas em erlenmeyers de 250 mL
contendo 100 mL de meio WP liquido com 20 g L de sacarose, suplementado com 1
mg L de BAP e 0,5 mg L' de ANA. O pH foi ajustado para 6,00 + 0,05 e os
erlenmeyers foram mantidos em agitador orbital a 90 rpm em sala de crescimento de
25 + 2°C em condicdo de fotoperiodo, com luminosidade de 70 mmol m=2 s,

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com trés repeticdes
em triplicata, totalizando 9 frascos por ponto de coleta.

A coleta do material foi realizada a partir do dia inicial de cultivo (tempo zero)
até o sexagésimo dia. Com intervalo de cinco dias, entre cada ponto de coleta, as
células foram retiradas do meio de cultura, pesadas e secas em estufa de ar circulante
por 48 horas a 45°C.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado. Os
resultados foram submetidos a ANOVA através do programa SISVAR V.5.1
(FERREIRA, 2005), sendo as médias dos tratamentos comparados pelo teste de
Scott-Knott a 5 % de significancia (SCOTT-KNOTT, 1974).
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6.14 PREPARACAO DE EXTRATOS E QUANTIFICACAO DOS METABOLITOS DE
INTERESSE EM CLAE

As amostras secas foram pesadas separadamente (100 mg), submetidas a
extracdo com 2 mL de metanol e mantidas em ultrassom por 30 minutos. Apés filtracéo
foram analisadas em CLAE.

As analises foram realizadas em Cromatografo Liquido de Alta
Eficiéncia analitico LC-10ADVP (Shimadzu, Japao) acoplado a uma coluna Luna
C18(2) (250 mm x 4,6 mm, 5 y Phenomenex) e detector de arranjo diiodo SPD-
M10A. Como fase movel foi utilizado em agua + &cido acético 0,1% (A) e metanol (B),
utilizando o seguinte sistema de solventes: de 10-66% B (0 até 32 minutos); de 66-
10% B (32 até 35 minutos); 10% B (35 até 40 minutos); com vazdo de 1 mL.mint. As
analises foram realizadas em triplicata e o volume de inje¢&o foi 20 pL, o comprimento
de onda utilizado foi 350 nm para ambos 0s coumestanos.

Para a quantificacdo dos metabdlitos, wedelolactona, demetilwedelolactona e
dos ésteres do acido cafeico, foram utilizados os padrdes isolados e caracterizados
nesse trabalho, solubilizados em metanol e analisados por CLAE analitico. Foram
realizadas curvas de quantificacdo dos coumestanos wedelolactona e
demetilwedelolactona e dos ésteres, acido 5-O-cafeoilquinico e acido 3,5-dicafeoil-
epi-quinico nas concentracdes de 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62; 7,81; 3,91 e 1,95;
ug mL?, o experimento foi realizado em triplicata. A curva de calibragédo resultante,
bem como, os limites de quantificacédo e de detec¢cao para cada um desses compostos
encontra-se descrito nos APENDICES B, C,D e E.

6.15 CULTIVO DE PLANTAS MICROPROPAGADAS EM ESTUFA E NO CAMPO

Plantas micropropagadas aclimatizadas em fevereiro de 2020, conforme
descrito no item 6.8, foram mantidas em potes com substrato Carolina® 30 dias até
atingir comprimento da parte aérea entre 30 e 45 cm. Nesse experimento foi utilizado
guatro plantas com trés repeticdes totalizando 12 plantas por tratamento. Decorrido o
periodo experimental, essas plantas in vitro foram avaliadas quanto a comprimento da
parte aérea, em seguida foram secas como descrito no item 6.3 e pesadas as partes

aéreas e raizes, separadamente (Figura 2).
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Figura 2 - Planta in vitro retirada do meio de cultura e lavada em agua corrente (A e B), planta in vitro
transferida para copo plastico com substrato (C), planta in vitro na casa de vegetacgéo (D), planta in vitro
com 30 e 45 cm crescidas na casa de vegetacgéo (E) e plantio no campo (F).
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O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado. Os

resultados foram submetidos & ANOVA através do programa SISVAR V.5.1
(FERREIRA, 2005), sendo as médias dos tratamentos comparados pelo teste de
Scott-Knott a 5 % de significancia (SCOTT-KNOTT, 1974).

Posteriormente, foram preparados extratos para quantificacdo dos
coumestanos em CLAE, conforme descrito em item 6.14.

As plantas mantidas na casa de vegetacéao climatizada, com umidade de 67 £
3% e temperatura controlada de 27 = 3°C, por 45 dias, com 45 cm de comprimento da
parte aérea, foram transferidas para area de cultivo, em marco de 2020, no horto
medicinal da Farmacia da Natureza em Jardinopolis. Foram abertas covas de 20 cm
de largura e 20 de profundidade e as mudas foram plantadas em espacamento 30 X
30 cm, a irrigacéo foi realizada diariamente, por aspersor ligado automaticamente as
10:00 e 16:00 horas. Foram plantadas trés linhas com 30 plantas cada. As plantas
foram colhidas 30 dias apdés o plantio, foram avaliadas quanto a comprimento da parte
aérea, secas como descrito no item 6.3. e pesadas as partes aéreas e raizes,
separadamente. Os extratos foram preparados para a quantificacdo dos coumestanos
em CLAE.

6.16 CULTIVO DO CLONE Ep5 DE Eclipta prostrata NOS MUNICIPIOS DO
GUARUJA E JARDINOPOLIS

As plantas utilizadas nesse experimento foram micropropagadas,
aclimatizadas como descrito no item 6.15. ApOs aclimatizacdo as mudas foram
transplantadas para vasos de 1L contendo solo, esterco e areia, na propor¢do de
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3:2:1. Apos 15 dias as plantas foram alocadas no solo de dois municipios: Guaruja e
Jardinopolis (SP), cuja analises de macro e micronutrientes encontra-se nos ANEXOS
11 e 12, respectivamente.

O experimento foi realizado entre os meses de fevereiro e margo de 2021. Em
ambos os locais as plantas foram mantidas em ambiente com sombrite 20% de
sombra e foram irrigadas uma vez ao dia. Foram utilizadas quatro plantas e quatro
repeticdes totalizando 16 plantas por tratamento.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado. Os
resultados foram submetidos & ANOVA através do programa SISVAR V.5.1
(FERREIRA, 2005), sendo as médias dos tratamentos comparados pelo teste de
Scott-Knott a 5 % de significancia (SCOTT-KNOTT, 1974).

As plantas foram mantidas por trés meses nesses ambientes e posteriormente
avaliadas quanto a comprimento da parte aérea da planta e peso fresco, em seguida
foram secas como descrito no item 6.3. Foram registrados 0s pesos secos e apos
preparacdo dos extratos foram determinados os teores de wedelolactona e
demetilwedelolactona.

Os dados meteoroldgicos de Jardindpolis foram coletados no site Agritempo
(https://www.agritempo.gov.br) e os do Guaruja na estagcdo meteorologia de Sé&o
Vicente. Os dados de geoposicionamento (GPS) séo: 21°04°12.50”S, 47°44°08.00"0
e 552 m de altitude para o cultivo em Jardindpolis e 23°58’37.43”S, 46°13’15.37’0 e

altitude de 9 m no Guaruja.

6.17 ANALISE QUIMICA DO EXTRATO HIDROETANOLICO DE Eclipta prostrata
CULTIVADA EM JARDINOPOLIS E GUARUJA EM CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ULTRA ALTA EFICIENCIA (CLUE-EM-Q/TOF)

A andlise dos extratos obtidos foi realizada por CLUE-EM-Q/TOF usando um
sistema de cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia (Nexera X2, Shimadzu-Kyoto,
HO, Japéo) acoplado a um espectrometro de massa TripleTOF5600+ (Sciex-Foster,
CA, EUA) equipado com um spray de ions Turbo-V. A separacdo dos compostos foi
realizada usando uma coluna Acquity XSelect HSS T3 (2,1 x 150 mm, 2,5 um ID,
Waters), fase mével composta por agua com 0,1% (v/v) de acido formico (Fase movel

A) e acetonitrila (ACN) (Fase movel B), e o seguinte programa de gradiente: 0,0 min,


https://www.agritempo.gov.br/
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10% de B; 1-21 min, 90% de B; 21-25 min, 90% de B; 25,1-33,0 min, 10% de B. A
taxa de fluxo foi ajustada em 300 pL.min"!, a temperatura da coluna em 40°C e o
amostrador automético em 4°C. Cinco microlitros da amostra (n=3) foram injetados
para cada andlise no modo de ionizagdo por eletropulverizagdo negativa (ESI). As
condicOes de operacao do MS foram as seguintes: voltagem capilar ajustada em 4500
V no modo de ions negativos; pressdo do nebulizador a 55 psi; pressdo do gas de
secagem a 50 psi; a temperatura do gas a 550°C; gas de cortina a 35 (unidades
arbitrarias); e potencial de desagrupamento a 80 V. Os métodos de espectrometria de
massa de tempo de voo (TOF MS) e aquisicao dependente de informacéo (IDA) foram
usados simultaneamente para registrar os espectros de MS e MS/MS. Este método
compreende um experimento de levantamento TOF MS com uma faixa de massa de
m/z 50 a 1200 e, em paralelo, espectros de ions de produto (PI) para os oito ions mais
intensos coletados de m/z 50 a 1200. A energia de coliséo foi definida a 35 V com
uma propagacao de energia de coliséo (CE) de + 20 V. Portanto, fragmentos de baixa
e alta energia foram registrados em um unico espectro. Os espectros Pl foram obtidos
usando o modo de alta sensibilidade e subtracdo dinamica de fundo. A calibracdo em
massa do instrumento foi realizada usando um sistema automatizado de entrega de
calibracdo (CDS) a cada cinco inje¢des, usando uma solucéo de calibragcédo negativa
(AB SCIEX, Concord, ON, Canada). Antes das injecdes em CLUE-EM-Q/TOF, as
amostras foram diluidas dez vezes com metanol grau HPLC e filtradas através de um
filtro de Nylon de 0,22 um. As analises foram realizadas pela Dra. Tanize Acunha no
Departamento de Analises Clinicas, Toxicolégicas e Bromatolégicas dentro da
plataforma da FCFRP-USP (CEQIL).

Para o processamento de dados, os dados brutos adquiridos a partir das
analises por CLUE-EM-Q/TOF foram convertidos para o formato ABF usando o
conversor ABF. Entdo, MS DIAL (v. 4.7) foi usado para deteccdo de pico,
deconvolucdo e alinhamento. A matriz de dados resultante foi submetida ao
MetaboAnalyst 4.0 e submetida a normalizacdo, transformacédo logaritmica e
centralizacdo média. Em seguida, foi realizada analise estatistica univariada por teste
t (correcéo FDR; p <0,05) e analise de mapa de calor. A identificacdo da estrutura do
metabolito foi obtida usando a correspondéncia de dados MS-FINDER e “MSMS-
Public-Neg-VS11.msp”.
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6.18 ISOLAMENTO E PURIFICACAO DE COMPOSTOS OBTIDOS DA PARTE
AEREA DA PLANTA Eclipta prostrata

Para o isolamento de coumestamos foi utilizado 4,14 kg de parte aérea da
planta a qual foi submetida a maceracao estatica por 5 dias com 12 L de etanol:adgua
(8:2). Apés este periodo o material foi filtrado e o solvente rotaevaporado até a retirada
completa do etanol. Quinze gramas, do extrato resultante (770 g), foram aplicados a
uma coluna de sephadex LH-20 com diametro de 3,5 cm e 22 cm de comprimento da
parte aérea e fracionado com 600 mL de etanol:agua (8:2), fase mdvel. Na Tabela 1

estdo demonstrados os volumes das fragdes coletadas.

Tabela 1 - FracOes coletadas a partir da eluicdo de extrato em coluna de sephadex LH-20

Fracdes coletadas | Volume
PA.1 100 mL

PA.2 30 mL

PA.3 100 mL

PA.4 100 mL

PA.5 200 mL
Volume morto 70 mL

Todas a fracdes foram analisadas em CLAE tendo como padrdo referéncia de
injecdo o coumestano wedelolactona. A fragdo PA.4, por conter coumestanos, foi
roevaporada até ficar com massa seca. Esta fracdo concentrada, foi submetida a nova
coluna de sephadex LH-20 com diametro de 3,5 cm e 22 cm de comprimento da parte
aérea e fracionado com 60 mL de etanol:agua (8:2), fase movel. Na Tabela 2 estdo

demonstrados os volumes coletados em cada fracéo.

Tabela 2 - Fragfes coletadas a partir da eluicdo de extrato em coluna de sephadex LH-20.

Fracéo recolhida | Volume
PA.4.0 10 mL
PA.4.1 10 mL
PA.4.2 10 mL
PA.4.3 10 mL

Volume morto 20 mL

A fracdo PA4.3, rica em coumestanos, foi purificada em CLAE preparativo
Shimadzu (Kyoto, Japan), equipamento equipado com LC-20 AP, injetor manual e
detector UV-Visivel SPD-20A com interface CBM-20A, degaseificador DGU- 20A 5 e
coluna Shimadzu preparativa LC18 ODS(L) (50 x 25 cm x 5 pm, 100 A). Fase mével
foi gradiente 5% MeOH a 20% MeOH (0-40 minutos), isocratico 20% (10min),
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gradiente 20% MeOH a 50% (10.01 a 55min), isocratico 50% (55.01 a 65.0min),
gradiente 50% MeOH a 80% (65.01 a 70min), isocratico 80% (70.01 a 80.0min),
gradiente 80% a 100% (80.01 a 85 min), isocratico 100% (85.01 a 90 min) e gradiente
de 100% a 5% (90.01 a 95 min), mantendo-se isocratico a 5% MeOH até 100 minutos,
com fluxo de 10,0 mL.min~". O volume de injec&o foi de 2 mL e comprimento de onda

foi de 350 nm. As substancias isoladas identificadas por métodos espectroscopicos.
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7 RESULTADOS E DISCUSAO

7.1 AVALIACAO DO TEOR DE COUMESTANOS EM INDIVIDUOS MANTIDOS NA
COLECAO DO HORTO MEDICINAL DA FARMACIA DA NATUREZA

A quantificagdo de coumestanos nos dez genotipos do Horto da Farmécia da
Natureza mostrou que todos os individuos apresentaram wedelolactona e trés néo
acumularam demetilwedololactona em niveis quantificaveis, mostrando que entre
esses gendtipos ha uma consideravel diferenca no teor dessas substancias (Tabela
3). Dois gendtipos se destacaram o Ep4 por apresentar o maior teor de wedelolactona
e médio teor de demetilwedelolactona e o Ep5 por mostrar a menor relacdo entre os
cumestamos (9:1). O genotipo Ep5 foi o escolhido para a retirada de semente por
apresentar essa relacdo considerando que no trabalho realizado por Wang e
colaboradores, na China, com E. prostrata mostrou que a relacdo de 2:1 entre
wedelolactona e demetilwedelolactona foi considerada a mais adequada para conferir
atividade farmacoldgica a espécie, a qual € utilizada em varios medicamentos da
Medicina Tradicional Chinesa (WANG et al., 2020).

Tabela 3 - Teor de wedelolactona e demetilwedololactona de genétipos mantidos na colecéo do Horto
medicinal da Farmécia da Natureza.

Genotipos Wedelolactona Demetilwedelactona Relagéo entre
(mg g de PS) (mg g* de PS) Wedelolactona/
Demetilwedelactona
Epl 1,40j 0,10d 14:1
Ep2 3,40c 0,20b 17:1
Ep3 3,10d 0,20b 15:1
Ep4d 3,90a 0,14c 28:1
Ep5 2,80e 0,30a 9:1
Ep6 3,60b 0,17c 21:1
Ep7 2,60f 0,00e -
Ep8 1,70i 0,00e -
Ep9 1,90h 0,00e -
Epl0 2,209 0,10d 22:1
CV (%) 0,91 17,43

As médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Scott-Knott a 5 % de probabilidade.
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7.2 PLANTAS PROPAGADAS POR SEMENTES CULTIVADAS NO CAMPO DO
HORTO MEDICINAL DA FARMACIA DA NATUREZA

Plantas cultivadas por 90 dias no campo produziram 30,1 £+ 2,7 g de parte aérea
seca por planta e teor de wedelolactona foi de 3,00 mg g*! de PS e de
demetilwedelolactona foi de 1,10 mg g* de PS. A relacdo entre o teor dos dois
coumestanos foi de 3:1, que esta proxima da relacdo considerada adequada para
obtencéo de fitoterdpico de Eclipta que € 2:1, proposta por Wang et al. (2020). Nesse
experimento a produtividade foi de 3,4 Ton/ha, mais de cinco vezes superior ao obtido
no experimento colhido com 30 dias de cultivo, mostrando que a planta necessita
mesmo permanecer no campo por N0 Minimo trés meses.

Eclipta prostrata é extensivamente plantada na india, em especial no sul do
pais no estado de Karnataka, onde a produtividade varia de 3 a 8 Ton/ha dependendo
da época do ano (BINDU; ROHINI, 2020).

7.3 INTRODUCAO DE SEMENTES DE Eclipta prostrata IN VITRO, MULTIPLICACAO
DE PLANTAS IN VITRO E ACLIMATIZACAO

O processo de assepsia das sementes foi eficiente. Das cem sementes
inoculadas, 54 germinaram e 100 % das sementes permaneceram isentas de
contaminagao.

Das plantas in vitro individualizadas em cubeta, selecionou-se os 20 individuos
mais altos para manutencédo e monitoramento em sala de crescimento (Figura 3).

Apods 30 dias de cultivo, o clone elite foi definido por apresentar comprimento
da parte aérea de 8 cm, 15 folhas e 7 segmentos nodais, sendo o individuo mais

vigoroso dentre os vinte selecionados anteriormente.
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Figura 3 - Estabelecimento de acessos de Eclipta prostrata in vitro. Sementes submetidas a assepsia
(A), germinacdo de semente introduzida (B) e estabelecimento de plantas in vitro (C).
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7.4 PLANTAS IN VITRO DE Eclipta prostrata CULTIVADAS EM MEIO BASAL WP E
MS

A grande maioria dos trabalhos com cultura de células de E. prostrata descritos
na literatura foram realizados com explantes folha ou caule, em meio de cultura MS
(RAY; BHATTACHARYA, 2008; KHURSHID et al., 2018; SALMA et al., 2018;
KHURSHID et al., 2020). Em razdo disso, foi estruturado um experimento que
comparou o efeito do meio de cultura MS e WP no desenvolvimento de plantas in
vitroe teor de coumestanos e foi demonstrado que o WP promoveu maior acumulo de
massa seca das raizes e maior teor de demetilwedelolactona (Tabelas 4 e 5), a qual
€ a substancia predominante nas raizes cultivadas ex vitro. Em funcao desse resultado

optou-se por estabelecer a cultura de células, a partir das raizes, em meio WP.

Tabela 4 - Efeito dos meios de cultura MS e WP no comprimento da parte aérea da planta in vitro,
comprimento da raiz, peso seco da parte aérea e raiz de plantas cultivadas in vitro de Eclipta prostata.

Meio de Comprimento Comprimento Peso seco Peso seco
cultura da parte aérea Raiz* (cm) Parte aérea (mg) Raiz (g)
da plantain
vitro(cm)
WP 522a 6,00 a 10,10 a 3,30 a
MS 5,62 a 3,25a 9,31la 0,27 b
CV(%) 19,15 33,54 26,92 55,76

As médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Scott-Knott a 5 % de probabilidade.
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Tabela 5 - Efeito do meio MS e WP no teor de wedelolactona e demetilwedelolactona na parte aérea e
raiz de plantas in vitro de Eclipta prostata.

Meio de cultura / material in vitro Wedelolactona Demetilwedelolactona
mg g* de PS mg g* de PS
MS / Parte aérea 1,52 a 0,00 b
WP / Parte aérea 0,92a 0,73 a
CV (%) 1,71 0,84
MS / Raiz 0,27 a 0,33b
WP / Raiz 0,00 b 0,58 a
CV (%) 5,24 7,32

As médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Scott-Knott a 5 % de probabilidade.

7.5 CULTURA DE CALOS E CELULAS EM SUSPENSAO

Apo6s 60 dias de cultivo em meio WP semissélido suplementado com 1 mg L+
de BAP e 0,5 mg L de ANA, das raizes segmentadas do clone Ep5, houve a formagéo
de calos, que foram subcultivados de 30 em 30 dias, por seis meses, e apos a
obtencéo de calos friaveis, foi realizada a cultura em suspensao no mesmo meio, sem
adicdo de Gellex® (Figura 4).

Figura 4 - Planta de E. prostrata cultivadas in vitro (A), raizes gerando calos (B) calos formados (C) e
cultura de células em suspensao (D).
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7.6 ISOLAMENTO E PURIFICACAO DE COMPOSTOS OBTIDOS DE CALOS DE
Eclipta prostrata EM SUSPENSAO

Do extrato proveniente dos 319 g dos calos de Eclipta prostrata obteve-se massa
de 9,00 g. A purificacdo realizada resultou em trés fracdes, de massas 5,14 g, 2,13 g
e 0,16 g, para as fracdes 1, 2 e 3, respectivamente.
A purificacdo da fracdo 2 de massa 2,13 g gerou duas fragdes a primeira rica
em clorofila e a segunda denominada EC contendo coumestanos e 0s ésteres de
acido cafeoilquinico (EC = 2,00q9).
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A fracdo EC purificada em CLAE preparativo, gerou compostos purificados com
massas de 10, 19 e 8 mg, que foram inicialmente identificados como A, B e C; e
posteriormente identificados como: wedelolactona, 3,5-dicafeoil-epiquinico e 5-O-

cafeoilquinico, respectivamente.

7.7 CULTURA DE CALOS E CELULAS EM SUSPENSAO

As analises em CLAE das células em suspensao de E. prostrata, cultivadas por
60 dias in vitro, evidenciaram que as mesmas produziram concentragdes variadas de
demetilwedelolactona e dos &cidos 5-O-cafeoilquinico e &cido 3,5-dicafeoil-epi-

quinico sendo esse ultimo a substancia majoritaria (Figura 5).
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Figura 5 — Cromatograma das solu¢des quimicas de referéncia wedelolactona (A), acido 3,5-dicafeoil-
epi-quinico (B), &cido 5-O-cafeoilquinico (C) e perfil cromatogréfico de extrato obtido de células em
suspenséo, fracdo denominada EC cultivadas por 45 dias (D), em A = 350 nm.
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As células em suspenséao produziram como substancia majoritaria o acido 3,5-

dicafeoil-epi-quinico, relatado pela primeira vez em cultura de tecido de E. prostrata,

seguida da producéo de acido 5-O-cafeoilquinico e de demetilwedelolactona, sendo

estas substancias, apresentadas na Figura 5 e sido confirmadas por RMN (Figura 6).



42

Figura 6 - Substancias isoladas de calos e células em suspenséo de Eclipta prostrata e identificadas
por métodos espectroscopicos.

Acido 5-O-cafeoilquinico Acido 3,5-dicafeoil-epi-quinico

Demetilwedelolactona

7.8 CURVA DE CRESCIMENTO DE CELULAS EM SUSPENSAO

A curva de crescimento mostrou que a producao de biomassa que comecgou
com 0,05 g de peso seco e aumentou em mais de 11,2 vezes com 25 dias (0,56 g) de
cultura e atingiu o maior acumulo aos 35 dias (2,91 g), 0 que representou aumento de
58,2 vezes em relacdo a massa de inoculo inicial empregada. Apos o trigésimo quinto
dia ocorreu um declinio e entre os dias 40 e 55 nota-se uma estabilidade no
crescimento e em 60 dias, ocorreu o declinio na curva de crescimento (Figura 7).

A producédo de demetilwedelolactona pelas células de E. prostrata no tempo
zero do estabelecimento da cultura foi de 1,39 mg g'de PS e o teor foi aumentando
com o tempo alcancando o maximo de producéo aos 55 dias (4,60 mg g*de PS; 3,3
vezes superior ao teor inicial).

A producdo do 5-O-cafeoilquinico comecou com 1,46 mg g'de PS e atingiu o
maior teor no trigésimo quinto dia (8,15 mg g* de PS; 5,6 vezes superior ao teor
inicial), sendo esse tempo 0 mesmo em que houve maior massa de peso seco das
células.

O teor do acido 3,5-dicafeoil-epi-quinico no primeiro dia de cultura foi de 5,75
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mg g'de PS, apresentou aumento no teor aos 10 dias de cultura (35,30 mg g'de PS;
6,1 vezes superior ao teor inicial), com pico maximo aos 45 dias (82,41 mg g*de PS;
14,3 vezes superior ao teor inicial), houve reducéo no 50° dia (37,23 mg g de PS),
voltou a aumentar no 55° dia (71,77 mg g*de PS), e finalmente reduziu aos 60 dias
(0,91 mg g de PS) de cultivo (Figura 7).

Figura 7 - Biomassa seca de células em suspenséao de E. prostrata cultivadas por 60 dias e teor de
acido 5-O-cafeilquinico, demetilwedelocactona e epimero do &cido 3,5-dicafeoil-epi-quinico.
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Recentemente, foi demostrado que raizes de E. prostrata cultivadas in vitro,
transformadas geneticamente por Rhizobium rhizogenes, sob estimulo do &acido
jasménico (JA) produziu expressiva concentracdo de wedelolactona,
demetilwedelolactona e acido 3,5-di-O-cafeoilquinico (3,5-diCQA) (MACIEL et al.,
2021). A capacidade de producdo das células obtidas de raizes quanto ao 3,5-
dicafeoil-epi-quinico (82,41 mg g de PS) foi relevante, quando comparada as raizes
transformadas que acumulam substancia semelhante a exemplo do 3,5-diCQA (44,71
mg g'de PS).

A producéo do acido 3,5-dicafeoil-epi-quinico como substancia majoritaria das
células em suspenséo foi uma descoberta importante, considerando que o 3,5-diCQA
apresenta atividade antiviral contra o HIV (ROBINSON et al., 1996) e 0 SARS-CoV-2
gue causa Covid-19. Além disso, apresenta atividade antienvelhecimento (LI et al.,

2021), antidepressiva (LIM et al., 2020) e anti-inflamatdria por inibicdo do 6xido nitrico
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(ON) em células RAW 264 induzidas usando lipopolissacarideo (LPS), reduz a acéo
da ciclooxigenase-2 (COX2) e do fator de necrose tumoral-a (TNF-a) (HONG et al.,
2015; Ll etal., 2017; EL-ASKARY et al., 2019). Esta substancia também foi encontrada
na prépolis verde que é produzida por abelhas que visitam principalmente a espécie
Baccharis dracunculifolia e foi comprovado que o acido 3,5-dicafeoilquinico tem efeito
anti-hipertensivo (MISHIMA et al., 2005; LIM et al., 2020).

Até o momento, foram descritas para o acido 3,5 dicafeoil-epi-quinico, sete
atividades, avaliadas em células e animais. Sendo essas: Atividade anti-inflamat6ria
avaliada em cultura de células (NAM et al., 2017); atividade analgésica avaliada em
animais (MIJANGOS-RAMOS et al., 2018); atividade inibidora da adipogénese (OH et
al., 2018); avaliada em células, acdo combatente a dermatite atdpica, estudo realizado
em animais (RYU et al., 2018); efeito protetor contra UVB, analisado em células (OH
et al,, 2019; OH et al., 2020); efeito contra a osteoporose, avaliado em células
(KARADEMIZ et al., 2020); inibidor enzimatico da enzima Aldo Keto reductase (LEE
et al., 2009). Por essas evidencias, anteriormente publicadas, apontamos o acido 3,5

dicafeoil-epi-quinico, como molécula promissora para fins farmacolégicos.

7.9 CULTIVO DE PLANTAS MICROPROPAGADAS EM CASA DE VEGETACAO E
NO CAMPO

Plantas micropropagadas, aclimatizadas e mantidas na casa de vegetacao
climatizada até atingirem a comprimento da parte aérea de 45 cm apresentaram
elevado teor de wedelolactona (8,82 mg g* de PS) nas partes aéreas e concentracdo
elevada de demetilwedelolactona (19,00 mg g*de PS) nas raizes, quando comparado
a plantas com 30 cm (Tabela 6). Estudo realizado por Zafar & Sagar (1999) com E.
prostrata cultivada in vitro relatou que plantas micropropagadas ap0s aclimatizacao
nao produziram coumestanos nas raizes e a discrepancia entre esse dado e as
respostas obtidas no presente trabalho podem estar relacionadas aos genoétipos que
evidentemente foram diferentes e também ao método de analise, considerando que a
analise por espectrofotometria € menos sensivel do que a realizada em CLAE.

Os dados apresentados nesse experimento realizado em ambiente climatizado
permitem concluir que o cultivo em ambiente climatizado foi favoravel a producéo de

coumestados em E. prostrata, e que plantas mais desenvolvidas produzem mais
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coumestanos do que plantas jovens, nessas condi¢coes.

Tabela 6 - Efeito de ambiente climatizado no comprimento da parte aérea de planta, peso fresco e seco
de parte aérea e raiz, extrato seco e teor de wedelolactona e demetilwedelolactona.

Comprimento Peso seco Extrato seco | Wedelolactona | Demetilwedelolactona
da parte mg g*'dePS mg g*'dePS
aérea da Parte Raiz Parte Raiz Parte Raiz | Parte aérea Raiz

planta (cm) aérea (9) aérea (9) aérea
(9) (9
45 0,855a 0,432a 0,120a 0,054a 8,82a 0,0a 225a 19,00 a
30 0,168b 0,052b 0,015b 0,001b 2,57b 0,0a 0,22b 0,40 b
CV(%) 37,49 36,77 21,49 30,97 319 0,0 57,44 28,05

As médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Scott-Knott a 5 % de probabilidade. WD= Wedelolactona; DWD= Demetilwedelolactona

Plantas micropropagadas mantidas no campo de cultivo por 30 dias
apresentaram comprimento da parte aérea de 42 + 0,83 cm, peso seco de parte aérea
de 4,22 + 0,62 g, peso seco de raiz de 1,09 + 0,29 g extrato seco de parte aérea 0,48
+ 0,05 g e extrato seco de raiz de 0,11 £ 0,01 g. O teor de wedelolactona na parte
aérea foi de 6,55 mg g*de PS e de demetilwedelolactona foi de 1,80 mg g*de PS e
as raizes produziram apenas demetilwedelolactona na concentracéo de 21,49 mg g*
de PS (Tabela 7).

Tabela 7 - Teor de wedelolactona e demetilwedelolactona em plantas micropropagadas cultivadas no
campo por 30 dias.

Material vegetal Wedelolactona Demetilwedelolactona
mg g* de PS mg g* de os
Parte aérea 6,55a 1,80b
Raiz 0,00b 21,49a
CV (%) 20,08 42,07

As médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Scott-Knott a 5 % de probabilidade.

Com este experimento em campo com planta cultivada por um més foi possivel
calcular que um hectare com 160 mil plantas produz 640 kg de massa seca de parte
aérea de E. prostrata. Também foi calculado a Relacdo Droga Extrato (RDE) que foi
de 8,4:1, ou seja, sdo necessarios 8,4 kg de plantas seca para produzir 1 kg de extrato
hidroetandlico (8:2). A RDE é a relacao entre a quantidade de droga de origem vegetal
empregada na producédo de um extrato e a quantidade final de extrato, expresso em
peso (p/p) ou volume (p/v), essa medida € preconizada pela Farmacopeia Brasileira
62 edicdo (BRASIL, 2019), sendo muito importante quando se pretende produzir

fitoterdpico em escala industrial.
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7.10 CULTIVO DE CLONE Ep5 DE Eclipta prostrata NOS MUNICIPIOS DO
GUARUJA E JARDINOPOLIS

O desenvolvimento em comprimento da parte aérea e massa seca das plantas
gue cresceram em ambiente litorAneo do Guaruja foram inferiores aquelas crescidas
no municipio de Jardindpolis e o teor de wedelolactona e demetilwedelolactona n&o

diferiram nos diferentes ambientes (Tabela 8).

Tabela 8 - Comprimento da parte aérea da planta, pesos de massa seca e fresca e quantificacdo de
wedelolactona e demetilwedelolactona em plantas de Eclipta prostrata cultivadas nos municipios de
Guaruja-SP e Jardinépolis-SP.

Localidade | Comprimento | Massa Massa Wedelolactona Demetilwedelolactona
da parte fresca | seca(g) (mg gtde PS) (mg gtde PS)
aérea (cm) (9)
G 28,75b 6,26a 0,81b 2,86a 0,80a
J 40,75a 9,78a 2,59%a 3,41a 0,91a
CV(%) 17,80 46,26 46,83 57,87 36,72

G=Campus UNAERP Guaruja, J=Jardinépolis. As médias acompanhadas das mesmas letras
mindsculas nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

No més de marco a precipitacdo acumulada no Guaruja foi maior (100 mm) do
gue em Jardindpolis (80 mm) e os valores de temperatura foram maior em Jardinopolis

(24,5 °C) e menor na regiao litoranea (23 °C) (Figura 8).

Figura 8 - Dados de temperatura e precipitacdo acumulada dos municipios de Guaruja e Jardinopolis.
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A figura 9 mostra o agrupamento das substancias e o heatmap resultante dos

dados estatisticos significativos pelo teste t (APENDICE A). A cor de cada quadrado
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da figura 9 representa a intensidade correspondente de cada amostra: o vermelho
representa um aumento em termos de intensidade, enquanto o verde representa uma
diminuicdo. Quanto mais escura a cor significa o grau de aumento ou diminuicéo da
intensidade do metabdlito. Wedelolactona foi 0 composto majoritario detectado nas
amostras de ambas as areas, mas nao foram observadas diferencas estatisticamente
significativas em termos de intensidade pelo teste t (correcdo FDR; p <0,05).

Os flavonoides luteonina, 3-hidroxibiochanina A, quercetina, miricetina,
kaempferol, luteolina-7-glucosideo, 7-O-metil-orobol-4-O-B-D-glucopiranosideo, e
éster do acido cafeico 3,4-O-dicafeoilquinico foram produzidos mais intensamente nas
plantas que cresceram no municipio do Jardinépolis e os triterpenos &cido
echinocistico, &cido echinocistico 28-B-D-glucopiranosideo e as saponinas
eclalbasaponina Il e eclalbasaponina V nas plantas que se desenvolveram no Guaruja
(Figura 9).

Assim, a maioria dos metabdlitos presentes no extrato apresentaram menor
intensidade nas plantas localizadas no Guaruja, enquanto as de Jardinopolis

apresentaram maior intensidade.

Figura 9 - Andlise de heatmap de compostos majoritarios de Eclipta prostrata (por teste t e correcao
FDR com valor p<0,05) identificados por CLUE-EM-Q/TOF. Sendo, EPG-Guaruja e EPJ-Jardindpolis.
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De modo geral as plantas que crescem em ambientes costeiro apresentam

caracteristicas adaptativas especificas para resistirem aos efeitos do calor, da
umidade elevada, salinidade do solo e maresia que € uma névoa formada por goticula

de agua salgada, argila diluida e material organico microscopico. Nessas condi¢des
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pode haver mudancas no teor de metabolitos secundérios como um processo de
reajuste metabdlico em resposta ao ambiente.

O fato de néo ter havido alteragcéo no teor de coumestamos em E. prostrata que
cresceram em ambientes costeiro e ndo costeiro pode estar relacionado ao fato dessa
espécie apresentar grande adaptabilidade a ambos ambientes, considerando que esta
espécie € cosmopolita, sendo encontrada desde os trépicos até nas regides geladas
da Sibéria (PERIC; RILAK, 2017). Além disso, o fato do teor da wedelolactona néo ter
sido alterado pelos dois ambientes avaliados foi uma descoberta muito importante,
pois demostra a estabilidade do marcador para o controle de qualidade do fitoterapico.

Estudo realizado com E. prostrata sob diferente condicdo de solos
artificialmente salinizados mostrou que a espécie apresentou boa adaptabilidade ao
ambiente salino e como algumas plantas se desenvolveram melhor que outras os
autores concluiram que houve diferenciacao ecofisiologica quanto ao estresse salino,
no material vegetal estudado (VARSHNEY; SHARMA, 1979).

Muitos trabalhos tém mostrado alteragcdes significativas no teor de flavonoides
gue atuam como antioxidantes em plantas expostas a condicdo de estresse,
considerando que essas substancias controlam de forma ativa as principais etapas do
crescimento e diferenciacdo celular, atuando como reguladores do desenvolvimento
da planta inteira e 6rgéos individuais (AGATI et al., 2012).

Neste contexto, considerando a incidéncia solar dos municipios do Guaruja e
Jardindpolis, a qual o clone Ep5 de Eclipta prostrata foi exposta em 2021, inferimos
gue, o maior acumulo dos flavonoides nas plantas cultivadas em Jardinopolis pode
estar relacionada a maior incidendia solar que essas plantas receberam quando
comparada as plantas cultivadas no Guaruja, relacionando o maior acumulo desses
metabotitos como uma forma adaptativa de protecéo a luz ultra violeta (Figura 10).

Foi confirmado em estudos realizados com varias espécies de plantas que o
aumento da intensidade da radiacdo solar aumenta a biossintese de flavondides pelo
aumento da expressdo de genes da via geral de fenilpropandide, que codifica
fenilalanina aménia-liase, chalcona sintase, flavanona 3-hidroxilase e dihidroflavonol
4-redutase. Sendo este aumento um mecanismo de protecao que o vegetal apresenta
em relacdo ao estresse causado pela intensa exposicédo ao sol (TATTINI et al., 2000;
JAAKOLA et al., 2004; TATTINI et al., 2005).

Além de flavonoides, os terpenoides também isoprendides atuam no processo

de adaptacéao de plantas a condi¢des climéticas adversas, atuando como mecanismos
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fotoprotetor, podendo aumentar ou diminuir de acordo com os multiplos fatores aos
quais as plantas s&o submetidas (PENUELAS; MUNNE-BOSCH, 2005).

Figura 10 - Incidéncia solar média nas regiées onde estédo situados os municipuos de Guaruja e de
Jardinopolis, no estado de Sao Paulo.
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7.11 ISOLAMENTO E PURIFICACAO DE COMPOSTOS OBTIDOS DA PARTE
AEREA DA PLANTA Eclipta prostrata

O isolamento de coumestamos realizado, a partir de 15,00 g de extrato

hidroetandlico, gerou fracdes com massas descritas na tabela 9.
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Tabela 9 - Fracbes coletadas a partir da eluicdo de extrato hidroetandlico submetido a fracionamento
em coluna de sephadex LH-20

Fracoes coletadas | Massa
PA.1 0,929
PA.2 3,689
PA.3 6,63 g
PA.4 1,53¢g
PA.5 0,209

Volume morto

O monitoramento dessas fracdes foi realizado em CLAE, tendo como padréo
referéncia de injecdo o coumestano wedelolactona, apontou a fragdo PA.4, de massa
de 1,53 g, como a fracdo rica nos coumestanos de interesse. Apds o fracionamento
da fragdo PA.4 Obteve-se novas fragdes de massas relatadas na Tabela 10.

Tabela 10 - Fracdes coletadas a partir da eluicdo de fracdo PA.4 em coluna de sephadex LH-20.

Fracéo recolhida | Massa
PA.4.0 051g¢g
PA4.1 0,249
PA.4.2 0,48¢g
PA.4.3 0,12g

Volume morto

A fracdo PA4.3, rica em coumestanos, foi purificada em CLAE preparativo e as

substancias isoladas identificadas por métodos espectroscopicos.

7.12 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DAS ESTRUTURAS ISOLADAS DA
CULTURA DE CELULAS EM SUSPENSAO DE Eclipta prostrata

A identificacdo do acido 5-O-cafeoilquinico (5-CQA) foi realizada pela analise
dos dados de RMN de H, de *C, HSQC, HMBC e COSY (ANEXOS 1, 2, 3, 4 e 5,
respectivamente); bem como a partir da comparacao desses dados com a literatura.
(LIU et al., 2020).

O espectro de RMN de 'H da amostra (ANEXO 1) apresentou sinais de
hidrogénios aromaticos em &H 7,05 (sl, H2"), 6H 6,78 (d, H5") e 6H 6,95 (dI, HE").
Também foram observados os sinais em 6H 7,56 (d,16.0, H7") e 6H 6,27 (d, 16.0, H8"),
caracteristicos de um sistema olefinico conjugado de configuracéo trans.

No mapa de contorno HMBC (ANEXO 4) foi possivel observar a correlacao do
hidrogénio H8 (6H 6.37) com o carbono C1'(6C 127,7) e C9'(6C 168,8), além da
correlacdo entre o H7"(6H 7,56) e os carbonos C2” (6C 115,2), C67(6C 123,0) e C9'(5C
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168,8). Estas correla¢des confirmam a ligacdo do anel aromatico ao sistema olefinico
conjugado.

A numeracao das posicdes da unidade de &cido quinico nos derivados de
acidos clorogénicos foi estabelecida de acordo com a recomendagédo da IUPAC, em
qgue o carbono C1 do acido quinico € aguele que apresenta um grupamento hidroxila
na posicao axial e um grupamento carboxila em equatorial, enquanto que o carbono
C3 é aquele que possui hidroxila na posicéao axial (IUPAC, 1976) (Tabela 11).

De acordo com Wei et al. (2010), a diferenciacéo entre os isdbmeros dos acidos
cafeoilquinicos pode ser feita com base nos valores de deslocamento quimico (8) dos
carbonos C3, C4 e C5 do &cido quinico, em que os valores de 6 para o isbmero 3-
CQA séo oC 73,8 (C3); oC 74,6 (C4); d6C 67,9 (C5); enquanto que para o isomero 4-
CQA os valores séo 6C 69,1 (C3); 6C 78,7 (C4) e 6C 65,9 (C5). No caso do isdbmero
5-CQA, todos os valores de deslocamento quimico para estas posicdes sao acima de
70 ppm, valores estes observados no espectro de RMN 3C da amostra.

O espectro de RMN de H acido 3,5-dicafeoil-epi-quinico da amostra (ANEXO
6) apresentou dubletos em 6H 6,45 (d, 16,0, H8"), 6H 6,56 (d, 16,0, H8"), 6H 7,73
(d,15,5, H7") e 6H 7,75 (d,15,5, H7""), caracteristicos de hidrogénios olefinicos, com
configuracdo trans. Também foram observados sinais de hidrogénios aroméaticos em
8H 7,21 (s, H2"), 8H 7,10 (d, 7,5, H5"), 8H 6,93 (d, 8,0, H6"), 8H 7,23 (s, H2™"), 8H 7,10
(d, 7,5, H5), 6.92 (d, 8,0, H6""), indicando a presenca de duas unidades cafeoila.

Os sinais em &H 2.10-2.43 (m, H2), 8H 5.66 (m, H3), 8H 4.07 (dI, H4), 5H 5.53
(m, H5) e 6H 2.10-2.43 (m, H6) foram atribuidos aos hidrogénios a molécula do acido
quinico (Tabela 12).

O experimento HMBC (ANEXO 9) permitiu observar as correlacbes do
hidrogénio em 6H 5,53 (H-5) com o carbono em 8C 169,6 (C-9”); e do hidrogénio em
dH 5,66 (H-3) com o carbono em 6C 169,1 (C-9’), indicando a ligagédo dos grupos

cafeoila a molécula de acido quinico.
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Posicao Sc" ou &c S
1 74.8 - 76.3 -
2 36.8 1.96-2.17 (2H, m) 38.9 2.05-2.31 (2H, m)
3 70.0 4.08 (1H, ddd, 1.8, 4.9, 4.9) 71.4 4.17 (1H, m)
4 72.1 3.65 (1H, dd, 3.1, 8.8) 73.6 3.73 (1H, dI, 8.0)
5 70.5 5.25 (1H, ddd, 4.5, 9.4, 9.4) 72.1 5.33 (1H, m)
6 37.4 1.96-2.17 (2H, m) 38.3 2.05-2.31 (2H, m)
7 175.6 - 177.4 -
1 126.4 - 127.8 -
2 113.8 6.96 (1H, d, 2.1) 115.2 7.05 (1H, sl)
3 145.3 - 146.8 -
4 148.1 - 149.6 -
5 115.1 6.68 (1H, d, 8.2) 116.5 6.78 (1H, 8.0)
6 121.6 6.86 (1H, dd, 2.1, 8.2) 123.0 6.95 (1H, 8.0)
7 145.7 7.48 (1H, d, 15.9) 147.1 7.56 (1H, 16.0)
8 113.8 6.19 (1H, d, 15.9) 115.3 6.37 ((1H, 16.0)
9 167.3 168.8

(CDsOD, *H= 400MHz; **C = 100MHz); d=
m=multipleto; sl= singleto largo; * = Dados da literatura (LIU et al., 2020).

Tabela 12 - Dados espectroscépicos do acido 3,5-dicafeoil-epi-quinico.

dubleto; dd= duplo d

ubleto; ddd = duplo duplo dubleto;

Posicéo & o dc S
1 76.3 - 76.3 -
2 40.6 211m 40.7 2.10-2.43 m
3 72.4 5.55 dt (10.0, 5.8) 73.0 5.66 m
4 73.0 3.91.dd (9.9, 3.4) 72,5 4.07 dl
5 74.4 539 m 74.4 5.53m
6 37.5 2.28dd (15.2, 3.4); 2.04 m 37.6 2.10-2.43 m
7 181.3 - 181.4 -
1 127.8 - 127,9 -
2 115.2 7.06 d (2.0) 116.5 7.21s
3 146.8 - 146.7 -
4 149.2 - 149.4 -
5 116.4 6.78 d (8.2) 116.5 7.10d (7.5)
6 122.9 6.96 dd (8.2, 2.0) 123.1 6.93 d (8.0)
7 146.6 7.59 d (15.8) 146.9 7.73d (15.5)
8 115.4 6.3 d (15.8) 115.5 6.45 d (16.0)
9 169.0 - 169.1 -
1 128.0 - 128,1 -
2 115.2 7.08 d (2.0) 115.2 7.23s
37 146.9 - 146.8 -
4” 149.4 - 149.5 -
57 116.4 6.78 d (8.2) 116.5 7.10d (7.5)
6" 122.9 6.97 dd (8.2, 2.0) 123.1 6.92 d (8.0)
7 146.6 7.62 d (15.8) 147.0 7.75d (15.5)
8" 115.9 6.43 d (15.8) 116.0 6.56 d (16.0)
9” 169.4 169.6

(CDsOD, H= 400MHz; *C = 100MHz); d=
m=multipleto; sl= singleto largo; ** = Dados da literatura (KIM; LEE, 2005).

dubleto; dd= duplo d

ubleto; ddd = duplo duplo dubleto;

A identificacdo do acido 3,5-dicafeoil-epi-quinico foi realizada pela analise dos
dados de RMN de 'H, de 3C, HSQC, HMBC e COSY (ANEXOS 6, 7, 8, 9 e 10,
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respectivamente), bem como a partir da comparagédo desses dados com a literatura
(KIM; LEE, 2005).
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8 CONCLUSAO

As plantas in vitro cultivadas em meio de cultura MS e WP apresentaram
diferencas quanto ao teor de coumestanos, sendo o meio WP mais efetivo para a
producdo de demetilwedelolactona. Células em suspensao produzidas a partir de
raizes de E. prostrata produziram majoritariamente o acido 3,5-dicafeioil-epi-quinico,
sendo essa descoberta realizada pela primeira vez na espécie. Os gendétipos de
Eclipta mantidos na colecdo do Horto de Plantas Medicinais da Farmécia da Natureza
apresentaram variagcdo quanto ao teor de coumestanos, com diferentes proporcéo
entre eles e todos os genotipos apresentaram wedelolactona. Plantas
micropropagadas cultivadas em estufa ou no campo, por 30 dias, produziram elevado
teor de coumestanos e as plantas cultivadas em Jardinépolis e no Guaruja
apresentaram teores semelhantes de wedelolactona. Entretanto, as que cresceram na
regiao costeira acumularam mais triterpenos e saponinas e se desenvolveram menos

gue aquelas localizadas em Jardinopolis, as quais produziram mais flavonoides.
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9 APENDICES

APENDICE A

Tabela 13- Substancias estatisticamente significativas (Teste t e correlacdo FDR com valor de p < 0.05)
identificado por CLUE-EM-Q/TOF.

Substéncias EPG vs EPJ
p-value FDR
3-hidroxibiochanina A 1E2 2E2
7-O-metil-orobol-4-O-B-D-glucopiranosideo 2E2 2E2
Acido 3,4-O-dicafeoilquinico 2E02 2E02
Acido Echinocistico 1E04 6E04
Acido echinocistico 28-B-D-glucopiranosideo 1E04 6E4
Eclalbasaponina Il 7E3 1E2
Eclalbasaponina V 1E03 3E3
Isokaempferido 1E02 2E02
Kaempferol 7-O-glucosideo 4E03 7E3
Luteolina-7-glucosideo 3E0 5E03
Luteonina 1E03 3E0
Miricetina 1E% 2E%4
Quercetina 3E3 5E

EPG: Eclipta prostrata Guaruja; EPJ: Eclipta prostrata Jardinépolis; Valores de acordo com
teste Student’s e correlagédo post hoc Benjamini Hochberg (FDR).



APENDICE B

Wedelolactona
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APENDICE C

Demetilwedelolactona
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Acido 5-O-cafeoilquinico
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10 ANEXOS

ANEXO 1 - Espectro de RMN *H do acido 5-O-cafeoilquinico.
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ANEXO 2 - Espectro de RMN *3C do &cido 5-O-cafeoilquinico
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ANEXO 3 - Mapa de contorno HSQC do &cido 5-O-cafeoilquinico
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ANEXO 4 - Mapa de contorno HMBC do acido 5-O-cafeoilquinico
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ANEXO 5 - Mapa de correlagédo COSY do acido 5-O-cafeoilquinico.
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ANEXO 7 - Espectro de RMN *3C do &cido 3,5-dicafeoil-epi-quinico
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ANEXO 8 - Mapa de contorno HSQC do acido 3,5-dicafeoil-epi-quinico
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ANEXO 9 - Mapa de contorno HMBC do &cido 3,5-dicafeoil-epi-quinico
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ANEXO 10 - Mapa de correlacdo COSY do acido 3,5-dicafeoil-epi-quinico
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ANEXO 11 - Andlise de solo Campus Guaruja

RESULTADO DA ANALISE DE SOLO - MACRONUTRIENTE

\%
MMa.tgia Soﬁ)uljéo Fosl?oro Pott51<ssio ngo maMg, ' Al, . S-S0, S.B l,;lc-i*-dézl Ci)I.Tr;cS:a Saturagao
Orgénica CaCl2 Resina gnesio Aluminio Enxofre Soma de Bases Potencial Catidnica B:sees
g/dm? 7,2 mg/dm3® e mmolc/dm3---------- mg/dm3® - mmolc/dm?3------
80 37 33 95
2,7 155 13 - 170,7 9 179,7
RESULTADO DA ANALISE DO SOLO — MICRONUTRIENTE
B Cu Fe Mn Zn
Boro Cobre Ferro Manganés Zinco
---------------------- MQ/AM3--mmmmmmmmmee e
0,50 2,1 52 16,3 7,6

ANEXO 12 - Andlise de solo Jardinépolis

RESULTADO DA ANALISE DE SOLO - MACRONUTRIENTE

M.O H P H+Al C.T.C \%
Materia So?ugéo Fosforo P K . Ca Mg . A! . S_SO4 S.B Acidez Cap. Troca Saturacao de
Organica CaCl, Resina otassio Célcio magnésio Aluminio Enxofre Somade Bases Potencial Catidnica Bases
g/dm3 6,1 mg/dm® e mmolc/dm3---------- mg/dm® - mmolc/dm3------

30 19 2,5 40 19 - 4 61,5 22 83,5 74

RESULTADO DA ANALISE DO SOLO - MICRONUTRIENTE
B Cu Fe Mn Zn
Boro Cobre Ferro Manganés Zinco
---------------------- MQ/dm3-------eemmeee e

0,33 8,1 19 38,8 1,7
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