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RESUMO

SCABINI, Caroline. Variagdo sazonal e circadiana de metabdlitos ndo volateis em folhas de
Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex Britton & P. Wilson. 57 f.; il. 2024. Disserta¢dao (Mestrado) —
Instituto Multidisciplinar em Sadde, Universidade Federal da Bahia, Vitéria da Conquista,

2024.

O presente estudo descreve as variagdes sazonais e circadianas dos principais compostos das
folhas de Lippia alba. O SPSS foi utilizado para identificar, quantificar e associar as variacdes
nos metabdlitos secundérios desta espécie através da analise HPLC/DAD dos extratos
hidroetandlicos das folhas de seis espécies selecionadas de L. alba. Para o estudo circadiano,
as amostras foram coletadas em quatro horarios diferentes do dia em cada estacdo do ano.
Para o estudo sazonal, as amostras foram coletadas mensalmente dos mesmos individuos
durante dois anos consecutivos (2018 e 2019). Essas amostras foram analisadas e
quantificadas usando um método de HPLC validado para flavonoides, iridoides e
fenilpropanoides. Mussaenosideo, acteosideo e tricina-7-O- diglucuronideo mostraram uma
correlagao positiva moderada entre sua biossintese e o indice de precipitacao, enquanto a epi-
loganina teve uma correlacdo negativa moderada. Acteosideo apresentou correlacdo positiva
moderada entre a temperatura minima registrada e sua produc¢ao. Em compara¢dao com
estudos anteriores, houve uma reducdo drastica (cerca de 95%) na producdo de tricina-7-O-
diglucuronideo e esta diferenca pode ser atribuida ao envelhecimento da planta. Assim, os
dados demonstraram que temperaturas mais baixas e precipitacdes elevadas poderiam
favorecer a producdo dos principais compostos ativos de L. alba (acteosideo e tricina-7-0O-

diglucuronideo) e que plantas mais velhas prejudicam a sua producao.

Palavras-chave: Acteosideo. Iridoides. Cromatografia liquida. Produtos naturais. Precipitagdo.

Temperatura. Tricina-7-O-diglucuronideo.



ABSTRACT

SCABINI, Caroline. Seasonal and circadian variation of non-volatile metabolites in Lippia
alba leaves (Mill.) N.E.Br. ex Britton & P. Wilson. 57 f.; il. 2024. Dissertacdo (Mestrado) -
Instituto Multidisciplinar em Saudde, Universidade Federal da Bahia, Vitéria da Conquista,

2024.

The present study describes the seasonal and circadian variations of the major compounds
from Lippia alba leaves. SPSS was used to identify, quantify, and associate the variations in
the secondary metabolites of this species through HPLC/DAD analysis of the leaves
hydroethanolic extracts of six selected L. alba specimens. For the circadian study, the samples
were collected at four different daily hours in each year's season. For the seasonal study, the
samples were collected monthly from the same individuals for two consecutive years (2018
and 2019). These samples were analyzed and quantified using a validated HPLC method for
flavonoids, iridoids, and phenylpropanoids. Mussaenoside, acteoside, and tricin-7-O-
diglucuronide showed a moderate positive correlation between their biosynthesis and the
precipitation index, while epi-loganin had a moderate negative correlation. Acteoside showed
a moderate positive correlation between the minimum registered temperature and its
production. Compared with previous studies, a drastic reduction (about 95%) in the
production of tricin-7-O-diglucuronide compared with previous study and this difference
could be attributed to the plant's aging. Thus, the data demonstrated that lower temperatures
and high rainfall could favor the production of the major L. alba active compounds (acteoside

and tricin-7-O-diglucuronide) and that older plants harm their production.

Keywords: Acteoside. Iridoids. Liquid chromatography. Natural products. Rainfall.

Temperature. Tricin-7-O-diglucuronide.
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1 INTRODUCAO

A Lippia alba (Mill.) N. E. Brown pertence a familia Verbenaceae, conhecida
popularmente como erva cidreira. E um subarbusto aromatico amplamente utilizado pela
populacdo devido ao seu emprego no uso medicinal (FELIX-SILVA et al., 2012). Diversas
propriedades tém sido atribuidas ao uso da L. alba quando utilizada na forma de chas,
macerada em compressa e banhos, dentre elas se destacam as acles antiespasmodica,
antipirética, anti-inflamatdria, enemagoga, diaforética, analgésica e sedativa (AGUIAR et
al., 2008).

Estudos realizados com as folhas desta espécie demonstraram ac¢do antioxidante e
atividades antibacterianas (OLIVEIRA et al., 2018; PORFIRIO et al., 2017) analgésica e anti-
inflamatadria (VIANA et al., 1998) atuando no sistema cardiovascular (GAZOLA et al., 2004)
com efeitos sedativos e com potencial relaxante motor (DO VALE et al., 2002) ansiolitico

através da modulacdo do receptor GABA (NONATO et al., 2023; ZETOLA et al., 2002).

Como descrito, a Lippia alba tem apresentado diversas evidéncias de seu efeito
ansiolitico e com potencial para tratamento de distlurbios como a insénia. Esta planta se
destaca por ser uma espécie nativa de facil manejo e cultivo, diferentemente da maioria
das espécies atualmente utilizadas para esses disturbios, que sao exéticas (HENNEBELLE et

al., 2008; ZETOLA et al., 2002; PEREIRA et al., 2015).

As classes dos metabdlitos secundarios identificados nos compostos fixos da L. alba
gue podem estar relacionadas com esses efeitos destacados sdo iridoides,
fenilpropanoides e flavonoides, sendo estes os constituintes majoritarios, podendo variar
oteor de cada um deles (GOMES et al., 2019; TIMOTEO et al., 2015). Em um estudo anterior
realizado por Gomes e colaboradores o acteosideo foi sugerido como marcador bioldgico,
e os resultados da previsdao do espectro de atividade para substancias - PASS apontaram
para uma possivel acdo ansiolitica para este composto (ALMEIDA et al., 2023; GOMES et
al., 2019).

O acteosideo pode ser classificado tanto como um marcador analitico quanto

marcador ativo, isso de acordo com a RDC N2 26 de 13 de maio de 2014 que classifica
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gue um marcador pode ser: uma substancia ou classe de substancias utilizada como
referéncia no controle da qualidade da matéria-prima vegetal e do fitoterdpico,
preferencialmente tendo correlagdao com o efeito terapéutico. Sendo o marcador do tipo
ativo, quando relacionado com a atividade terapéutica do fitocomplexo, ou analitico,
guando ndo demonstrada, até o momento, sua relacdo com a atividade terapéutica do

fitocomplexo (BRASIL, 2014).

Portanto, evidencia-se a necessidade de investigar sobre os diversos fatores que
podem influenciar a producdo desses compostos. Entre esses fatores, destaca-se a
sazonalidade, ciclo circadiano, temperatura, precipitacdo, condicées de cultivo e a idade
da planta (BARROS et al., 2009; GOBBO-NETO; LOPES, 2007). No entanto, estudos sobre a
influéncia destes fatores na producao de metabdlitos secundarios tém sido conduzidos
predominantemente em espécies de regides temperadas e que apresentem valor

comercial (BOS et al., 1998; FILIPPINI et al., 2010; ROCA-PEREZ et al., 2004).

Desse modo, a realizacdo de estudos fitoquimicos, aliado com estudos de
sazonalidade em uma planta com potencial medicinal, é de grande importancia.
Principalmente para conhecer e compreender a planta alvo, a fim de obter seu perfil,
identificando os principais compostos de interesse. Além de estabelecer um periodo
adequado do ano em que este composto estara presente na planta em concentragdes

adequadas para o uso em um fitomedicamento.

Devido a escassez de evidéncias que abordam varidveis de sazonalidade e ritmos
circadianos, este trabalho é considerado inédito e pretende otimizar o cultivo desta
espécie. Assim, este estudo tem como objetivo identificar, quantificar e associar a os
metabolitos secundarios presentes nas folhas de L. alba, para apoiar o desenvolvimento
de fitoterapicos para o tratamento da ansiedade. Para obter a matéria-prima desta espécie
com maiores teores de bioativos,este trabalho realizou um estudo quimico sazonal e
circadiano dos compostos ndo volateis de Lippia alba, com foco no acteosideo. Além disso,
foram analisados a influéncia da idade das plantas e de fatores climaticos, tais como

precipitacdo e temperatura, na producdo dos ativos.
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2 REVISAO DE LITERATURA
Biodiversidade

O Brasil ocupa o primeiro lugar na lista dos 17 paises megadiversos do mundo,
abrigando cerca de 20% de todas as espécies de animais, vegetais e microrganismos do
planeta (FRANCA; VASCONCELLOS, 2018). Essa diversidade pode ser vista na grande
variedade e na complexidade de seus seis biomas, sendo eles: o Pantanal, a Floresta
Amazobnica, o Cerrado, a Mata Atlantica, a Caatinga e o Pampa (PIMENTEL et al., 2015).
Todos eles apresentando diferentes zonas climdticas além de conter espécies endémicas.
Essa riqueza desperta o interesse politico, cultural, social e econ6mico, tendo em vista que
esse material tdo Unico pode ser usado na produc¢do de alimentos, medicamentos e em
diversos outros biomateriais. (ARAUJO; ROCHA, 2018; BRUNO; MATOS, 2021). Somente no
Brasil foram catalogadas cerca de 60 mil espécies de plantas. Contudo, somente uma
pequena parcela foi estudada com a intencdo de conhecer e descrever os seus compostos
bioativos e poucas espécies foram avaliadas em suas propriedades medicinais (FRANCA;

VASCONCELLOS, 2018).

Utilizacdo de produtos naturais pela populagao

A utilizacdo de plantas com propriedades medicinais ndo é algo recente,
historicamente ha muitos relatos e registros do uso de plantas e ervas para prevencao,
tratamento ou cura de doencas (CAJAIBA et al., 2016). Ja nas navegacoes e descobertas de
continentes muitas plantas que eram utilizadas por nativos passaram a ser usadas pelos

europeus (TULER, 2011).

O conhecimento e atradicdo de alguns povos representam um valor inestimdvel. No
entanto, muito desse conhecimento foi sendo perdido com o tempo. Os motivos podem
ser variados, como o exterminio de alguns povos que ndo deixaram registros, a introducao
de novos habitos a estas culturas ou pelo uso de outros meios da medicina moderna
(AMOROZO, 2002). Com isso, muito se discute sobre a importdncia de estudos como os
etnobotanicos. Os estudos etnobotanicos buscam estudar a relagdo entre homem e a
sociedade com as plantas e seus saberes tradicionais difundidos entre as geracdes

(AGUIAR, 2013).
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Necessidade de adequagao dos produtos naturais

Para Mattos e colaboradores (2018), a pratica da fitoterapia permite a populacdo o
contato com sua histdria, resgatando costumes tradicionais e culturais (MATTOS et al.,
2018). Podemos descrever os medicamentos fitoterapicos como sendo todos aqueles
obtidos com emprego exclusivo de matérias-primas ativas vegetais. Porém, como todo
medicamento regulamentado, o fitoterdpico também precisa apresentar algumas
caracteristicas, tais como, o conhecimento da sua eficacia, dos riscos de seu uso, pela

reprodutibilidade e constancia de sua qualidade (REGO; REIS; SILVA, 2021).
Politica nacional de medicamentos fitoterapicos

No Brasil, no ano de 2006 através do Decreto da Presidéncia da Republica n?. 5.813,
de 22 de junho, foi criada a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF).
Nesse mesmo ano a Fitoterapia foi integrada nacionalmente no Sistema Unicode Salde
(SUS), através da publicacdo da Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares (PNPIC). Este documento foi muito importante para o desenvolvimento
da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos no Pais, pois desde a sua
implementacao, surgiram novas diretrizes que possibilitaram assegurar e regulamentar o
uso de fitoterapicos pelo SUS (FIGUEREDO et al., 2014; OSHIRO et al., 2016). Essas medidas
visam, principalmente, a padronizacdo nos usos desses medicamentos pela populacao.
Além de incentivar a pesquisa dando visibilidade a biodiversidade do pais e estimulando a

adocao da Fitoterapia nos programas de Saude Publica (CACCIA-BAVA et al., 2017).

Devido o crescimento e desenvolvimento da quimica na segunda metade do século
XX, novas substancias foram sendo descobertas e isoladas em laboratérios, possibilitando
o surgimento de novos produtos sintetizados a partir dessas moléculas. Esse processo
levou a substituicdo do uso de plantas pelo uso de medicamentos sintetizados (FIGUEREDO
et al., 2014). Contudo, o desenvolvimento da Industria Farmacéutica também esta
diretamente ligado ao incentivo da iniciacdo cientifica e tecnoldgica no pais, acarretando

assim no crescimento econdémico e social (GUILHERMINO; QUENTAL; BOMTEMPO, 2012).
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Caracterizagao da espécie Lippia alba
Familia Verbenacea

A familia Verbenaceae J. St.-Hil. compreende atualmente 32 géneros e cerca de 800
espécies distribuidas nas Américas, Asia, Africa, Europa e Oceania (SALIMENA et al., 2024).
Sua distribuicdo ocorre em ambos os hemisférios, especialmente nasregides tropicais,
subtropicais e temperadas do hemisfério Sul e menos representada no hemisfério Norte
(LOPEZ-VILLAFRANCO et al., 2017). Essas plantas sdo caracterizadas por serem herbaceas,
subarbustivas, arbustivas, liandceas a arbéreas. Possuem folhas opostas ou verticiladas,
simples ou compostas, sem estipulas. Suas flores sdo mondclinas ou diclinas por aborto,

reunidas em inflorescéncias racemosas ou cimosas, ovario supero (CAMILLO, 2016).

No cerrado Brasileiro é onde se concentra a maior riqueza abrigando 14 géneros e
160 espécies, onde se destacam os campos rupestres da Cadeia do Espinhaco com varias
espécies endémicas (CRUZ; SALIMENA, 2017; SALIMENA et al., 2024).Presente nessa
familia estd o género Lippia. Os dois principais centros de diversidade e de distribuicdo
desse género no Brasil estdo localizados na Cadeia do Espinhaco, no estado de Minas Gerais
e na Chapada Diamantina, no estado da Bahia (CAMILLO, 2016). Segundo Sousa (2008),
dentre as espécies de Lippia que podemos encontrar nestes locais, se destacam: Lippia
alba (Mill) N.E. Brown; Lippia lupulina Cham; Lippia hermannioides Cham; Lippia sidoides
Cham; Lippia rubella (Moldenke) T.R.S. Silva & Salimena, Lippia rosella Moldenke; Lippia
diamantinensis Glaziou; Lippia rotundifolia Cham.; Lippia pseudothea (A. ST. -Hil) Schauer,
Lippia martiana Schauer; Lippia glandulosa Schauer; Lippia corymbosa Cham. e Lippia

filifolia Mart. & Schauer (SOUSA, 2008).

Diversas espécies pertencentes a esse género sdo empregadas na medicina popular
e por comprovacdao cientifica apresentam propriedades medicinais. Estudos
farmacoldgicos vém sendo realizados, principalmente, com a Lippia alba (Mill.) N.E. Br. Ex
Britton & P. Wilson (Figura 1). Dentre os quais podemos citar o teste de atividade no
sistema cardiovascular (GAZOLA et al.,, 2004, MAYNARD et al.,, 2011), atividade
antioxidante (HENNEBELLE et al., 2008), ansiolitica (HATANO et al., 2012; ZETOLA et al.,
2002), analgésica e anti-inflamatéria (VIANA et al., 1998), antibacteriana (AGUIAR et al.,
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2008), antiviral (ANDRIGHETTI-FROHNER et al., 2005), anti-Glcera (PASCUAL, 2001) e
anticonvulsivante (SOARES, 2001).

< ) "" ~—
Figura 1: Lippia alba (Mill.) N. E. Br. ex P. Wilson. Foto: (ALMEIDA et al., 2023)

Fitoquimica

A Lippia alba (Mill.) N.E. Br. ex Britton & P. Wilson é uma espécie medicinal muito
utilizada pela populagado brasileira, devido as propriedades calmante, antiespasmaédica
suave, analgésica, sedativa, ansiolitica e levemente expectorante (GOMES, 2017). Estudos
dos metabdlitos secundarios desta espécie vém se desenvolvendo nos ultimos 30 anos.
Estes compostos além de desempenharem um papel importante na adaptacdo das plantas
aos seus ambientes também representam uma fonte importante de substancias

farmacologicamente ativas (FUMAGALI et al., 2008).
Quimiotipos

Devido a variagdo na composi¢do quimica do dleo essencial de diferentes
espécimes de L. alba foi sugerida a nomenclatura de quimiotipos, separados por seus
elementos predominantes. O quimiotipo | é caracterizado pelos elevados teores de
mirceno (1S) e citral (2S e 3S), tipo Il caracteriza pelos teores elevados de limoneno (4S) e

citral e o quimiotipo Il sdo caracterizadas pela presenca de limoneno e carvona (5S). Além
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desses trés principais quimiotipos, existem outros descritos na literatura como, por

exemplo, o quimiotipo cujo componente majoritario é o linalol (6S) (MATOS et al., 1996).

1S 2S 3S
Mirceno Geranial (Citral a) Neral (Citral b)
0]
2 /
CH» /
) CHs CHs
’ H;C
H4C H,C HsC 3
CH, CHa CHj
T-methyl-3-methylideneocta-1,6-diene (2E)-3,7-dimethylocta-2,6-dienal 3,7-dimethylocta-2,6-dienal
4S 58S 6S
Limoneno Carvona Linalol
CH, Q CHs CHs
COH \CHQ
H;C
HaC HaC J
CH, CH, CHs
1-methyl-4-(prop-1-en-2-yl)cyclohex-1-ene 2-methyl-5-(prop-1-en-2-yljcyclohex-2-en-1-one 3,7-dimethylocta-1,6-dien-3-ol

Figura 2: Principais compostos volateis presentes no 6leo essencial de Lippia alba

A maioria dos estudos referentes a composicao quimica das espécies de Lippia sdo
focadas principalmente em seus constituintes volateis. Por se tratar de uma espécie
promissora a L. alba (Mill.) N. E. Brown apresenta um crescente nos numeros de estudos
fitoquimicos e farmacoldégicos (GOMES; NOGUEIRA; MORAES, 2011). Desta forma, alguns
destes estudos ddo destaques aos componentes ndo volateis presentes na planta,
relatando a presenca dos metabdlitos secundarios identificados nos compostosfixos da L.
alba, dentre eles estdo os compostos das classes fenilpropanoides, iridoides e flavonoides,
sendo estes os constituintes majoritarios, podendo variar o teor de cadaum deles

(TIMOTEO et al., 2015; ZETOLA et al., 2002).

Para este estudo foi dado destaque para cinco dos principais compostos ndo
volateis encontrados na L. alba. Na figura 3 esta ilustrado as estruturas quimicas dos

compostos que foram analisados.

17



Acteosideo (4) Tricina- 7-O- diglucuronideo (5)

Figura 3 - Compostos nao volateis na espécie L. alba e suas respectivas estruturas.

Em estudo anterior a esse, com a mesma espécie realizado por Gomes e
colaboradores (2019), foi possivel observar variacées na producdo de componentes fixos
nos extratos. No inverno, houve a predominancia do fenilpropanoide acteosideo (quase
90%) e no verdo do flavonoide tricina-7-O-diglucuronideo (GOMES et al., 2019). Um dos
componentes majoritarios da L. alba, o acteosideo, apresenta atividade antioxidante e foi
evidenciado seus efeitos no Sistema Nervoso Central (SNC) através do ensaio de afinidade
pelos receptores dopaminérgicos, benzodiazepinicos e morfinicos (DAELS-RAKOTOARISON
et al., 2011). Em estudos utilizando a modelagem molecular foi observado que dentre os
componentes fixos, o acteosideo foi o que demonstrou maior afinidade pelos receptores
GABA (envolvidos no efeito ansiolitico) e o limoneno foi o componente volatil com maior
afinidade por esse mesmo receptor (ALMEIDA et al., 2023). Essas substancias podem ser
consideradas como importantes marcadores para esta espécie, uma vez que, além de
apresentar atividade bioldgica, sdo também os compostos majoritarios em diversas
amostras desta planta (GOMES et al., 2019; TIMOTEO et al., 2015). Desta maneira esses

dados reforcam a hipdtese que tanto os componentes fixos quanto os volateis desta planta
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atuam de maneira sinérgica nas atividades bioldgicas atribuidas a esta espécie. Portanto, o
estudo da variacdo dos componentes ndo volateis de L. alba é de suma importancia para se

estabelecer o melhor periodo de coleta da mesma.

Atividade Farmacoldgica

Existem muitos estudos etnofarmacolégicos e etnofarmacobotanicos com a
espécie Lippia alba. Dentre os quais é possivel citar os ensaios sobre o potencial analgésico,
gue mostraram que o tratamento com os extratos de folhas de Lippia alba, quando
administrados por via oral a camundongos, foram eficazes naredugdo de contorgdes
abdominais (DI STASI et al., 1988). Além desse, um estudo realizado por Gurgel e
colaboradores mostrou que citral, imoneno e mirceno apresentaram efeitos sedativos e

com potencial relaxante motor (DO VALE et al., 2002).

Extrato etandlico e fragdes obtidas de partes aéreas frescas e secas de Lippia alba,
foram testados para identificar sua capacidade antioxidante e atividades antibacterianas.
Seu extrato etandlico mostrou atividade contra cepas de referéncia e multirresistentes de
Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis, além de apresentar atividade
antibacteriana, mesmo contra bactérias Gram-positivas multirresistentes, e efeito
antioxidante no ensaio de DPPH (OLIVEIRA et al., 2018). O extrato de L. alba também foi
submetido a testes para identificar efeito ansiolitico em peixes-zebra adultos, e os
resultados comprovaram que o extrato ndao se mostrou téxico apds 96 horas de exposicao,
e apresentou efeito ansiolitico através da modulacdo do receptor GABA (NONATO et al.,

2023).

Em trabalho publicado por Porfirio e colaboradores foi avaliada as atividades
antimicrobianas e antibiofilme in vitro do 6leo essencial de Lippia alba e seus principais
componentes (citral e carvona) contra Staphylococcus aureus, e os resultados apontaram

um promissor potencial antibacteriano e antibiofilme (PORFIRIO et al.,2017).

Influéncia de fatores climaticos nas plantas
Ciclo circadiano
As plantas apresentam diversos tipos de mecanismos de defesa, os quais podem ser

divididos em dois tipos, sendo eles: os mecanismos bioquimicos e os mecanismos estruturais
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Esses mecanismos de defesa sdao necessdrios para o desenvolvimento da planta e também
para a protecdo contra a acdo de predacdo de animais herbivoros e/oude ataque de agentes
patégenos. Alguns exemplos desses mecanismos sdo a presenca de apéndices epidérmicos
como os espinhos e tricomas e/ou também de compostos como as toxinas e alguns
compostos volateis. Entretanto, por se tratarem de organismos sésseis, as plantas precisam
perceber com precisdo os sinais ambientais, como a luz e a temperatura, para sobreviver e
se adaptar ao ambiente. Desta maneira, as plantas possuem os relégios circadianos, que sdao
mecanismos enddgenos de cronometragem que permitem aos organismos antecipar e se
preparar para as mudancas didrias e sazonais nos ambientes em que estdao (INOUE; ARAKI;

ENDO, 2018).

O relégio circadiano presente nas plantas também desempenha um papel na
percepcdo sazonal da duracdo do dia. Ele permite que as plantas estabelecam de maneira
ideal o melhor momento para acontecer as transi¢des de desenvolvimento, como exemplo
a sua reproducdo. Além disso, este relégio restringe ou protege a sensibilidade da resposta
de uma planta aos sinais ambientais, como luz e stresse, as horas especificas do dia,
garantindo que a planta consiga distinguir entre flutua¢cdes normais e mudancas de longo

prazo (ADAMS; CARRE, 2011).

Por se tratar de algo complexo o entendimento de como funciona a interagao entre
o mecanismo do reldgio e o ambiente na qual a planta esta inserida, além das integracao
de estimulos nao-féticos, se faz necessario que trabalhos sejam realizados para se ter uma
compreensao mais completa de como o sistema circadiano esta incorporado na fisiologia

das plantas (MCWATTERS; DEVLIN, 2011) .

Variag¢des na producao de metabdlitos secunddrios nas plantas

Estudos de perfis fitoquimicos sdo de interesse para a ciéncia, pois esses estudos
realizam uma validacdo de plantas medicinais que sdao amplamente utilizadas e ainda
proporciona a descoberta de novas espécies com perfis promissores para obtencao de
novos fitoterdpicos. A pesquisa fitoquimica tem por objetivos conhecer os constituintes
quimicos das espécies vegetais e/ou avaliar sua presenca nos mesmos. De acordo com
Pavarini (2012), os metabdlitos especiais das plantas sdo um grupo de classes de

compostos que ocorrem naturalmente, sdo biossintetizados por diferentes via
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Bioquimicas, o conteludo e a regulacao das plantas sdo fortemente suscetiveis a influéncias
ambientais e pode ser alterado frente a potenciais predadores. Ele destaca ainda que os
factores abiodticos e bidticos podem ser especificamente induzidos por meio de varios
mecanismos, que criam variacdo na acumulacdo ou biogénese de metabdlitos secundarios.
O acumulo de compostos bioativos permite que as plantas se comuniquem e reajam a fim

de superar ameacas iminentes (PAVARINI et al., 2012).

Como visto, varios fatores podem afetar o perfil fitoquimico das plantas. Desta
maneira alguns trabalhos, principalmente os que possuem plantas com potencial
medicinal, vem sendo estudadas mais a fundo, como é o caso do estudo realizado com trés
subespécies de Hypericum perforatum, que teve como objetivo realizar a perfilacdo dessas
plantas em diferentes fases de maturacdo, avaliando uma possivel alteracdo em seus
metabolitos secunddrios. Como resultado o estudo indicou que H. perforatum subsp.
perforatum é mais rico em metabdlitos secundarios em detrimento das demais
subespécies analisadas. O estudo ainda indicou que durante a fase de desenvolvimento o
perfil varia, tendo as hipericinas, hiperforinas e flavonoides atingindo seu pico em

diferentes estagios o que dificulta a padronizacdo de um extrato (FILIPPINI et al., 2010).

Em um estudo realizado com sete taxinas (alcaloides): taxol, bacatina Ill, 10-
desacetiltaxol, 10-desacetilbacatina Ill, 7-xilosil-10-desacetiltaxol, cefalomanina e
brevifoliol, presentes em extratos tanto da casca quanto na folhagem da espécie Taxus
brevifolia, mostrou que as concentracdes dessa taxinas caiam quando analisadas do caule
para a ponta do ramo (VANCE; KELSEY; SABIN, 1994). Outro trabalho realizado com a
espécie Taxus baccata L. dutante o periodo de outono- primavera avaliava as
concentra¢cdes de quatro taxdides: bacatina |Ill, paclitaxel, cefalomanina e 10-
desacetilbacatina Ill (10-DAB Ill) evidenciou que fatores epigenéticos tais como a data de
coleta (e, portanto, filogénese) e tipo de tecido vegetal, determinam os niveis de taxoides
durante o final do periodo outono-primavera nesta espécie (GLOWNIAK; MROCZEK;
ZOBEL, 1999). Mais dois trabalhos que contribuem para essa descobertas sdo os de Vesela
(1999), que avalia a variacdo sazonal realizado com a casca de Taxus baccata L. indica que
as concentragOes dos taxoides variam sazonalmente nessas plantas, e o trabalho de Hook
e colaboradores (1999), que avaliou a variacdo sazonal de taxoides em brotos de teixo

europeu Taxus baccata, através de mudas durante um ano, divididas em agulhas e caules.
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As analises revelaram que as agulhas produziram niveis significativamente mais elevados
de taxoides do que os caules. Contudo, ndo foi possivel obter nenhuma conclusao quanto
a época ideal do ano para realizar a colheita com quantidade favordveis, pois as
concentragdes variam de arvore para arvore, dependendo da variedade, localizacdo e tipo

de taxoide (HOOK et al., 1999; VESELA et al., 1999).

No estudo de producdo sazonal realizado no ano de 2004, com 10 populacdes
naturais de Digitalis obscura, localizados em trés cinturdes bioclimaticos (Na classificacao
de Alisov, o planeta é dividido em sete cinturdes climaticos com base na atuagao de massas
de ar: equatorial, subequatorial, tropical, subtropical, temperado, subpolar e polar)
demonstraram que, os glicosideos primarios que representavam cercade 50-60% do total
de cardenolideos presentes nestas espécies ndo variou entre as populagdes ou com aidade
das folhas, porém eles apresentaram um aumento no verdaoe uma diminui¢do no inverno

(ROCA-PEREZ et al., 2004).

A ideia de realizar estudos fitoquimicos aliado juntamente com estudos de
sazonalidade em uma planta com potencial medicinal é muito importante. Inicialmente
para conhecer e compreender bem a planta foco, a fim de obter seu perfil, separando os
compostos de principal interesse e posteriormente com o estudo sazonal estabelecer um
periodo adequado do ano em que este composto vai estar presente na planta em
concentra¢des adequadas para o uso em um fitomedicamento. Isso pode ser visto no
estudo feito entre o periodo de 1989 a 1993 com a planta Valeriana officinalis, onde foi
avaliado seu 6leo essencial (acido valerénico e derivados, e valepotriatos). Com base no
estudo realizado durante todos esses anos finalmente no ano de 1993 apds uma sequéncia
de selecGes obtiveram um material vegetal que apresentava teor satisfatoriode dleo
essencial (0,9%) combinado com alto teor de acido valerénico e derivados (0,5%) que pode
ser colhido em setembro do ano apds a semeadura (BOS et al., 1998). Outro trabalho que
ajuda a estabelecer o melhor periodo do ano para realizar a coleta do material foi um
estudo realizado com cultivares de Taxus. O material coletado entre o meio-dia e as 20h00
forneceram biomassa com um elevado teor de taxanos totais (0,099-0,102%) sem
sacrificar o rendimento de outro taxanos. Os dados obtidos a partir desse estudo sazonal

mostraram que a melhoraltura para colher material da planta para a producdo desse taxano
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é aproximadamente um més a partir do inicio do crescimento (ELSOHLY et al., 1997).

Até mesmo fatores como a época de floragdo das plantas pode influenciar o
metabolismo secunddrio das plantas. Em um estudo que avaliava a variagdo sazonal da
espécie Antirrhinum majus, conhecida popularmente como boca-de-ledo, boca-de-lobo ou
boca-de-peixe, selecionou quatro iridoides encontrados na espécie, sendo eles:
antirrinosideo, antirrida, 5- glucosil-antirrinosideo e linariosideo. Os resultados apontaram
uma distribuicdo bimodal (distribuicdo de probabilidade continua com duas modas
diferentes) para a distribuicdo dos teores de iridoides durante o ano, além de uma baixa
no teor de todos os compostos na época de floracdo. Este padrdo indicou uma mudanca
na biossintese da planta, embora nenhuma explica¢do foi dada para o fendmeno (DR@HSE
H@GEDAL; M@LGAARD, 2000).

Temperaturas extremas e a radiacdo também podem ser apontadas como fatores
que podem gerar alteragdes nos componentes secunddrios das plantas. Um experimento
realizado com Arnica montana L. cv. ARBO indicou uma variacdo nos compostos fendlicos
dessa planta, causada pela variagdo altitudinal. Em niveis mais altos houve um aumento
significativo de ortodifendlicos na planta, o que resultava em um aumento na capacidade
antioxidante dos tecidos das mesmas. Uma teoria levantada para o aumento deste
composto pode ser a queda de temperatura resultante do aumento da altitude. Ja o
experimento realizado com a radiagdo UV-B aumentada surpreendentemente nao
desencadeou qualquer alteracdo nos metabdlitos fendlicos da Arnica (ALBERT et al., 2009).

Em contraponto a esse estudo onde juntamente com a queda de temperatura
houve um aumento na producdo do composto o estudo feito por Roca-Pérez e
colaboradores (2004) analisou correlacdo entre a biomassa vegetal e o teor de
cardenolideo (composto secunddrio). Foi observado, de acordo com a distribuicdo
climatica das populagdes, que em algumas condi¢cdes ambientais como as mais frias,
podem levar a diminuicGes acentuadas na biomassa vegetal e essa reducdo acarreta
juntamente em uma redugdo na produtividade de seus compostos totais (ROCA-PEREZ et
al., 2004).

O estresse que a planta sofre no ambiente é outro exemplo de fator que pode levar
a mudanca no perfil metabdlico de uma planta. No trabalho realizado através de CLAE- DAD-

EM/EM e CLAE-DAD dos perfis de metabdlitos secundarios de extratos das folhas de Lychno
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phora ericoides Mart. avaliava as propriedades citotdxicas e antioxidantes da espécie. Foi
feito o preparo de extratos com plantas coletadas de sete localidades diferentes. O que
chamou a atencdo dos autores foi, principalmente, encontrar um metabolismo secundario
defensivo amplificado, e apresentando as mais altas bioatividades antioxidantes e
citotoxicas justamente nas plantas que foram coletadas nas interfaces entre dois tipos
diferentes de vegetagdao (GOBBO-NETO et al., 2010). Essas informacdes ajudam a melhor
compreender como funciona o metabolismo nas plantas. Em situacdes de grande estresse
devido a variagao dos agentes agressores a planta pode tender a amplificar sua produgao e

armazenamento de metabdlitos especiais defensivos.

Muitas questdes precisam ser levadas em consideragao quando se pensa em obter
um medicamento fitoterapico. E necessario muito estudo e cuidado para a escolhada
espécie que sera usada. Quando se fala em padronizacdo do extrato de plantas alguns
fatores podem influenciar significativamente na qualidade, tais como as diferentes
subespécies e variedades que é utilizada, a localizacdo geografica onde a matéria-prima
estd sendo cultivada, também o momento que é realizada a colheita do material e a fase do
desenvolvimento em que se encontra, dentre vdrias outras caracteristicas (FILIPPINIet al.,

2010).
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3 OBIJETIVOS

Objetivo Geral

Estabelecer o melhor periodo do ano e do dia para obtencao de Lippia alba com maior

teor de principios ativos.

Objetivos Especificos

- Avaliar a variagdo sazonal e circadiana dos componentes fixos presente nas folhas

de Lippia alba.

- Quantificar e associar as variagdes nos metabdlitos secundarios presente nas folhas de

Lippia alba.

- Analisar a existéncia de influéncia dos fatores climdticos na producdo de principios

ativos.

- Identificar a existéncia de uma relagdo na producao de principios ativos com aidade da

planta.
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4 MATERIAIS E METODO

Obtencdo do extrato etandlico

Materiais, solventes e reagentes

O solvente para CLAE (metanol) foi obtido da JTBaker®. O acido férmico foi obtido da
CRQ ® (Diadema, Brasil). A dgua ultrapura foi produzida pela Milli-Qwater (millipore sas
67120 molsheim - Franga). O etanol 95% foi adquirido da Dinamica®. O acteosideo (95%) foi
obtido do HWI group® e os demais marcadores analiticos (acido geneposidico, epi-loganina,
mussaenosideo e tricina-7-0O-diglucuronideo) previamente isolados por Gomes et al (2019),
com pureza de 95% (CLAE) utilizando Silica CC (Cromatografia em Coluna), Sephadex-LH20-

CC e CLAE semipreparativa dos extratos.

Coleta do material vegetal

Esta pesquisa possui autorizacdo do CGEN (010806/2015-6) e as exsicatas estdo
depositadas no Herbdrio Mongoyds do IMS-CAT-UFBA (# 1536) e no Herbario do Instituto
de Biologia da UFBA (# ALCB 130052).

A coleta do matérial foi realizada no municipio de Vitéria da Conquista, Bahia, Brazil
(142 51°58" de latitude Sul e 402 50°22'de longitude Oeste, a uma altitude de 879,47 m
acima do nivel do mar). Os individuos de Lippia alba foram plantados no ano de 2013, na
Universidade Federal da Bahia (UFBA), Instituto Multidisciplinar em Saude (IMS), Campus
Anisio Teixeira (CAT). Foram selecionados trés individuos do quimiotipo limoneno-carvona
e trés do quimiotipo linalol-eucaliptol para o estudo em dois anos consecutivos (2018 e
2019). Em 2018 foi realizado a andlise circadiana e sazonal, sendo realizado as coletas para
o estudo circadiano nos meses de janeiro, abril, julho e outubro nos horarios de 06h00,
10h00, 14h00, 18h00 e 22h00, totalizando 120 amostras. Para a analise sazonal foram
realizadas coletas em todos os meses dos anos de 2018 e 2019 no horario de 10h00,

totalizando 120 amostras.

Preparo do extrato
Os extratos hidroetandlicos de L. alba foram preparados utilizando-se solucao
hidroetandlica a 80%, por maceracdo das folhas frescas da planta a temperatura ambiente.

ApOs 72 horas esses extratos foram concentrados sob pressao reduzida como auxilio de

26



evaporador rotativo. Este procedimento foi repetido duas vezes. O concentrado obtido foi
entdo, armazenado em frascos de vidro devidamente identificados e levados para a estufa

a 40° C para o término da secagem.

Preparo das amostras para inje¢ao no CLAE-DAD

As amostras de cada extrato foram preparadas utilizando 20 mg de cada extrato
bruto, dissolvido em 2 mL da mistura de metanol e agua na proporcdo de 1:9,
respectivamente. Posteriormente, as amostras foram submetidas ao ultrassom durante 30
minutos para a solubilizacdo das amostras. Apds esse procedimento, as amostras passaram
para a centrifugacdo a 4000 rpm durante 20 minutos. A parte sollivel de cada amostra foi
filtrada em filtros com poro de 0,45 um antes da injecdo no aparelho de cromatografia
liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD). Cada amostra foi

injetada em triplicata.

Analise dos componentes fixos
Método analitico

Os extratos preparados foram analisados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD) com metodologia previamente
desenvolvida e validada (ALMEIDA et al., 2023; ARAUJO et al., 2022). As andlises foram
realizadas em sistema CLAE (Shimadzu LC-20AT) (DAD, desgaseificador online, bomba
guaternaria) e gerenciadas pelo software LCSolutions ®. Os perfis cromatograficos foram
adquiridos na faixa de comprimento de onda de 220-500 nm e registrados em 240, 254,325
e 350 nm. A coluna utilizada foi a C-18 (Shim-pack CLC-ODS(M)® C18 Shimadzu), 150x 4,6
mm, com tamanho de particula de 5um, acoplado a uma pré-coluna C-18. A metodologia
analitica desenvolvida apresenta os seguintes parametros: fluxo de 0,9 mL/min, volume de
injecdo de 20 uL, fase mdvel constituida pelos solventes: fase organica metanol e fase
aquosa solugao de acido formico a 0,9%. O modo de eluigdo foi em gradiente, conforme

descrito na tabela 1 a seguir:
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Tabela 1: Programacdo do gradiente para andlises de extratos de Lippia alba

Tempo %
(min) Metanol

0 20
30 55
35 98
40 98
45 20
48 20

Andlise dos componentes

Os padrdes utilizados foram do acido geneposidico, epi- loganina, mussaenosideo,
acteosideo e tricina-7-O-diglucuronideo. Para cada substancia foi construida curvas de
calibracdo através do preparo e injecdo das solucbes padrdoes das mesmas em
concentracdes crescentes. Cada solucdo padrao de cada composto foi injetada na
metodologia descrita, em triplicata, e as areas obtidas foram utilizadas para a construcao
da curva de calibracdo. A partir das curvas de calibracdo de cada composto obtivemos as
respectivas equacgdes da reta através do método de regressao linear. Essas equagdes foram
entdo utilizadas para realizacdo do calculo das concentracdes de cada substancia em cada

amostra dos extratos.

As curvas de calibracdo geradas pela plotagem da area do pico versus concentragao
foram analisadas por regressao linear. A linearidade foi acessada pela analise dos parametros
de regressao, pela analise do grafico de residuos e pela analise de variancia (ANOVA, com p =
95%). A equacdo de regressao linear da curva de calibragdo foi utilizada para determinar o
Limite de Deteccdo LD e o Limite de Quantificacdo LQ (tabela 2). Os LD e LQ foram calculados
com base no desvio padrao (DP) da regressdo e do coeficiente angular (ca) da curva analitica

como 3,3 DP/ca e 10DP/ca, respectivamente (ALMEIDA et al., 2023; ARAUJO et al. 2022).
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Tabela 2: Equacdo de regressao, coeficientes de correlacdo, faixas de linearidade, LD eLQ

das substancias bioativas investigadas

Substancia Tempo de Equagao R? Faixa LD LQ
retencdo de linear (mg/ml (mg/ml
) )
(min) Regressio (mg/ml
)
Acido 4,4 y=2Xx 0,9991 0,10 - 0,025 0,075
107x
geneposidico +35196 0,80
*Epi-loganina 11,0 y=4x 0,9988 0,013 - 0,006 0,017
107x
- 688068 1,54
Mussaenoside 13,0 y=4x 0,9988 0,013 - 0,006 0,017
o 107x
- 688068 1,54
Acteosideo 19,3 y=5x 0,9941 0,10 — 0,039 0,117
107x
-3x10° 1,00
Tricina-7-0- 23,0 y=4x 0,9983 0,01 - 0,005 0,010
106x
diglicuronideo 0,68

LD = Limite de detec¢ao

LQ = Limite de quantificacao

*A curva de calibracdo do mussaenosideo foi utilizada para quantificacdo da epi-
loganina devido a similaridade estrutural entre esses iridoides.

As areas de cada composto presente nas amostras foram calculadas e utilizadas nas
respectivas equacoes da reta de cada substancia (Excel), a fim de obter a concentracdo dos
padrdes em cada amostra. A andlise estatistica das amostras foi realizada através do
calculo da média, desvio padrao e coeficiente de variacdao (%) das areas de cada pico dos

padrdes.

Analise estatistica
A andlise estatistica foi realizada através do uso do Statistical Package for the Social
Science - SPSS, uma ferramenta de facil manuseio que possibilita realizar anadlises
estatisticas e graficas utilizando uma grande amplitude de dados (SANTQOS, 2018).
Para este estudo, inicialmente foi tabulado a média mensal da concentracdo de cada

composto nos extratos em seu respectivo horario e inserido no software os valores das



concentracgdes. Em seguida foram selecionados os itens estatisticos desejados para realizar
as correlagdes. No caso da presente pesquisa foi utilizado a correlagdio de Pearson,
correlacionando a média da concentracdo dos metabdlitos com os dados meteorolégicos
obtidos no ano da coleta das amostras. Esses dados estdo apresentados na Table 1S (ano
2018/2019) e Table 2S (ano 2015) (material suplementar do artigo). Além disso, foi aplicada
a Andlise de Variancia - ANOVA, para comparar as médias e verificar se existe diferenca
significativa entre os diferentes grupos (comparacao das curvas de tendéncias com o gréfico

do EXCEL®).

Para correlacionar a variacdo dos metabdlicos secunddrios com as varidveis
climdticas foi aplicado a correlagdo de Pearson nos dados dos cinco compostos estudados.
Os valores obtidos apds os testes estdo dispostos na Table 3S (material suplementar do

artigo).
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Seasonal and circadian variation of non-volatile metabolites in Lippia alba leaves.
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Abstract

The present study describes the seasonal and circadian variations of the major
compounds from Lippia alba leaves. SPSS was used to identify, quantify, and associate
the variations in the secondary metabolites of this species through HPLC/DAD analysis
of the leaves hydroethanolic extracts of six selected L. alba specimens. For the circadian
study, the samples were collected at four different daily hours in each year's season. For
the seasonal study, the samples were collected monthly from the same individuals for
two consecutive years (2018 and 2019). These samples were analyzed and quantified
using a validated HPLC method for flavonoids, iridoids, and phenyl ethanoid glycoside.
Mussaenoside, acteoside, and tricin-7-O-diglucuronide showed a moderate positive
correlation between their biosynthesis and the precipitation index, while epi-loganin
had a moderate negative correlation. Acteoside showed a moderate positive correlation
between the minimum registered temperature and its production. Compared with
previous studies, a drastic reduction (about 95%) in the production of tricin-7-O-
diglucuronide compared with previous study and this difference could be attributed to
the plant's aging. Thus, the data demonstrated that lower temperatures and high rainfall
could favor the production of the major L. alba active compounds (acteoside and tricin-
7-O-diglucuronide) and that older plants harm their production.

Keywords: acteoside, Iridoids, liquid chromatography, natural products, rainfall,
temperature, tricin-7-O-diglucuronide.
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Introduction

Several factors influenced specialized
metabolite production, such as temperature,
altitude, humidity, rainfall, ultraviolet
radiation, soil and nutrient conditions,
seasonality, and the circadian cycle.[l
However, studies on the influence of these
factors on secondary metabolite production
have been conducted predominantly in many
marketable species from temperate regions
worldwide.>™ Lippia alba (Mill.) N.E. Br. Ex
Britton & P. Wilson (Verbenaceae) (Fig. 1) has
presented several pharmacological evidence of
its anxiolytic effect for treating insomnia. It is
native to America and occurs spontaneously in
Brazil in the Atlantic Forest. Unlike most
species currently used for these disorders it is
an accessible species to handle and cultivate.>-
I'In previous studies, acteoside (Fig. 2, 4) was
suggested to be a chemical marker of the
species, and the results of the Prediction of
Activity Spectra for Substances pointed it to a
possible anxiolytic action.!®! Consequently, this
species could be a promising medicinal plant
for obtaining herbal medicine for treating
insomnia and anxiety symptoms. Thus,
knowledge of the seasonal behavior in the
metabolite production of medicinal speciesis a
strategic element for obtaining adequate and
standardized vegetable raw materials to
obtain a quality herbal product meeting safety
and efficacy requirements. Because of the
scarcity of data about seasonality and circadian
rhythms variables, intending to optimize the
cultivation of this species, this study describes
the identification and quantification of L. alba's
main compounds (Fig. 2) in order to associate
the seasonal and circadian variation of this
species with supporting the development of
herbal medicine. This work describes a
seasonal and circadian phytochemical study of
the non-volatile compounds of Lippia alba to
obtain the raw material from this species with
higher levels of bioactive compounds, focusing
on the acteoside, due to its anxiety
properties. &2

Figure 1: Image of L. alba cultivated at UFBA
Figure 2 illustrates the phytochemical

structures of the compounds investigated in
this study.

geniposidic acid (1)

CO,CH;, CO,CH;,

d? d?
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Figure 2: Main non-volatile compounds
present in L. alba species

tricin-7-O-diglucoronide (5)

Results and Discussion

Phytochemical composition

The chemotype carvone-limonene of L. alba
presented the five main compounds (Figure 2).
However, the linalool chemotype presented
only geneposidic acid (1), acteoside (4), and
tricin-7-O-diglucuronide (5) (Supplementary
Material, Table 5S). Figure 3 shows the
representative HPLC of the extracts with the
main peaks detected for compounds 1-5. The
chromatogram shows the extract reaches

compounds absorbing in the selected
wavelength and corroborates 1-5 are
metabolites representatives of this
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chemotype.

Figure 3. Chromatogram of compounds
identified by HPLC-DAD (254 nm) of the
carvone-limonene chemotype.: 1-geneposidic
acid, 2-epi-loganin, 3-mussaenoside, 4-
acteoside, 5-tricin-7-O-diglucuronide.

Climatic factor interference

According to the National Institute of
Meteorology (INMET), Vitéria da Conquista
(BA)-Brazil presents a tropical climate of
altitude in which it has mild and dry winters
(temperature around 18 °C) and relatively hot
and rainy summers. Meteorological data show
that the total precipitation index had a
reduction of 37.6% from 2018 to 2019, and the
temperature fluctuated between months,
being higher in some months in 2019 (Support
Information Material, Tables 1S and 2S).[10.11]
The described compounds were quantified in
all prepared hydroethanolic extracts after
validation of the parameters (Support
Information, Table 4S). The relative yield of
each compound is expressed in Figures 4-9.
Pearson's  correlation  coefficient  was
employed to establish the variation in the
detected and quantified metabolites with
climatic variables. The following values were
used as reference: 0.10 - 0.29 as low, 0.30 -
0.49 as moderate, and values 20.50, high
correlation. In 2018, there was a moderate
positive correlation between the maximum
temperature and the production of
geneposidic acid (r=0.329) and mussaenoside
(r=0.382). However, there was a moderate
positive correlation between the minimum
temperature and the production of acteoside
(r=0.404) and tricin-7-O—diglucuronide
(r=0.397).

It is well-established that low-temperature

stress is one of the most critical limiting factors
for plant productivity and distribution
worldwide. Chilling injury is associated with
changes in membrane properties, such as
solute leakage, reduced transport across the
plasma membranes, malfunction of the
mitochondria  respiration, inhibition of
photosynthetic activities, and induction of
active oxygen species.['? However, in previous
studies, some metabolites show a positive
relationship with low temperatures, such as
artemisin in Artemisia spp., anthocyanins in
Nicotiana tabacum and Malus sp., and
phenolic metabolites in Arnica montana. The
production of these metabolites would be a
defense response to the high levels of active
oxygen species formed during lower
temperatures.['316] The high production of
acteoside and tricin-7-O-diglucuronide under
low temperatures as a protection mechanism
may explain the moderate positive correlation
observed for acteoside and tricin-7-O-
diglucuronide under these conditions. Because
these substances are the main components of
this species, it can be inferred that low
temperatures are advantageous for this
species in obtaining vegetable raw material
with a higher content of active ingredients.

Regarding precipitation, in 2018, there was a
high positive correlation for acteoside
(r=0.674) and tricin-7-O—diglucuronide
(r=0.713) and a moderate negative correlation
for epi-loganin production (r=- 0.441).
Concerning 2019, there was a moderate
negative correlation between the lowest
temperatures and the production of epi-
loganin (r= -0.355) and mussaenoside (r= -
0.304). Acteoside (r=0.412) and epi-loganin
(r=0.428) showed a moderate positive
correlation with precipitation. These results
are presented in the Supplementary Material
(Table 3S). Figures 4 and 5 show the
relationship  between precipitation and
acteoside and tricin-7-O—diglucuronide
biosynthesis in L. alba during 2018 - 2019.
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Relationship between precipitation and acteoside
production in 2018
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Figure 4: Local precipitation and acteoside
yields in 2018 and 2019.

Relationship between precipitation and tricin-7-O—diglucuronide
production in 2018
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Figure 5: Local precipitation and tricin-7-O—
diglucuronide yields in 2018 and 2019.

Circadian rhythm

Higher production of mussaenoside and epi-
loganin occurs between 6 pm and 10 pm and
tricin-7-O-diglucuronide at 10 am and 10 pm,
and during the summer season (Fig. 6). These
results indicate a positive relationship
between lower temperatures during this
period and the production of these

compounds, once in this region during these
months the temperature range from 15 to 32
°C.

Circadian study of L. alba bioactives over the
seasons (2018)
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Figure 6. Effect of circadian variation in the
species Lippia alba.

Previous studies dealing with the seasonal and
circadian behavior of some of the previously
investigated bioactive metabolites indicated
these variations were detected for flavonoids
and caffeoylquinic acids present in
Lychnophora ericoides leaves. The highest
concentrations of flavonoids are found in the
early evening (9 pm) during the summer (rain
season), and caffeoylquinic acids in the
afternoon (12 pm to 6 pm ) during the winter
(dry season and mild temperatures).['’l In
another study, iridoid content in Antirrhinum
majus also varies during the day. Although the
variation is substantial, no pattern was
observed.[8

Seasonal variation

For this kind of variation, a comparison of the
obtained data (2018 and 2019 in this study)
and previous results of 2015 was carried
out.[12201 We investigated the same population
of these species to verify the existence of
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patterns in the production of the compounds
over the years (Fig. 7).

Seasonal study of Lippia alba bioactives (2015)
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Seasonal study of Lippia alba bioactives (2018)
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Figure 7: Seasonal study of Lippia alba
bioactive carried out in 2015[2% 2018 and 2019

With the main objective of establishing the
best season of year and day period for
harvesting the species with the highest
acteoside production. Given the results
obtained, until now, it is not possible to
establish a pattern for acteoside production.
One hypothesis to justify this result is the
significant difference in rain precipitation
between 2018 and 2019. The Person's
correlation evaluation demonstrated a high
positive correlation between rain precipitation
and the production of acteoside and tricin-7-O-
diglucuronide (Support Information, Table 3S).
Possibly, the rainfall reduction impacted the
production of these metabolites and,

consequently, the lack of reproducibility of
their production in different years.

In studies that aim to determine the
seasonality of taxoids, with paclitaxel as the
primary target, changes in the concentration of
these compounds in Taxus brevifolia and T.
baccata are observed throughout the year.
However, it was not feasible to determine a
pattern of the observed variation due to
conflicting results in the literature.[?¥=2%] |n the
study with Gentiana lutea, the metabolites can
vary depending on the plant development
stage. In the flowering phase, the leaves are
rich in compounds with C-glycoside structures
(mangiferin and isoorientin), whereas the O-
glycoside structures (isoentisin-primeveroside
and isogentisin) mainly accumulate before
flowering.?! Another similar study could not
relate iridoid variation in Antirrhinum majus to
changes in abiotic conditions such as
temperature, insolation, humidity, or nutrient
availability.[8]

However, plant age seems to impact acteoside
and tricin-7-O-diglucuronide production (Fig.
8). The latter showed a significant reduction
from 2015 to 2019 (> 90%). In this aspect, the
results corroborate those previously found in
the species Lychnophora ericoides. There was a
pronounced reduction in the contents of all
secondary metabolites in  Lychnophora
ericoides on older leaves. This reduction was
more intense for chlorogenic acids and
flavonoids.l'”l The seasonal study carried out
with the Daucus carota species also identified
that flavonoid concentrations are higher in the
tissues of new leaves or new spring foliage.?”!
In the leaves of Plantago lanceolata L.
(Plantaginaceae), the older plants showed
concentrations of aucubin, catapol, total
iridoid glycosides, and nitrogen approximately
one-half that of plants harvested 6 weeks
earlier.[?8]
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Average variation of Lippia alba bioactives over
the years (2015, 2018 and 2019)
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Figure 8: L. alba phytochemical variation in
2015, 2018, and 2019

Due to the significant difference in rainfall
between 2018 and 2019, the data was
insufficient to correctly establish the
appropriate season for collecting this species.
That is why phytomedicines and natural
products are associated with variability in plant
metabolite levels, which can impact the safety
and reliability of these products. Thus, the best
practice is their cultivation in a controlled
environment with favorable geographical and
climatic conditions to produce homogeneous
phytoconstituents. Other possible variations
are the differences in soil quality and methods
of cultivated medicinal plants for secondary
metabolite extraction. Such consequences
result in discrepancies in yield reproducibility
and extractive composition of bioactive
phytometabolites from the same medicinal
plant species. Thus, the patient may not obtain
uniform and optimized bioactivity from the
same herbal formulations from different
batches.[>2°]

Because of the results obtained, we
concluded that other factors should be
investigated to determine which would have
the highest impact on acteoside production. In
the present study, we demonstrated that
lower temperatures and high rainfall could
favor the production of the major L. alba active
compounds (acteoside and tricin-7-O-
diglucuronide) and that older plants
harm their production.

Conclusion

Despite the lack of reproducibility in acteoside
production over the years, this study provided
new information showing the influence of
temperature, the plant collection period, and
the impact of plant age on the biosynthesis of
the main non-volatile metabolites of Lippia
alba. These data are relevant for its cultivation
with higher levels of bioactives. Knowledge of
seasonal and circadian variation and other
abiotic factors in plant bioactive production is
a relevant strategy to obtain better quality
herbal products. The variation in the
production of bioactive from plant species is a
challenging issue for extract standardization of
phytomedicines.

Experimental Section

Plant material, cultivation of seedlings, and
leaf extraction

The plant was cultivated at the Universidade
Federal da Bahia, Vitdria da Conquista city and
the respective voucher specimens are
deposited at the Herbarium Mongoyds of the
same university under (# 1536). The authors
have the authorization of access to the Genetic
Heritage Management Council with the
number code AAEFC3B. Plant seedlings of L.
alba linalool-eucalyptol and carvone-limonene
chemotypes had been planted in 2013 and
three individuals of each chemotype were
selected to conduct the seasonal and circadian
studies. Leaf samples of these individuals were
obtained monthly from January 2018 to
December 2019 (seasonal study) (120
samples). For the circadian study, we collected
the leaves of the same individuals at 6 am, 10
am, 2 pm, 6 pm, and 10 pm (120 samples) in
the four seasons in 2018. The extracts were
prepared using fresh leaves with 80% aqueous
ethanol as solvent using the maceration
method at room temperature. After 72 h, the
filtrate was evaporated using a rotary
evaporator under reduced pressure at 40 £ 5°C
and sequentially accurately weighting the
residue; this procedure was repeated
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twice. The extracts were redissolved in MeOH-
H,0 solution (1:9) to a final concentration of 10
mg ml™ and sonicated for 15 minutes at room
temperature. These solutions were
centrifuged at 4000 rpm for 20 min, and then
the supernatant portions were filtered through
a 0.45 um nylon membrane filter (Minisart,
Sartorius, Gottingen, Germany) before HPLC
analysis.

Chemicals Standard Solutions

Solvent for HPLC (methanol) was obtained
from JTBaker®. Formic acid was obtained from
CRQ ® (Diadema, Brazil). Ultrapure water was
produced by Milli-Qwater (millipore sas 67120
molsheim - France). Ethanol 95% was
purchased from Dinamica ®. Acteoside (95%)
was obtained from HWI group® and the
remaining analytical markers (geneposidic
acid, 8-epi-loganin, mussaenoside, and tricin-
7-O-diglucuronide) previously isolated by
Gomes et al 2% with a purity of 95% (HPLC)
using Silica CC (Column Chromatography),
Sephadex-LH20-CC and, semi-preparative
HPLC from the extracts.

HPLC-DAD analysis

These samples were analyzed using the
validated HPLC method 39 The analyses
were performed on an HPLC system (Shimadzu
LC-20AT) (DAD, online degasser, quaternary
pump) and managed by the software
LCSolutions®. Chromatographic profiles were
acquired in the wavelength range of 220-500
nm and were registered at 240, 254, 325, and
350 nm. The chromatographic separation
occurred on a Shim-pack CLC-ODS(M)® C18
Shimadzu (5 um, 150 mm x 4.6 mm), using
0.9% acetic acid (phase A) and MeOH (phase B)
as the mobile phase, with a flow rate of 0.9
ml/min and 20 pl of sample were injected. The
gradient started with 8:2 (A: B), with solvent B
progressively increasing to 55% at 30 and 98%
at 35 min; the stop time was 48 min. A post
time of 5 min for each run was performed. This
procedure was performed in triplicate. Table
4S (Supplementary material) presents the

method's validation parameters after the
International Conference on Harmonisation of
Technical Requirements for Registration of
Pharmaceuticals for Human Use - ICH
Harmonised Tripartite Guideline. B1]

Statistical analysis

The analysis was performed using the
Statistical Package for the Social Sciences —
SPSS (Version 27, 2020), an easy-to-use tool
that can analyze a large amount of data. For
this, the monthly average of each compound
was made at its respective time, and the
concentration values were entered into the
software. Finally, the desired statistical items
are selected, which, in the case of this
research, used Pearson's correlation
(correlation between meteorological data and
the production of metabolites) and ANOVA
(comparison of trend curves with the EXCEL®

graph).
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Graphical abstract

The graphical abstract displays the
phytochemical composition of the primary
metabolites under study, demonstrating their
respective structures and chromatograms. In
addition, we emphasize the key factors that
influenced the production of these substances
and the techniques used to conduct this
research.
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Support Information
Seasonal and circadian variation of non-volatile metabolites in Lippia alba leaves.

Girlane Oliveira Rocha ?, Caroline Scabini 2, Jayne Ferreira da Silva Oliveira @, Deborah Neres
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Maiara Prates de Almeida ?, Juliano Geraldo Amaral ¢, Jorge Mauricio David ?, Angélica
Ferraz Gomes <"

2 Instituto Multidisciplinar em Sadde. Universidade Federal da Bahia, 45029-094,
Vitéria da Conquista - Bahia — Brazil.

b |Instituto de Quimica, Universidade Federal da Bahia, 40170-280, Salvador — BA, Brazil
¢ Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia em Energia e Ambiente — INCT E&A,
Universidade Federal da Bahia, 40170-115, Salvador- BA, Brazil
(e-mail: licaferraz@yahoo.com.br)

Table 1S: Climate data from the municipality of Vitéria da Conquista-BA in 2018 and 2019.
Source: INMET (2023). [
Maximum temperature  Minimum temperature Accumulated rainfall

Month (+C) (-C) (mm)

Year 2018 2019 2018 2019 2018 2019
January 324 31.2 14.9 15.2 115.2 5.0
February 30.7 32.2 15.5 19.7 53.2 5.0
March 32.5 34.4 14.4 15.9 15.4 60.8
April 29.4 30.3 15.7 15.3 14.4 99.2
May 29.8 30.3 14.4 15.0 28.4 11.8
June 28.2 28.8 11.8 12.6 22.8 394
July 25.8 30.5 10.7 9.8 10.6 26.0
August 29.9 26.7 11.1 12.3 6.2 31.2
September 31.6 30.8 12.1 11.0 1.6 10.8
October 32.5 329 13.9 14.1 41.2 27.8
November 28.9 33.7 16.6 15.4 135.0 22.6

December 304 35.2 14.4 14.8 134.4 21.6


mailto:licaferraz@yahoo.com.br

Table 2S: Climate data from the municipality of Vitdria da Conquista-BA in 2015. Source:
INMET (2023). 1

Maximum Minimum Accumulated
Month .
temperature (°C) temperature (°C) rainfall (mm)
Year 2015

January 30.2 134 7.4
February 30.7 12.0 103.0
March 31.1 8.0 55.5
April 33.1 14.0 55.3
May 29.2 11.6 28.7
June 29.7 8.5 34.4
July 29.1 8.0 22.1
August 26.8 7.4 43.8
September 33.7 11.6 0.0
October 33.7 11.8 23.9
November 345 13.8 55.0
December 34.7 14.0 56.1

[1]  INMET, “Instituto Nacional de Meteorologia.,” https://www.cptec.inpe.br/previsao-
tempo/ba/vitoria-da-conquista, 2023.



Table 3S: Pearson correlation coefficients (r) of the major components of L. alba and climate

data from the municipality of Vitdria da Conquista-BA in 2018 and 2019.

Maximum Minimum Precipitation
Substances temperature (°C) temperature (°C) (mm)

Year 2018
Geneposidic acid 0.329 -0.224 0.027
Epi-loganin -0.311 -0.318 -0.441
Mussaenoside 0.382 -0.168 0.112
Acteoside -0.109 0.404 0.674*
Tricin-7-O- 0.217 0.397 0.713*
diglicuronide

Year 2019
Geneposidic acid 0.078 0.241 0.099
Epi-loganin -0.187 - 0.355 0.412
Mussaenoside -0.085 -0.304 0.211
Acteoside -0.121 -0.221 0.428
Tricin-7-O- - 0.240 -0.161 0.261
diglicuronide

p = -1 Means a negative correlation between the two variables

p = 0 It means that the two variables do not depend linearly on each other.

*Values indicate a strong correlation.

For all data, o = 0.05 was adopted p = 1 Means a positive correlation between the two variables.
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Table 4S- Regression equation, correlation coefficients, linearity ranges, LOD, and LOQ of the
investigated bioactive substances.

Substance  Retention Equation R?  Calibration LOD LOQ RSD

time range(mg (mg (mg (%)
(min) ml-1)  ml-1) ml-1)
Geneposidic 4.4 y=2x 09991 0.10-0.80 0.025 0.075 1.82
acid 107x +
35196
*Epi-loganin 11.0 y=4x 09988  0.013- 0.006 0.017 1.95
10" - 1.54
688068
Mussaenoside 13.0 y=4x 0.9988 0.013 - 0.006 0.017 1.95
10" - 1.54
688068
Acteoside 19.3 y =5x 09941 0.10-1.00 0.039 0.117 2.39
10’x -3
x 108
Tricin-7-O- 23.0 y =4x 09983 0.01-0.68 0.005 0.010 1.73
diglicuronide 108x

LOD = Limit of detection
LOQ = Limit of quantification
* The mussaenoside calibration curve was used for epi-loganin quantification due to the

structural similarity between these iridoids



Table 5S- Main constituents identified in the study of the leaves of two chemotypes of Lippia

alba.

Peak

Retention time (min) Substances

g B~ W N

Chemotype carvone-limonene

4.4 Geneposidic acid

11.0 Epi-loganin

13.0 Mussaenoside

19.3 Acteoside

23.0 Tricin-7-O-diglicuronide
Chemotyoe linalool-eucalyptol

4.4 Geneposidic acid

19.3 Acteoside

23.2 Tricin-7-O-diglicuronide
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Anexo - Normas para publicacdo na revista Chemistry & Biodiversity

O artigo cientifico deve ser escrito com os elementos na ordem a seguir:

e Pagina de titulo: Contendo (titulo, autores e autores correspondentes, departamento
e/ou instituicdes, enderego, e-mail e dedicatoria);

e Resumo: O resumo deve ser escrito com limite maximo de 150 palavras;

e Palavras-chave: deve conter entre 3 e 7 palavras-chave;

e Introducdo;

e Resultados e discussao;

e Conclusao;

e Seccdo experimental: (Procedimentos/dados experimentais essenciais. (Os dados de
caracterizacdo de novos compostos isolados devem ser fornecidos na Secdo
Experimental. Todos os outros dados de caracterizacdo, espectros originais, etc.,
devem ser fornecidos nas Informacgdes de Apoio.)

e Material Suplementar (opcional);

e Agradecimentos (opcional);

e Declaracdo de contribuicdo dos autores (obrigatdrio para publicacdo);

e Referéncias (ndo deve exceder 60 referéncias);

e Esquemas;

e Figuras: (Observacdo: ndo combine figura e legenda em uma caixa de texto ou quadro)

e Tabelas: (Observacgdo: ndo inclua a tabela em uma caixa de texto ou quadro);

e Graphical abstract: (E obrigatério para a publicagdo) no formato paisagem com uma
proporgdo de largura max.: 11,0 cm altura max.: 7,0 cm. A imagem deve fornecer
uma ideia clara acerca do contetido do artigo. Se possivel, fornega nomes de usuario
do Twitter do instituto e/ou pesquisador.

- Instrugdes sobre como incluir uma figura, esquema ou tabela com largura de coluna dupla:

e Ajuste as dimensdes dos graficos para representacdao de uma ou duas colunas. Para
figuras de uma coluna a largura devera ser de 8,19 cm, com resolucdo de 600 dpi, para
graficos de duas colunas deverad ter largura de 17,0 cm, com resolucdo de 600 dpi.

e O numero total maximo de figuras e esquemas juntos nao deve exceder 8.
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CONSIDERAGOES FINAIS

- Foi possivel demonstrar que temperaturas mais baixas e precipitacdes elevadas podem
favorecer o aumento da producdo dos principais compostos ativos de Lippia alba (acteosideo
e tricina- 7-O- diglucuronideo).

- A idade da planta também influenciou na producao dos compostos. Foi identificado que em
plantas mais velhas de Lippia alba a producdo dos compostos (acteosideo e tricina- 7-O-
diglucuronideo) podem cair drasticamente.

- Apesar de ndo conseguir observar um padrao estavel de producdo do acteosideo ao longo
dos anos, esta pesquisa forneceu informacgdes inéditas sobre a interferéncia de fatores como
a temperatura e a precipitacdo na biossintese dos principais metabdlitos ndo volateis de Lippia
alba.

- O vegetal depende de inimeros fatores e condicGes para seu crescimento, desenvolvimento
e reproducdo. Desta maneira, o conhecimento dos impactos da variagao sazonal e circadiana
dentre outros fatores abidticos na producdo da matéria-prima vegetal se tornam bastante
relevantes, principalmente, por auxiliar nas melhores tomadas de decisdao para obter um

produto final de qualidade.
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