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INFO ABSTRACT
Keywords Lavandula dentata residue: flavonoids, in vitro antioxidant activity and in silico simulation
biological capacity This study presents an integrative approach to characterize and determine the antioxidant
phenols activity of extracts of second lavender extraction (Lavandula dentata). The objective of this
sustainability study was to quantify the content of soluble solids as well as total flavonoids and

antioxidant activity of ethanolic and isopropyl extracts of L. dentata residue. In this work,
antioxidant activity assays, determination of total soluble solids and total flavonoids,
molecular docking simulation and UV-Vis spectrum were performed of ethanolic and
isopropyl extracts obtained from the residue from the steam distillation process of L.
dentata. The analysis of the UV-Vis spectrum revealed an expected pattern, the highest
content of soluble solids (59 mg/mL) and flavonoids (86.26 mg EQ/mL) was determined for
the isopropyl extract formulated with 10% of the residue, this same extract had the highest
antioxidant capacity (52%) in silico simulations revealed several hydrophobic interactions,
especially alkyl, and pi-alkyl of 1,8-cineol and a-pinene. These results corroborate the
statement that L. dentata is a promising source of compounds with antioxidant potential.

RESUMO
Palavras-chaves Este estudo apresenta uma abordagem integrativa para caracterizar e determinar a atividade
capacidade bioldgica antioxidante de extratos de segunda extracdo de lavanda (Lavandula dentata). O objetivo
fenois deste trabalho foi quantificar o teor de sélidos solveis bem como os flavonoides totais € a
sustentabilidade atividade antioxidante de extratos etan6licos e isopropilicos do residuo de L. dentata. Neste

trabalho, foram realizados ensaios de atividade antioxidante, determinacdo do teor de
solidos sollveis totais e flavondides totais, simulacdo de docking molecular e espectro UV-
Vis de extratos etanolicos e isopropilicos obtidos do residuo oriundo do processo de
destilacdo a vapor de L. dentata. A analise do espectro UV-Vis revelou um padréo esperado,
0 maior teor de sélidos soluveis (59 mg/mL) e flavondides (86,26 mg EQ/mL) foi
determinado para o extrato isopropilico formulado com 10% do residuo, esse mesmo
extrato apresentou a maior capacidade antioxidante (52%), os resultados de simulagdes in
silico revelaram varias interacdes hidrofébicas, especialmente alquil, e pi-alquil de 1,8-
cineol e a-pineno. Estes resultados corroboram a afirmagéo de que L. dentata é uma fonte
promissora de compostos com potencial antioxidante.
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INTRODUCAO

Em geral vegetais sdo importantes fontes de mo-
léculas biologicamente ativas oriundas de seu me-
tabolismo secundario, inUmeras séo as familias ve-
getais ricas em biomoléculas. A familia Lamiaceae
é fortemente documentada em termos de seu poten-
cial biologico, este grupo vegetal abriga importan-
tes géneros de plantas descritas como aromaticas e
medicinais, como Melissa sp., Rosmarinus sp., Sal-
via sp. (Cocan et al., 2018; Algieri et al., 2016).

Lavandula dentata é uma planta da familia La-
miaceae pertencente ao clado das angiospermas.
Originaria do sudeste e nordeste da Espanha, Gi-
braltar, noroeste da Africa, Etiopia, Israel, Jordania
e Peninsula Arabica, sendo naturalizada no Medi-
terrdneo, oeste da Australia, Nova Zelandia e Cali-
férnia. Planta aromatica perene que pode atingir até
1m de altura, o caule deste vegetal tem uma base
lenhosa, as folhas séo serrilhadas (com margens
"amassadas") de cerca de 3cm de comprimento.
Tem floragdo conspicua em espigas no topo de um
caule cinza-esverdeado, as flores sdo azul-violeta
(Lim et al., 2014).

Esta espécie medicinal é rica em diferentes fito-
quimicos pertencentes a varios grupos quimicos,
incluindo &cidos fendlicos, flavonoides e terpendi-
des, estes sdo caracterizados por vérias proprieda-
des biologicas e farmacol6gicas promissoras. De
fato, e mesmo em baixas concentracdes, os 6leos
essenciais (OEs) de L. dentata e extratos organicos
inibem especificamente enzimas, receptores de
membrana ou intracelulares, proteinas ou vias de
sinalizag&o envolvidas na génese de patologias in-
fecciosas (Bouyahya et al., 2023).

Compostos fendlicos encontrados em vegetais
representam uma vasta gama de moléculas com ca-
pacidade bioldgica, terpeno e compostos fendlicos.
Os flavonoides sdo conhecidos como uma classe de
compostos fendlicos que abrigam muitas moléculas
antioxidantes, como antocianinas e quercetinas. Es-

ses compostos secundarios atuam sequestrando ra-
dicais oxidantes ou ions metalicos quelantes (que
séo cofatores em processos oxidativos), prevenindo
ou reduzindo os déficits causados por processos
oxidativos. Alguns flavonoides tém sido relatados
para L. dentata, como luteolina 7-glicosideo, apige-
nina 7-glicosideo, luteolina 7-rutinosideo, vitexina,
vicenina-2, entre outros (Tungmunnithum et al.,
2018; Martins et al., 2018).

Os compostos encontrados podem flutuar quali-
tativa e quantitativamente, o que pode variar, por
exemplo, de acordo com a modelagem do processo
extrativo adotado, a modelagem permite estratégias
alternativas para avaliar a selecdo de condi¢des va-
ridveis do processo. Existem muitas técnicas extra-
tivas que podem ser usadas para produzir 6leos es-
senciais; entretanto, a técnica de destilacao a vapor
é a mais consolidada (Cassel et al., 2009).

Os processos extrativos geram muitos residuos
que ainda apresentam alta biodisponibilidade de
moléculas, portanto, através do alto potencial bio-
I6gico e composic¢do fitoquimica versétil das espé-
cies de Lavandula, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a atividade antioxidante de extratos etano-
lico e isopropilico obtidos por maceracdo dindmica,
derivados do residuo da primeira extracdo de L.
dentata pela técnica de destilacdo a vapor.

MATERIAL E METODOS
Obtencéo do material vegetal

As amostras de L. dentata organica foram doa-
das pela Lavandario — Lavandas de Cambuquira,
localizada na Rodovia Vital Brasil km 267, Estrada
da Boa Vista, Bairro Canta Galo, Cambuquira-MG
(21° 51' 08" S 45° 17" 45" W). O residuo utilizado
para a producdo dos extratos provem do processo
de destilacdo a vapor (Figura 1) das partes vegeta-
tiva (galhos, folhas) e reprodutiva (apéndices flo-
rais) para a producao do dleo essencial.

Legenda: 1. Cultivo e coleta do material vegetal; 2. Secagem; 3. Extracédo por destilacdo/arraste a vapor; 4. Obtencéo do 6leo essencial;
5. Residuo da extragdo empregado para produgédo dos extratos etanolico e isoprépilico
Figura 1 - Produgdo de o6leo essencial de L.dentata, da coleta ao residuo
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Preparacéo de extratos vegetais

Para o preparo dos extratos vegetais, inicial-
mente, a biomassa de L. dentata foi processada em
moinho de facas para obtencao de um po fino e ho-
mogéneo. Os extratos foram formulados a 5%
(m/m) e 10% (m/m) utilizando alcool etilico abso-
luto e alcool isopropilico absoluto como solventes.
Como método extrativo, adotou-se a extracdo por
maceracao dindmica, durante um periodo de 48 ho-
ras com 40 rota¢Bes por minuto (rpm) a 26°C. Em
seguida, foi realizada filtracdo a vacuo e os extratos
foram armazenados em frasco &mbar, protegido da
luz e refrigerado a 5°C.

Determinacéo do teor de sélidos solUveis totais

O teor de solidos soltveis foi determinado se-
guindo o método de secagem em estufa adotado por
Reis et al., 2021. A quantificacdo do teor de solidos
soltveis foi realizada em triplicata. Aliquotas dos
extratos foram adicionadas a béqueres com massa
registrada (m?) e levadas a estufa a 55 °C por 48
horas para secagem. Ap0s esse periodo, os béque-
res com extrato seco tiveram suas massas registra-
das (m?) e o teor de sélidos solUveis totais (Sst) foi
determinado em mg/mL pela equacao 1:

Sst=m?-m?

Determinac&o de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais foi determinado pelo
método de complexacao com cloreto de aluminio a
2% (AICls) (Savi et al., 2017). Uma curva metano-
lica de quercetina nas concentracgdes de 1,5 ug/mL,
3 ng/mL, 6 pg/mL e 12 ug/mL foi usada como pa-
drdo de referéncia, adicionando-se 4 mL de aliquo-
tas de soluc@es de quercetina e 4 mL de solugéo de
cloreto de aluminio em um tubo de ensaio, respec-
tivamente. Para a avaliagdo do grupo teste (extra-
tos), foi realizado 0 mesmo procedimento, substi-
tuindo as aliquotas de quercetina por aliquotas dos
extratos na concentracdo de 100 mg/mL. Os tubos
de ensaio permaneceram em repouso por 30 minu-
tos. As leituras foram realizadas em triplicata por
espectrofotometria (espectrofotdmetro BEL® mo-
delo UV-M51) a 425 nm. Com os valores de absor-
bancia obtidos, a equacdo da curva padrdo foi cal-
culada pelo método dos minimos quadrados. Os re-
sultados foram expressos em miligramas equiva-
lentes de quercetina por grama de extrato seco (mg

EQ/Q).

Avaliacdo da atividade antioxidante pelo
sequestro do radical DPPH

A capacidade antioxidante foi determinada pelo
método de captura do radical oxidante DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazila) utilizando solucdo etané-
lica 0,06 mM (Sabino et al., 2017). Aliquotas de

100 pL de extratos (amostra de ABS) na concentra-
¢do de 100 mg/mL foram pipetadas em tubos de en-
saio contendo 3,9 mL de solugdo etandlica do radi-
cal DPPH. Um controle (Control ABS) foi reali-
zado utilizando 100 pL do solvente no lugar do ex-
trato da planta. Os tubos foram mantidos longe da
luz por 30 minutos, ap6s 0s quais as amostras foram
analisadas por espectrofotometria (espectrofotome-
tro BEL® modelo UV-M51) no comprimento de
onda de 517 nm. As analises foram realizadas em
triplicata. Os valores de absorbancia obtidos foram
convertidos em porcentagem de inibigdo da ativi-
dade antioxidante (%) pela equagéo 2:

%I = ((Controle ABS — Amostra ABS)) / (Con-
trole ABS) x 100

Caracterizacdo do padrao quimico por
espectrofotometria UV-Vis

Para este ensaio, os extratos secos foram diluidos
em tubos de ensaio, obtendo-se solugdes etanolicas
na concentracdo de 50 mg/mL. A determinacdo foi
feita em espectrofotdometro UV-Vis (BEL® modelo
UV-M51) entre 190 nm e 400 nm com leituras re-
gistradas a cada 5 nm. Uma planilha Excel foi uti-
lizada para expressar os resultados e criar graficos
de regressao linear (Marcucci et al., 2020).

Simulagéo de acoplamento molecular

As coordenadas atdmicas 3D dos compostos tes-
tados foram projetadas utilizando o ChemDraw Ul-
tra 8.0. software. A otimizacdo da geometria foi re-
alizada por meio do campo de forca da mecénica
molecular (MMFF94) utilizando o software Avoga-
dro 1.2.0v (https://avogadro.cc/releases/avoga-
dro_120/). As cargas atbmicas parciais foram cal-
culadas empregando-se a metodologia semi-empi-
rica Austin Model 1 (AML1), implementada em MO-
APC2016 (http://openmopac.net/MO-
PAC2016.html), e posteriormente a otimizagdo da
geometria e as cargas atbmicas parciais eletrostati-
cas (CHELPG) foram calculadas usando o método
ab initio HF/6-31G* por ORCA 5.0.3 (https://orca-
forum.kofo.mpg.de/app.php/portal).

A partir dos compostos otimizados em energia
estes foram aproveitados para executar os estudos
de acoplamento molecular. O modelo de geometria
tridimensional do citocromo c peroxidase comple-
xada com ascorbato foi recuperado do Protein Data
Bank (PDB) (https://www.rcsbh.org/structure/2x08)
(PDB ID: 2X08, resolugéo 2.01 A) e utilizado como
referéncia de geometria para realizar o teste de va-
lidacdo de redocking. O alvo foi preparado pela re-
mocdo de heteroatomos (agua, ions, ligantes) e ve-
rificacdo de possiveis erros estruturais, especial-
mente aqueles localizados nos locais de reconheci-
mento a serem explorados neste estudo.
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O acoplamento molecular foi realizado empre-
gando-se o software AutoDock Tools-1.5.6
(https://autodock.scripps.edu/). Os compostos fo-
ram ent&o reacoplados representados por uma caixa
de grade com dimensdes 50x50%40 centrada nas
coordenadas X= -18,619, Y= 1,222, Z= 6,594. O
teste de validagédo do protocolo de redocking foi re-
alizado no mesmo software e alvo, porém utili-
zando o ascorbato como ligante. Cinquenta corridas
com dez poses resultantes cada uma foram geradas.
Os parametros do Algoritmo Genético foram man-
tidos como padrdo em ambos os estudos, e as pos-
turas resultantes do encaixe foram ordenadas de
acordo com seus valores de pontuacédo e analisadas
usando o programa de visualizagéo Discovery Stu-
dio Visualizer (https://discover.3ds.com/discovery-
studio-visualizer-download).

Todas as interagBes possiveis e a complementa-
ridade estérica obtida foram analisadas conside-

rando uma distancia méaxima de 3,0 A para as inte-
racOes de hidrogénio e um angulo minimo do doa-
dor de hidrogénio de 120¢ e aceitador de hidrogénio
de 90°C. Intera¢bes envolvendo sistemas de =« ele-
trénicos, como n-cation, n-empilhamento dipolo-
dipolo e ion-dipolo também foram consideradas, de
acordo com critérios pré-estabelecidos no pro-
grama Discovery Studio Visualizer.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Flavonoides, sélidos solUveis e atividade
antioxidante

Os valores encontrados para o teor de sélidos so-
laveis totais (mg/mL), flavonoides totais (mg
EQ/mL) e atividade antioxidante (%) est&o descri-
tos na Tabela 1.

Tabela 1 - Valores determinados para os teores de sélidos solUveis totais, flavonoides e atividade antioxidante

dos extratos avaliados

Extratos
Analises Etandlico 5% Isopropilico Etandlico Isopropilico
(média/desvio padréo) (m/m) 5% (m/m) 10% (m/m) 10% (m/m)
Sélidos soltveis (mg/mL) 56,840,001 52,840,003 57,140,001 59,040,003
Flavonoides (mg EQ/qg) 60,49+0,012 77,77+0,006 54,93+0,009 86,26+0,033
Ativ. antioxidante(%) 49+0,08 51+0,10 50+0,29 52+0,009

Com base nos resultados descritos na tabela
acima os maiores teores de sélidos soluveis totais,
flavonoides totais e atividade antioxidante foram
determinados para o extrato isopropilico produzido
com 10% e 5% (m/m) de residuo de L. dentata, res-
pectivamente. O extrato etanélico produzido com
5% do residuo apresentou o0 menor teor de flavonoi-
des e atividade antioxidante. Portanto, a extragéo
com solvente isopropilico mostrou-se promissora
na obtencéo de flavonoides e substancias antioxi-
dantes. Com relacéo a atividade bioldgica todas as
potencialidades bioldgicas de L. dentata estdo asso-
ciadas ao seu contetido metabodlico secundario, que
¢ composto principalmente por 1,8-cineol
(41,28%), mas outras moléculas também podem ser
encontradas, como sabineno, hexan-3-ol, 4-meti-
leno-1-(1-metiletil), mirtenal e a-pineno, além de
flavonoides e outras classes (Bajalan et al., 2016;
Dobros et al., 2022).

O teor de flavonoides encontrado neste trabalho
foi semelhante ao determinado em estudos com ou-
tras espécies componentes do género Lavandula
Imelouane et al., 2009; Vilema-Enriquez et al.,
2016). A atividade antioxidante para L. dentata foi
promissora considerando que foi realizada uma pri-
meira extragdo por arraste a vapor, suficientemente

eficaz na extracdo de boa parte das moléculas anti-
oxidantes, todavia, estes resultados mostram que o
residuo da primeira extracdo ainda possui capaci-
dade antioxidante, o que pode ser muito promissor,
especialmente para a industria de producéo de 6leos
e extratos vegetais que gera milhares de toneladas
de residuos todos os anos (Heimbach et al., 2016).

Além da capacidade antioxidante este vegetal
apresenta inimeros estudos que mostram o poten-
cial antifungico e antibacteriano contra, por exem-
plo, Fusarium oxysporum, Pseudomonas aerugi-
nosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Streptococcus Fasciens, entre outros (Imelouane et
al., 2009; Bouazama et al., 2017; EI Abdali et al.,
2022). L. dentata também ¢é relatada como um po-
tente fungistatico por retardar o crescimento mice-
lial vegetativo e, consequentemente, a producéo de
esporos por F. oxysporum (Reis et al., 2022). Esta
planta também é bem documentada por sua promis-
sora atividade larvicida contra importantes vetores,
como Culex pipiens (El-Akhal et al. 2021).

Os padrdes quimicos determinados para 0s ex-
tratos vegetais sdo mostrados nas Figuras 2 e 3. O
padréo UV-Vis foi similar nos extratos avaliados, o
que era esperado considerando as condigdes empre-
gadas para a extracdo bem como os solventes. A
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absorbancia expressa nas figuras abaixo é precisa-
mente a capacidade das moléculas de absorver luz
em um dado comprimento de onda. Interessante-
mente, os extratos etanolico e isopropilico produzi-
dos com 10% do residuo de L. dentata apresenta-
ram dois evidentes picos de absorbancia. Os maio-
res picos de absorbancia para os extratos etanolico
e isopropilico produzidos com 10% do residuo de
L. dentata estdo associados a maior massa do resi-
duo empregado para a producdo dos extratos, o que
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< 0,150
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reflete diretamente no quantitativo de metabdlitos
extraidos. Finalmente, verificou-se que todos os ex-
tratos apresentaram picos de absorbancia entre 290
nm e 340 nm. A técnica de espectrofotometria UV-
Vis é fortemente utilizada para avaliar extratos ve-
getais, pois a capacidade de absorbancia em deter-
minados comprimentos pode, por exemplo, revelar
a presenca majoritaria de determinados grupos qui-
micos, como flavonoides ou terpenos (Marcucci et
al., 2020).
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Figura 2 - a: Extrato etandlico produzido com 5% (m/m) de residuo; b: Extrato isopropilico produzido com 5%
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Figura 3 - a: Extrato etanélico produzido com 10% (m/m) de residuo; b: Extrato isopropilico produzido com

10% (m/m) de residuo

O peroxido de hidrogénio (H:0;) é uma
molécula capaz de induzir apoptose, por isso é
importante que seu nivel possa ser controlado. Para
tanto, a literatura descreve diversos mecanismos
(Heo etal., 2020; Andrés et al., 2022; Martins et al.,
2013), dentre eles a deteccdo do H.O, gerado a
partir da respiracdo mitocondrial. A citocromo ¢
peroxidase (CcP) é um sensor de H,O, a base de

heme mitocondrial que modula a defesa
antioxidante, para manter a homeostase reativa das
espécies de oxigénio. Os resultados para as
interacBes entre os residuos de aminoécidos estdo
resumidos na Tabela 2, e a conformacdo dos
ligantes com menor energia de acoplamento foi
adotada como critério.
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Tabela 2 - Interagdes dos residuos de aminodcidos

do citocromo c peroxidase (PDB ID: 2X08) no sitio ativo

Afinidade vinculativa, DG

Complexo (Kcal/mol)

Aminoécidos envolvidos e distancia (A) nas
interacdes ligante-alvo

1,8-cineol/2X08 -5.88

ARG48 (4,51), ARG48 (4,70), ALAL74 (4,86),
ALA174 (4,31), PRO44 (4,89), LEU177 (4,37),
VALA47 (4,14) VALAT (4,72), ARG48 (3,59),
PRO44 (5,35), ARG48 (3,43), ARG48 (4,27),
TRP5 (4,62), HIS175 (4,94), HIS175 (5,06),
PHE191 (5,25)

a-pineno/2X08 -5.72

VALA47 (5,09), ARG48 (4,71), ARG48 (3,68),

PRO44 (5,32), ARG48 (3.42), PRO44 (4,70),

VALA47 (3,37), LEU177 (3,62), HIS175 (5,04),
PHE191 (5,26), PHE191 (5,00)

Tendo em vista esses estudos e associando-0s
aos nossos resultados, e a outros achados da litera-
tura (Murphy et al. 2008) consideramos a CcP, um
alvo interessante para realizar simulagdes computa-
cionais, e tracar um potencial mecanismo molecu-
lar, no que diz respeito a agdo antioxidante dos prin-
cipais fitoquimicos presentes no extrato de L. den-
tata. Portanto, a abordagem de acoplamento mole-

Legenda: (A) Proje¢do 3D do fitoquimico 1,8-cineol e suas in
mico a-pineno e suas interagdes com os aminoacidos do sitio
orientacdo da melhor solugdo encontrada para o fitoquimico 1

cular foi empregada para verificar as possiveis in-
teraces dos ligantes com o sitio ativo da CcP. A
estrutura cristalina do CcP recuperado do Protein
Data Bank (PDB ID: 2X08) é complexada com as-
corbato, uma substancia amplamente conhecida por
suas propriedades antioxidantes REFs. Estudos
mostram que a bolsa de ligacdo para ascorbato €
composta pelos residuos Asp37, Val45, Argl84,
Lys179 e Leul77 (Shehab et al., 2022).

teragBes com os aminoacidos do sitio ativo. (B) Projecdo 3D do fitoqui-
ativo. (C) Representacdo em fita solida para ccp, mostrando o perfil de
,8-cineol. (D) Representagdo em fita sdlida para ccp, mostrando o perfil

de orientag@o da melhor solugéo encontrada para o fitoquimico a-pinene

Figura 6 - Representacdo da estrutura 3D do modo

de ligacdo de compostos na bolsa ativa do receptor CcP
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Os resultados das simulagdes de acoplamento
descritos na Tabela 2 e Figura 6 mostram que 0s
dois fitoquimicos com maior potencializacéo de in-
teracdo no sitio ativo foram o 1,8-cineol e 0 a-pi-
neno. Adicionalmente, os resultados revelaram vé-
rias interacdes hidrofdbicas, especialmente alquil, e
pi-alquil de 1,8-cineol e a-pineno. Interacdes inter-
moleculares, como as hidrofébicas, séo elementos-
chave na estabilizacéo de ligantes energeticamente
favorecidos em ambientes proteicos e abertos. Re-
sumidamente, os resultados mostraram que tanto os
fitoquimicos 1,8-cineol quanto o a-pineno obtive-
ram os melhores resultados de escore apresentaram
interacBes com o amino&cido critico LEU177.

Composto fendlicos como flavonoides séo po-
tentes antioxidantes, os extratos aqui estudados
apresentaram baixo contetdo de flavonoides se
comparado a outros vegetais com potencial antio-
xidante (Dias et al., 2021; Scalber et al., 2005),
logo, assume-se que a capacidade antioxidante esta
relacionada a outras classes metabdlicas ja encon-
tradas em L. dentata, como os terpenos 1,8-cineol e
a-pineno, que se demonstraram promissores nas si-
mulagdes in silico frente a enzima citocromo c pe-
roxidase (CcP).

CONCLUSOES

Os extratos formulados a partir do residuo de pri-
meira extracdo de Lavandula dentata, apresentam
atividade antioxidante in vitro. Ainda, simulacgdes
in silico demonstraram a capacidade antioxidante
dos terpenos 1,8-cineol e a-pineno, fortemente re-
latados para esta planta. Assim, a Lavandula den-
tata pode ser considerada uma importante fonte de
antioxidantes possivelmente ndo relacionados a fla-
vonoides.
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