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RESUMO 

 

Verbena minutiflora (Verbenaceae) é uma planta conhecida popularmente 

como gervão, muito consumida como infusão (chá) e é frequentemente 

utilizada para o tratamento de diversas doenças, no entanto, até o momento 

não existe validação química e farmacológica que subsidie as suas aplicações 

terapêuticas. A análise da composição química, teor de fenólicos totais, 

flavonoides e da atividade antioxidante nesta espécie é de grande importância. 

As partes aéreas da V. minutiflora (folhas, flores e caules) e infusões foram 

monitoradas por quatro anos consecutivos. Os extratos etanólicos da folha e 

flor apresentaram em média teores de fenólicos e flavonoides 

significativamente maiores que o extrato etanólico do caule e da infusão 

independentemente do ano de coleta, mas a infusão apresentou um potencial 

antioxidante. A composição química foi elucidada por meio de HPLC-DAD e 

LC-ESI-MS/MS, os fenilpropanoides, verbascosídeo e isoverbascosídeo e o 

iridoide hastatosídeo foram identificados através da interpretação e 

comparação de seus dados de UV e de ESI-MS/MS com a literatura. Um 

estudo de validação in house demonstrou boa exatidão e precisão para 

determinar os compostos bioativos em V. minutiflora por HPLC-DAD. O teor de 

fenilpropanoides variou nos extratos (para folhas 139,70 - 221,20 mg/g, flores 

106,43-227,22 mg/g, para caules 42,18 - 56.48 mg/g). O verbascosideo estava 

em maior concentração nos extratos de folhas (87,66 - 136,16) mg/g e flores 

(58.12 - 148,96) mg/g do que nos caules (19,24-24,62) mg/g. Iridoides em 

extratos foram: folhas (46,60-54,79) mg/g, flores (55,88 - 93,87) mg/g e caules 

(40.05 a 61.74) mg/g. Altos níveis de iridoides (314.70 - 415,10) µg/mL, 

fenilpropanoides (1996.39 - 2.674,13) µg/mL e verbascosideo (1029.38 - 

1.456,42 µg/mL) em infusões corroboram para o uso popular de consumir V. 

minutiflora. O conteúdo de íons metálicos apontou que a Verbena minutiflora é 

rica em K, Ca, Na e Mg. A análise no modelo de diurese aguda em ratos 

demonstrou que a fração acetato de etila e a infusão da Verbena minutiflora 

possuem atividade diurética.  
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ABSTRACT 

 

Verbena minutiflora (Verbenaceae) is popularly known as gervão. It is 

consumed as an infusion for the treatment of various diseases. However, so far 

there is no pharmacological or chemical validation to support its therapeutic 

applications. Therefore, the analysis of the chemical composition and 

pharmacological activities of V. minutiflora is of paramount importance. In this 

study, extracts and infusions of the aerial parts of V. minutiflora (leaves, flowers 

and stems) were analysed during four consecutive years. Extracts of leaves and 

flowers had significantly higher phenolic content and antiradical capacity than 

stems regardless of the year of collection. The infusions of leaves presented 

constant composition throughout the studied period with high levels of bioactive 

compounds and high antioxidant potential. The chemical composition was 

elucidated by HPLC-DAD and LC-ESI-MS/MS. The phenylpropanoids, 

verbascoside and isoverbascoside and the iridoid hastatoside were identified by 

interpretation and comparison of its UV and ESI-MS/MS spectra with data from 

literature. An in house validation study showed good accuracy and precision to 

determine the bioactive compounds in V. minutiflora by HPLC-DAD. 

Phenylpropanoids varied in extracts (leaves 139.70 to 221.20 mg/g, flowers 

106.43 to 227.22 mg/g, stems 42.18 to 56.48 mg/g). Verbascoside was in 

higher concentration in extracts of leaves (87.66 – 136.16) mg/g and flowers 

(58.12 – 148.96) mg/g than in stems (19.24 – 24.62) mg/g. Iridoids in extracts 

were: leaves (46.60 − 54.79) mg/g, flowers (55.88 − 93.87) mg/g and stems 

(40.05 to 61.74) mg/g. High levels of iridoids (314.70 − 415.10) µg/mL, 

phenylpropanoids (1996.39 − 2674.13) µg/mL and verbascoside (1029.38 − 

1456.42 µg/mL) in infusions support the popular consume of V. minutiflora. The 

content of metal ions pointed out that Verbena minutiflora is rich in K, Ca, Na 

and Mg. The analysis in acute diuresis model in rats has shown that ethyl 

acetate fraction and infusion Verbena minutiflora has diuretic activity.  
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1. Introdução 

1.1. Plantas Medicinais e Fitoterápicos  

 

Há milhares de anos, o homem vem utilizando as plantas medicinais 

para o tratamento de diversas patologias (Gurib-Fakim, 2006). O uso de 

plantas medicinais na cura de enfermidades é uma forma antiga de tratamento 

fundamentada em informações provenientes de sucessivas gerações, os povos 

mais antigos, através de observações e experimentações sabiam que algumas 

plantas continham princípios ativos com poder curativo no combate às doenças 

(Dantas & Guimarães, 2006; Pinto et al., 2006; Tresvenzol et al., 2006; Ceolin 

et al., 2011; Pires et al., 2014). 

  A cultura popular brasileira é particularmente rica na utilização de 

plantas medicinais. O Brasil possui uma grande biodiversidade vegetal  e 

conhecimento popular em relação as plantas, é o país com a maior 

biodiversidade do planeta. Estimativas indicam que o número de espécies de 

plantas conhecidas no Brasil é de aproximadamente 210.000, que é igual a 

aproximadamente 13% da biota do mundo (Mendes & Carlini, 2007, 

Nascimento, et al., 2011).    

Uma pesquisa da Organização Mundial da Saúde (OMS) indicou que 

cerca de 70-80% da população mundial dependem da medicina não-

convencional, principalmente através de plantas medicinais para os cuidados 

primários à saúde e muitas vezes é o único recurso terapêutico disponível para 

determinadas comunidades (Arceusz et al., 2010).   

A OMS define planta medicinal como sendo “todo e qualquer vegetal que 

possui, em um ou mais órgãos, substâncias que podem ser utilizadas com fins 

terapêuticos ou que sejam precursores de fármacos semi-sintéticos” (Pinto et 

al., 2006). 

 Os compostos que atribuem às plantas medicinais suas propriedades 

terapêuticas são denominados princípios ativos, uma vez que são estes os 

responsáveis pela ação no organismo exercendo efeito farmacológico. O uso 

de plantas como medicamento, para o tratamento ou prevenção de doenças, 

se deve a presença de metabólitos especializados, geralmente de grande valor 

terapêutico, sintetizados pelas plantas. São inúmeros os exemplos de 
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medicamentos que foram desenvolvidos, diretos ou indiretamente, de fontes 

naturais, especialmente de plantas, como a morfina (Papaver somniferum), a 

digoxina (Digitalis sp.), o taxol (Taxus brevifolia), o quinino (casca da 

Chinchona sp), a vincristina e a vinblastina (Catharanthus roseus), dentre 

outros (Calixto, 2001; Newman et al., 2003; Boldi, 2004). Cerca de 50% das 

drogas aprovadas durante 1981-2006 foram diretamente ou indiretamente, 

derivada de produtos naturais (Bonifácio et al., 2014). 

As plantas medicinais podem servir como ponto de partida para o 

desenvolvimento de novos medicamentos e o seu uso para o tratamento de 

diversas doenças vem aumentando em todo o mundo devido à facilidade de 

acesso e os baixos efeitos colaterais apresentados (Başgel & Erdemoglu, 

2006).   

Ao longo do tempo têm sido registrados variados procedimentos clínicos 

tradicionais utilizando plantas medicinais. Apesar da grande evolução da 

medicina alopática, ainda existem obstáculos básicos na sua utilização pelas 

populações carentes, que vão desde o acesso aos centros de atendimento 

hospitalares à obtenção de exames e medicamentos. Estes motivos, 

associados com a fácil obtenção e a grande tradição do uso de plantas 

medicinais, contribuem para sua utilização pelas populações dos países em 

desenvolvimento (Veiga-Junior et al., 2005). 

A importância das plantas medicinais para a população tem sido 

demonstrada por estudos etnobotânicos realizados em diversas regiões 

brasileiras, abrangendo os biomas como a Amazônia, Caatinga, Cerrado, Mata 

Atlântica e Pantanal. Cada bioma possui diferentes características e uma 

grande biodiversidade de plantas medicinais com potencial terapêutico que 

ainda não foram descobertas (Coelho-Ferreira, 2009; Marinho et al., 2011; 

Oliveira et al., 2011; Evangelista et al., 2013).  

Grande parte da comercialização de plantas medicinais é feita em 

farmácias e lojas de produtos naturais, onde preparações vegetais são 

comercializadas com rotulação industrializada. Em geral, essas preparações 

não possuem certificado de qualidade e são produzidas a partir de plantas 

cultivadas, o que descaracteriza a medicina tradicional que utiliza, quase 

sempre, plantas da flora nativa. É cada vez mais frequente o uso de plantas 
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medicinais. Estas são comercializadas apoiadas em propagandas que 

prometem “benefícios seguros, já que se trata de fonte natural”. Muitas vezes, 

entretanto, as supostas propriedades farmacológicas anunciadas não possuem 

validade científica, por não terem sido investigadas, ou por não terem tido suas 

ações farmacológicas comprovadas em testes científicos pré-clínicos ou 

clínicos (Veiga-Junior et al., 2005). 

Atualmente, o desenvolvimento de fitoterápicos tem recebido muita 

atenção tanto por parte da comunidade científica, quanto pelas indústrias 

farmacêuticas. Apesar da grande aceitação e seu extenso uso terapêutico pela 

população em geral, existem relativamente poucas plantas medicinais 

avaliadas cientificamente, sendo, dessa forma, necessários estudos mais 

detalhados no sentido de verificar e assegurar sua qualidade, segurança e 

eficácia (Veiga-Junior et al., 2005). 

Segundo a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), 

“fitoterápicos são medicamentos preparados exclusivamente com plantas ou 

parte de plantas medicinais (raízes, cascas, folhas, flores, frutos ou sementes, 

que possuem propriedades reconhecidas de cura, prevenção ou tratamento 

sintomático de doenças”. Em razão disso, as plantas medicinais estão cada vez 

mais sendo valorizadas pelo seu poder terapêutico pesquisado e ratificado pela 

ciência com isso vem crescendo sua utilização através de recomendações de 

profissionais da saúde (Arnous, et al., 2005). 

Não são considerados como fitoterápicos medicamentos que em sua 

composição incluam quaisquer substâncias ativas, ainda que de origem 

vegetal, isoladas ou mesmo suas misturas, ou compostos químicos sintéticos 

de atividade conhecida (ANVISA, 2004). 

As plantas medicinais, como recurso terapêutico, despertam o interesse 

para as investigações no intuito de desenvolver fitoterápicos, de documentar as 

plantas, compreender como elas são percebidas nas comunidades, identificar a 

importância delas no contexto da medicina tradicional e de sua incorporação no 

setor de saúde pública, principalmente na Atenção Primária à Saúde no âmbito 

do Sistema Único de Saúde (SUS) (Bittencourt et al., 2002; Pires et al., 2014).  

Ao reconhecer a importância do uso de plantas medicinais junto à 

população brasileira, o governo federal legalizou a fitoterapia no Sistema Único 
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de Saúde (SUS), em 2005. A Política Nacional de Medicina Natural e Práticas 

Complementares no SUS foi renomeada, posteriormente, como Política 

Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos (PNPMF) (Brasil 2005; 2006). A 

PNPMF foi avaliada pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), 

que normatizou registros de medicamentos fitoterápicos. As normas da 

ANVISA foram avaliadas pelo grupo de Carvalho e colaboradores (2011), que 

atualizou os requisitos para comprovar a segurança e eficácia de 

medicamentos. A incorporação da prática integrativa da fitoterapia no SUS 

culminou na necessidade de pesquisas nessa área com o intuito de enriquecer 

o conhecimento dos profissionais da saúde, além de tornar as práticas 

fitoterápicas mais seguras e eficazes (Calixto, 2000; Pires et al., 2014). 

No Brasil, resoluções da Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA), de 16 de março de 2004 visam à normatização do registro de 

medicamentos fitoterápicos. A Resolução-RDC N° 48 determinam que todos os 

testes referentes ao controle de qualidade de fitoterápicos deverão ser 

realizados em rede credenciada, os fitoterápicos tradicionais, deverão 

apresentar, no primeiro protocolo de renovação, uma série de relatórios que 

atestem a segurança, eficácia e as normas de produção e controle de 

qualidade. Entre as exigências da Resolução-RDC no. 48 estão à necessidade 

de controle de qualidade do produto acabado, com métodos analíticos que 

incluam perfis cromatográficos e resultados de prospecção fitoquímica, além de 

comprovação de segurança de uso, incluindo estudos de toxicidade pré-clínica 

(ANVISA, 2004). 

Estudos multidisciplinares envolvendo biólogos, químicos e 

farmacologistas são necessários para que sejam ampliados os conhecimentos 

das plantas medicinais, como agem, quais são os seus efeitos tóxicos, como 

seriam suas interações com os medicamentos alopatas e quais as estratégias 

mais adequadas para o controle das plantas medicinais (Veiga-Junior et al., 

2005).  
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1.1.2. Gênero Verbena 

 

 A família Verbenaceae compreende aproximadamente 100 gêneros e 

2000 espécies, distribuídas por todo mundo, sendo encontrada principalmente 

nas zonas temperadas, tropicais e subtropicais, dentre eles o gênero Verbena, 

com aproximadamente 250 espécies distribuídas preferencialmente nas 

regiões tropicais e temperadas da América. Espécies de Verbena são 

encontradas na região andina do Chile ao Peru, Guianas, Venezuela, Argentina 

e regiões Sudeste e Sul do Brasil (Bonzani et al., 2003; Souza et al., 2005).    

No Brasil podem – se encontrar pelo menos 14 gêneros desta família, 

dos quais os representantes desta vão desde árvores de grande porte como a 

Tectoma grandis L., até ervas como a Verbena officinalis L., sendo o gênero 

Verbena considerado o maior (O'Leary et al., 2010).  

 As propriedades medicinais desta família são destacadas como 

digestiva, antidiabética, antimalárica, antiúlcera e antiinflamatória (Leitão et al., 

2009; Dornas et al., 2009; Mariath et al., 2009; Jesus et al., 2009). 

  As plantas do gênero Verbena crescem amplamente em todas as 

regiões de diferentes temperaturas em todo mundo, sendo utilizada na 

medicina popular para o tratamento de diversas patologias (Akerreta et al., 

2007). 

 O gênero Verbena compreende plantas medicinais usadas 

tradicionalmente por causa dos seus efeitos diuréticos, expectorantes e efeitos 

anti-reumáticos (Schönbichler et al., 2013). Para extratos de plantas do gênero 

Verbena já foram relatadas atividades antibacteriana (Hernández et al., 2000), 

antifúngica (Casanova et al., 2008), anti-inflamatória (Deepak & Handa, 2000; 

Calvo, 2006; Speroni et al., 2007), analgésica (Calvo, 2006) e antioxidantes 

(Casanova et al., 2008; Rehecho et al., 2011; Bilia et al., 2008).   

 Várias espécies de Verbena foram investigadas previamente e foram 

encontrados metabólitos secundários pertencentes às várias classes químicas, 

como flavonoides, ácidos fenólicos, iridoides, fenilpropanoides, 

verbenachalconas e triterpenos. Alguns destes compostos, especialmente os 

flavonoides demonstraram propriedades antiinflamatórias e anticancerígenas, 
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bem como antibacteriana, antiviral, antialérgica, vasodilatadora, antitrombótica 

e antioxidante (Calvo, 2006, El-Hela et al., 2010).  

 A planta Verbena officinalis L. foi amplamente estudada por diversos 

pesquisadores, cujos estudos apontam que a principal classe de compostos 

das plantas deste gênero é a dos fenilpropanoides, sendo o verbascosídeo, 

juntamente com seus isômeros (isoverbascosídeo e β-OH-verbascosideo), os 

compostos mais abundantes. Iridoides como o hastatosideo e a verbenalina, 

bem como flavonoides derivados da luteolina e apigenina são também 

encontrados (Bilia et al., 2008). Todos estes compostos estão representados 

na figura 1.1.  

 

 

Figura 1.1 – Principais compostos encontrados em plantas do gênero Verbena. 
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O iridoide verbenalina e o fenilpropanoide verbascosídeo são os 

principais constituintes, além de participar em alguns dos efeitos acima 

mencionados, a verbenalina promove efeito hepato-protetor e para o 

verbascosídeo uma atividade neuro-protetora foi provada (Schönbichler et al., 

2013).   

Estudos nos extratos aquosos de V. officinalis demonstraram atividade 

neuroprotetora. Os efeitos neuroprotetores são aqueles que aumentam o 

nascimento e permitem a sobrevivência dos neurônios. As análises foram 

realizadas in vitro sobre a cultura de neurônios corticais e com diferentes 

concentrações dos extratos. Os resultados demonstraram que os extratos 

aquosos das partes aéreas exibiram uma neuroproteção contra o estresse 

biológico causado pelo peptídeo β-amiloide, que é conhecido por ser um dos 

fatores tóxicos que desencadeia a morte dos neurônios na doença de 

Alzheimer, sugerindo que os compostos presentes na V. officinalis podem atuar 

como agentes que combatem doenças neurodegenerativas (Lai et al., 2006). 

 O extrato metanólico das folhas de V. officinalis demonstrou atividade 

antiinflamatória quando aplicado em modelos in vivo, no teste do edema de 

pata induzido por carragenina e ação analgésica em modelos de atividade 

antinociceptiva no teste da formalina. Os ensaios para analisar as propriedades 

antiinflamatória na forma tópica da espécie vegetal V. officinalis mostraram que 

um preparo tópico com no mínimo 3% de extrato metanólico da planta 

apresenta efeitos antiinflamatórios e analgésicos, podendo ser utilizado em 

tratamentos de locais inflamados (Deepak & Handa, 2000; Calvo, 2006). 

  A atividade antifúngica das folhas de V. officinalis foi estudada através 

da inibição in vitro da cultura de Alternaria alternata, Botrytis cynerea, 

Penicillium expansum e Rhizopus stolonifer, testadas com três diferentes 

extratos, algumas frações de extratos e compostos puros. Nenhum dos três 

extratos demonstrou uma inibição significativa contra a A. alternata e B. 

cynerea, sendo o extrato obtido com 50% de metanol o que apresentou maior 

atividade contra a P. expansum e R. stolonifer (Casanova et al., 2008). 

Extratos aquosos e hidroalcoólicos de V. officinalis foram obtidos e 

caracterizados através da análise por meio de HPLC-DAD e LC-MS permitindo 

a detecção e identificação de três iridoides, hastatosideo, verbenalina e 
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aucubina, quinze flavonoides e quatro derivados de ácidos fenólicos, onde 

quatro flavonoides e dois derivados de ácidos fenólicos foram identificados pela 

primeira vez nessa planta, sendo eles respectivamente, scutellarein 7-O-

diglucuronide, scutellarin 7-O-glucoronide, pedalitin 6-galactoside, scutellarein 

7-glucoside, ácido 1’,5’-O-dicafeoilquinico e o ácido 4’,5’-O-dicafeoilquinico 

(Rehecho et al., 2011). 

 As estruturas químicas dos dois derivados de ácidos fenólicos estão 

representadas na figura 1.2.  

 

Figura 1.2 – Estrutura química dos ácidos 1’,5’-O-dicafeoilquinico e  4’,5’-O-dicafeoilquinico 
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Em relação à atividade antioxidante, o extrato hidroalcoólico das folhas 

de V. officinalis apresentou uma melhor atividade quando comparada com a 

solução aquosa da mesma. Os compostos fenólicos, principalmente os 

flavonoides, desempenham um grande papel na atividade antioxidante. O 

fenilpropanoide verbascosídeo é apontado como o principal composto 

responsável pela atividade antioxidante de V. officinalis, juntamente com os 

outros compostos que são encontrados em menor proporção como luteolina-7-

glucosido, ácidos 1’,5’-O-dicafeoilquinico, 4’,5’-O-dicafeoilquinico e 

isoverbascosídeo, onde a atividade antioxidante foi demonstrada anteriormente 

(Bilia et al., 2008; Rehecho et al., 2011). 

Com relação ao estudo da composição mineral dos extratos de V. 

officinalis é relatado que o macronutriente mais abundante presente é o 

potássio, seguido do fósforo, cálcio e magnésio, enquanto o sódio está em 

baixa concentração (Rehecho et al., 2011). 

A Verbena littoralis é considerada o tipo mais comum de Verbena 

encontrada na América do Sul, seu aspecto morfológico é variável e também a 

sua distribuição, consequentemente numerosas categorias infraespecíficas 

foram reconhecidos e descritos, gerando uma grande quantidade de nomes, 

considerados sinônimos científicos (O'Leary et al., 2010). A morfologia da V. 

littoralis é muito similar ao da Verbena minutiflora, planta que é o objeto de 

estudo desta pesquisa, o aspecto morfológico da V. littoralis é demonstrado na 

figura 1.3. 

 

Figura 1.3 – Aspecto morfológico da Verbena littoralis (Fonte: O'Leary et al., 2010). 
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 Dois novos iridoides foram isolados das partes aéreas da V. littoralis e 

identificadas por meio de análise de dados espectrais por ressonância nuclear 

magnética, 6S-hydroxy-8S-methyl-4-methylene-hexahydro-cyclopenta[c]pyran-

3-one(1) e 6S,9S-dihydroxy-8S-methyl-4-methylene-hexahydro-

cyclopenta[c]pyran-3-one (2) (Castro-Gamboa & Castro, 2004).   

 Ambos compostos mostraram moderada atividade antibacteriana, 

realizadas in vitro contra bactérias gram-positivas e negativas, bem como 

atividade peristáltica intestinal moderada in vivo em ratos e também 

apresentaram moderada atividade antioxidante (Castro-Gamboa & Castro, 

2004). A estrutura química dos dois novos iridoides esta representada na figura 

1.4.  

 

Figura 1.4 – Estrutura química dos iridoides isolados das partes aéreas da Verbena littoralis. 
(Fonte: Castro-Gamboa & Castro, 2004). 

 

A Verbena minutiflora Briq. ex Moldenke (Verbenaceae), mostrada nas 

figuras 1.5 (A) e (B), é uma espécie típica da região sul do país e é conhecida 

popularmente como gervão. Esta planta é consumida geralmente como infusão 

(chá). A principal indicação popular é como diurético e também para o 

tratamento de diversas patologias como a hipertensão. No entanto, inexiste 

validação química e farmacológica que subsidie suas aplicações terapêuticas 

popularmente disseminadas. Assim, a caracterização química, qualitativa e 

quantitativa, dos princípios ativos presentes em espécies de Verbena é de 

grande importância. 
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Figura 1.5 – Partes aéreas da Verbena minutiflora (A e B), Foco das flores (C)  
(Fonte: Kelly C. N. Soares, 2009). 
 

Mesmo com a falta de estudos referentes à espécie V. minutiflora, 

devido às plantas do gênero Verbena possuem forte efeito farmacológico, a 

espécie em estudo possui características semelhantes às demais espécies do 

gênero. Desta forma se faz necessário analisar a composição química desta 

planta, bem como as propriedades exercidas por esta quando utilizada como 

fonte para o tratamento de algumas patologias. Estabelecer um padrão de 

qualidade para a V. minutiflora e seus extratos é importante e necessário para 

garantir o seu uso de forma segura e eficaz.  

   

 



33 

 

1.2. Objetivos 

1.2.1. Objetivo Geral 

 

 Considerando que as espécies do gênero Verbena são 

farmacologicamente potentes e que não há estudo químico referente às partes 

aéreas (folhas, flores, caule) da Verbena minutiflora, que são as partes da 

planta utilizadas com fins medicinais, este trabalho tem como objetivo principal 

realizar o estudo da composição química e atividade farmacológica das partes 

aéreas de Verbena minutiflora. 

 

1.2.2. Objetivos Específicos 

 

 Identificar e quantificar os principais metabólitos especializados presentes 

nos extratos e infusões das partes aéreas de Verbena minutiflora; 

 Avaliar o potencial antirradicalar, teores de fenólicos totais e flavonoides do 

extrato, frações e infusões da Verbena minutiflora; 

 Investigar a variabilidade do perfil químico de extratos de Verbena 

minutiflora; 

 Validar um método de HPLC-UV para determinação dos principais 

metabólitos especializados (fenilpropanoides e iridoides) em amostras da 

Verbena minutiflora; 

 Aplicar o método HPLC-UV desenvolvido e validado para a determinação 

dos teores de compostos bioativos em extratos e infusões de Verbena 

minutiflora 

 Quantificar minerais essenciais e tóxicos em amostras da Verbena 

minutiflora por espectrometria de absorção atômica em chama – FAAS e 

espectrômetro de emissão óptica com plasma indutivamente acoplado (ICP-

OES);  

 Investigar a atividade diurética aguda do extrato, frações e infusões da 

Verbena minutiflora utilizando modelo de diurese em ratos. 
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2.1. Composição Química 

 

Elucidar a composição química das plantas medicinais e seus usos 

populares tornou-se um foco de pesquisa para as comunidades científicas. 

Esta pesquisa pode conduzir a produtos cada vez mais inovadores, com menos 

efeitos colaterais do que aqueles observados pelo uso de fármacos alopáticos. 

Além disso, existe uma enorme diversidade de estruturas nos produtos 

naturais, bem como as suas propriedades físico-químicas e biológicas 

(Bonifácio et al., 2014). 

 Os estudos da atividade biológica de plantas medicinais baseiam-se nos 

usos populares de diferentes espécies, ou seja, através do conhecimento 

popular os estudos científicos buscam validar o uso da planta medicinal, como 

fitoterápico (Bonifácio et al., 2014). 

No Brasil, as plantas medicinais da flora nativa são consumidas com 

pouca ou nenhuma comprovação de suas propriedades farmacológicas, sendo 

necessária a realização de estudos que comprovem a eficácia destas plantas, 

bem como a análise de seus princípios ativos (Veiga-Junior et al., 2005).  

 As plantas são produtoras de substâncias químicas que podem ser úteis 

no tratamento de uma grande variedade de doenças em homens e animais. Em 

toda a parte da planta podem ser encontrados princípios ativos importantes, 

sintetizados pelo metabolismo especializados das plantas que dão origem a 

uma série de substâncias conhecidas e com diversas aplicações 

biotecnológicas (Mcgaw & Eloff, 2008).  

 Os compostos ativos das plantas podem ser originados de dois tipos de 

metabólitos: primários e especializados, os metabólitos primários são 

substâncias amplamente distribuídas na natureza, nas plantas superiores estão 

concentrados em sementes e órgãos de armazenamento sendo necessários 

para o desenvolvimento fisiológico, já que possuem papel importante no 

metabolismo celular básico (Raven, et al., 2007).  

 Os metabólitos especializados são compostos derivados biologicamente 

dos metabólitos primários, apresentam estrutura complexa, baixo peso 

molecular e são encontrados em concentrações relativamente baixas em 

determinados grupos de plantas, geralmente possuem um papel ecológico, 
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como por exemplo, atrativos para polinizadores ou defensores químicos contra 

microrganismos, insetos e predadores superiores (Raven et al., 2007).  

 As atividades biológicas das plantas medicinais geralmente são 

atribuídas aos seus metabólitos especializados, que na maioria das vezes, 

possuem estrutura química complexa com muitos centros quirais, o que 

determina os mais variados tipos de compostos bioativos com ação 

farmacológica (Agra et al., 2007). 

 Da mesma forma que os medicamentos comuns, os fitoterápicos 

precisam oferecer uma garantia de qualidade e eficiência, seus efeitos 

terapêuticos devem ser comprovados, sua composição química padronizada e 

oferecer segurança de uso para a população, através de um controle de 

qualidade (Maciel et al., 2002).  

 O início do controle de qualidade dos fitoterápicos é através da 

identificação da planta por suas características macromorfológicas e sensoriais. 

Ensaios químicos de identificação e quantificação dos princípios ativos 

realizados através de cromatografia, espectrofotometria, gravimetria, 

volumetria, dentre outras, se fazem necessários, pois uma planta em seu 

estado normal pode não apresentar seus constituintes ativos na quantidade 

desejada. Avaliações da contaminação microbiológica também devem ser 

realizadas com a planta (Maciel et al., 2002).  

  

2.1.2. Variabilidade Química 

 

A indústria farmacêutica utiliza os princípios ativos de plantas para 

desenvolvimento de novos agente fitoterápicos, sendo necessária uma 

padronização dos mesmos e a comprovação de sua eficácia farmacológica. A 

quantificação do teor dos princípios ativos é um parâmetro importante de 

qualidade dos fitoterápicos, e também é necessário um estudo da variabilidade 

da composição química qualitativa e quantitativa dos fitoterápicos (Gobbo-Neto 

& Lopes, 2007).  

 O teor dos compostos presentes nas plantas com propriedades 

terapêuticas varia através da influência de diversos fatores, pois a síntese dos 

metabolitos especializados é freqüentemente afetada por condições ambientais 
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como, temperatura, índice pluviométrico, radiação, sazonalidade e altitude. 

Alguns destes fatores podem atuar isoladamente bem como em conjunto, 

interferindo na síntese dos metabolismos secundário (Gobbo-Neto & Lopes, 

2007).  

 Os principais fatores que podem alterar a taxa de produção de 

metabólitos especializados estão representados na figura 2.1. 

 

Figura 2.1 – Principais fatores que podem influenciar na variação dos metabólitos 
especializados 
Fonte: (Gobbo-Neto & Lopes, 2007).  

 

 A época de coleta da planta (sazonalidade) é um dos fatores de maior 

importância, visto que a quantidade e, às vezes, até mesmo a natureza dos 

constituintes ativos não é constante durante o ano. Estudo mostram variações 

sazonais no conteúdo de praticamente todas as classes de metabólitos 

especializados, como óleos essenciais (Schwob et al., 2002), ácidos fenólicos 

(Zidorn et al., 2001), flavonoides (Brooks et al., 2004), iridoides (Menkovic et 

al., 2000) entre outros, como por exemplo, lactonas sesquiterpênicas, 
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cumarinas, saponinas, alcaloides, taninos, glucosinolatos e glicosídeos 

cianogênicos (Gobbo-Neto & Lopes, 2007).  

 Os relatos de como deve ser realizada a coleta de plantas medicinais 

são de extrema importância, pois o conteúdo total, bem como as proporções 

relativas de metabólitos especializados, variam com o passar dos anos e com a 

localização da planta. Estas variações ocorrem em diferentes níveis e, mesmo 

com um controle genético para a produção destes compostos, algumas 

modificações ocorrem através da interação de processos bioquímicos, 

fisiológicos, ecológicos e evolutivos sobre a planta (Kutchan, 2001). 

 O índice pluviométrico promove variação teor dos metabólitos 

especializados nas plantas, para entender o efeito que as chuvas causam, 

deve-se levar em consideração a relação da sua distribuição ao longo do ano, 

seu efeito na umidade e a capacidade de absorção de água do solo pelo 

vegetal. Há relatos de que um excesso no índice pluviométrico leva a um 

aumento da produção de vários tipos de metabólitos especializados como 

alcaloides e terpenóides.  A escassez de chuva pode levar a um aumento na 

produção de metabólitos especializados quando o período é curto. Ocorre uma 

diminuição de produção destes compostos quando a seca permanece por 

grandes períodos. No entanto um período chuvoso prolongado influencia 

negativamente no teor de metabólitos em plantas, uma vez que esta ocasiona 

a perda de substâncias hidrossolúveis das folhas e raízes por lixiviação 

(Gobbo-Neto & Lopes, 2007).  

 Variação de temperatura anual, mensal e diária é um dos fatores de 

maior influencia no desenvolvimento da planta, bem como na produção de 

metabólitos especializados. Contudo, devido ao fato de a temperatura ser uma 

consequência de outros fatores como altitude e a sazonalidade, não há estudos 

sobre a atuação desta isoladamente sobre o teor de metabólitos especializados 

(Gobbo-Neto & Lopes, 2007). 

 A diminuição da camada de ozônio, devido o aumento da poluição ou 

por agentes químicos, promove uma crescente preocupação com o aumento 

da incidência da radiação ultravioleta sobre a superfície terrestre. Diferentes 

espécies estão adaptadas a esta grande variação na intensidade e quantidade 
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de incidência luminosa estando protegidas contra esse aumento de radiação 

ultravioleta (Raven, et al., 2007). 

 Estudos mostram que conforme ocorre um aumento na intensidade de 

radiação solar, há uma maior produção de compostos fenólicos, como 

flavonoides e taninos. Isso ocorre, de forma especial, no caso dos flavonoides, 

pois são estes os responsáveis pela proteção contra a foto-destruição 

ocasionada pela radiação ultravioleta, devido ao fato de que estes compostos 

são capazes de absorver ou dissipar a energia solar, dificultando assim a 

danificação dos tecidos mais internos pela radiação UV-B (Grace et al., 2000).  

 Desta forma, os compostos responsáveis por proteger os tecidos 

superficiais e que são utilizados como filtros para a radiação, estão localizados 

nos tecidos mais externos dos vegetais. Estes compostos conseguem filtrar a 

radiação sem modificar a radiação fotossinteticamente ativa. Os flavonoides 

atuam também como antioxidante e sequestradores de radicais livres, e o 

aumento na produção destes compostos são induzidos por enzimas que são 

ativadas pela luz (Grace et al., 2000; Bieza, et al., 2001).  

 Vale ressaltar que junto com a capacidade de absorver radiação UV, a 

capacidade de atuar como antioxidantes podem determinar a concentração e 

composição de metabólitos que atuam como filtros de radiação ultravioleta 

Tattini, et al., 2004).  

 Outro fator que influencia no teor de metabólitos especializados é a 

altitude. Sabe-se que em altas altitudes há uma maior exposição à radiação 

ultravioleta e, devido ao fato de os flavonoides serem a classe de compostos 

responsáveis pela proteção do vegetal contra radiação, logo haverá um maior 

teor de flavonoides em vegetais localizados em altitudes maiores. Estudos 

relatam que compostos não fenólicos são influenciados pela altitude, como os 

iridoides, que em altitudes maiores apresentam maiores concentrações, 

enquanto nos alcaloides conforme a altitude se eleva, ocorre um decréscimo no 

seu conteúdo total destes compostos (Zidorn et al., 2001).    

Nesta pesquisa foi realizada a investigação da composição química da 

V. minutiflora, sendo feito a quantificação dos compostos orgânicos por 

espectrofotometria no ultravioleta na região do visível, visando verificar 

possíveis variações anuais nos teores destes compostos, bem como na 
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atividade antirradicalar. Os fenólicos totais foram determinados pela 

metodologia que emprega o reagente de Folin-Ciocalteau, enquanto para os 

teores de flavonoides uma reação de complexacão com o cloreto de alumínio 

foi utilizada. A variação da atividade antirradicalar foi analisada utilizando o 

radical estável DPPH•. 

Através de técnicas de cromatografia líquida junto com espectrometria 

de massas foi possível analisar as variações anuais de composição química 

das partes aéreas da V. minutiflora, bem como identificar alguns compostos 

presentes na planta.  

 A análise das alterações do metabolismo secundário através das 

variações temporais se faz necessário para que se possa traçar um perfil de 

variação dos princípios ativos da planta, conforme cada uma das variáveis 

temporais se distingue ou a forma como elas atuam em conjunto nesta planta, 

estabelecendo assim um padrão de qualidade para a planta. Desta forma se 

torna possível verificar a melhor condição para realizar a extração da planta do 

ambiente sendo possível a aplicação em escala industrial e em medicamentos. 
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2.2. Objetivos 

 

2.2.1. Objetivo Geral 

 

Identificar os principais metabólitos especializados presentes nas partes 

aéreas de Verbena minutiflora.    

 

2.2.2. Objetivos Específicos 

  

 Identificar a fração derivada do extrato metanólico das partes aéreas de V. 

minutiflora mais rica em compostos bioativos para investigação da atividade 

diurética de V. minutiflora em testes in vivo; 

 Avaliar o potencial antirradicalar, teores de fenólicos totais e flavonoides dos 

extratos, frações e infusões da V. minutiflora; 

 Investigar a variabilidade do perfil químico de extratos de V. minutiflora 

através de ESI-MS em plantas coletadas durante quatro anos consecutivos  

 Identificar os principais metabólitos especializados presentes nos extratos e 

infusões das partes aéreas da V. minutiflora; 
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2.3. Materiais e Métodos 

2.3.1. Planta  

 A planta Verbena minutiflora foi coletada na cidade de Guarapuava/PR 

(25º 23'08.57'' S, 51º 26'50. 63'' W; altitude 1115 m) e devidamente identificada 

e classificada pelo Curador Osmar dos Santos Ribas do Museu Botânico 

Municipal de Curitiba/PR. Um exemplar está catalogado no Herbário do Museu 

sob o registro N°359683.  

Para o estudo de variabilidade química da planta, o material vegetal foi 

coletado no mesmo local (terreno urbano) durante quatro anos consecutivos 

desde 2009 a 2012 e sempre em novembro, estação da primavera, quando a 

planta tem muitas flores e folhas.  

  

2.3.2. Preparações dos Extratos e Frações para caracterização química e 

para realização de testes in vivo 

O material coletado (partes aéreas da planta) foi seco à temperatura 

ambiente e triturado. Foram transferidos 455,57g deste material para um 

recipiente de vidro de boca larga. Este material foi macerado em metanol e 

filtrado a cada 24h com reposição de solvente por 10 dias, até que os 

metabólitos especializados presentes nos tecidos fossem completamente 

extraídos. A evaporação foi realizada em rotaevaporador, fornecendo 43,23 g 

do extrato metanólico bruto (EB). (Figura 2.2).  

 

 Figura 2.2 – Etapas do Processo de Extração Metanólica das partes aéreas da Verbena 
minutiflora  
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Utilizou-se 30 g do extrato metanólico bruto da V. minutiflora para o 

fracionamento com solventes de polaridade crescente. O extrato foi dissolvido 

utilizando uma mistura de metanol/água a 7/3 (v/v) e submetido a partição 

líquido/líquido, em funil de separação, com os solventes hexano, diclorometano 

e acetato de etila (AcOEt) obtendo-se, após evaporação dos solventes, as 

frações semipurificadas: fração hexânica (Fr. Hex.) (3,73 g), fração acetato de 

etila (Fr. AcOEt) (2,12g), fração diclorometano (Fr. Dicl) (1,23g) e fração 

hidrometanólica (Fr. EtOH/H2O) (10,5 g) (Figura 2.3). Todos os solventes 

utilizados foram de grau analítico.  

 

Figura 2.3 – Etapas do Processo de Fracionamento do Extrato Metanólico da Verbena 
minutiflora 

 

2.3.3. Preparo dos Extratos e Infusões para o Estudo da Variabilidade do 

Perfil Químico da Verbena minutiflora  

 Para realizar o Estudo da Variabilidade do Perfil Químico da V. 

minutiflora foram coletadas diferentes partes da planta em diferentes anos 

consecutivos, sempre no mês de novembro.  

 As partes aéreas da planta (folhas, flores e o caule), coletadas nos anos 

de 2009, 2010, 2011 e 2012 foram secas à temperatura ambiente e trituradas. 

 Foram transferidos aproximadamente 10g destes materiais para um 

recipiente de vidro de boca larga, a extração do material vegetal foi realizada 

na proporção material vegetal/etanol 1: 20 e permaneceram sob agitação 

constante e a temperatura ambiente. A solução extrativa foi filtrada a cada 12 h 

por 2 dias com reposição de solvente, até que os metabólitos especializados 
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presentes nos tecidos fossem completamente extraídos. A evaporação do 

solvente foi realizada em rotaevaporador, obtendo-se o extrato etanólico bruto, 

o rendimento de extração em média foi de 14,27% para as folhas, 14,47% para 

as flores e 11,13% para o caule para todos os anos de coleta (Figura 2.4). 

 

Figura 2.4 – Etapas do Processo de Extração Etanólica das partes aéreas da Verbena 

minutiflora  

As infusões foram preparadas pela adição de 200 mL água fervente 

sobre 10g de folhas secas da V. minutiflora coletadas em diferentes anos 

consecutivos, permanecendo em contato por 20 minutos, depois foi resfriada. 

Realizou-se então uma filtração separando o filtrado do resíduo (Figura 2.5). 

 

Figura 2.5 – Etapas do Processo de Preparo das Infusões da Verbena minutiflora 
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2.3.4. Medidas Espectrofotométricas 

As medidas espectrofotométricas para a quantificação dos teores de 

fenólicos totais, de flavonoides e determinação da atividade antirradicalar foram 

realizadas em espectrofotômetro Varian Cary 50 Bio locado no 

CIMPE/UNICENTRO. Os solventes utilizados foram de grau 

espectrofotométrico. Para determinação dos teores de fenólicos totais fez-se 

uso do reagente Folin-Ciocalteau (Biotec, 2N) e o ácido gálico (VETEC, 99%) 

como padrão analítico. Para os flavonoides utilizou-se como padrão analítico a 

quercetina (SIGMA, 98%) e o reagente de cloreto de alumínio hexahidratado 

(VETEC, 99,5%). Enquanto para análise da atividade antirradicalar utilizou-se o 

radical DPPH• (2,2-difenil-1-picrilhidrazil, SIGMA) e metanol grau 

espectrofotométrico.   

 

2.3.4.1. Determinação do Teor de Fenólicos Totais 

 Os teores de compostos fenólicos foram determinados utilizando o 

método colorimétrico de Folin- Ciocalteau com algumas modificações (Schmidt, 

et al., 2014). Para determinar o teor de fenólicos totais contidos nas amostras 

da V. minutiflora, construiu-se uma curva analítica com soluções de 

concentrações conhecidas de ácido gálico em metanol, na faixa de 40,0 a 

280,0 mg.L-1 . Em um balão volumétrico de 5 mL foram adicionados 500 μL de 

solução tampão super saturada de carbonato/tartarato (20,0g de Na2CO3 e 

1,20 g de KNaC4H4O6·4H2O em 100,0 mL de água), 300 μL de cada solução 

padrão e 500 μL do reagente de Folin-Ciocalteau. O volume final foi 

completado com água destilada. Após 30 minutos foi feita a leitura da 

absorbância no UV-Vis a 760 nm. Para cada amostra repetiu-se o mesmo 

procedimento substituindo o padrão por amostras de extratos, frações ou 

infusões da V. minutiflora (figura 2.6). Os resultados para os extratos foram 

expressos em miligramas de compostos fenólicos por g de extrato seco (mg/g). 

Para infusões, os resultados foram expressos como a quantidade total de 

compostos fenólicos em 200 mL de água. 
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Figura 2.6 – Etapas da determinação de fenólicos totais nas amostras da Verbena minutiflora  

 

Para as diferentes amostras da V. minutiflora prepararam-se soluções, 

em metanol, a aproximadamente 1000,0 µg.mL-1 e repetiu-se o mesmo 

processo descrito para as soluções padrões. Todas as medidas foram 

realizadas em triplicatas. Para o branco foi preparada uma solução aquosa de 

todos os reagentes em balão volumétrico de 5,0 mL, contudo no lugar dos 

padrões ou da amostra adicionou-se 300,0 µL de metanol. 

 

2.3.4.2. Determinação do Teor de Flavonoides  

A determinação espectrofotométrica de flavonoides foi realizada por 

complexação com cloreto de alumínio a 5% m/v em metanol (Bors, et al., 1990, 

Buriol, et al., 2009). A curva analítica foi construída usando quercetina em 

metanol como padrão analítico em diferentes concentrações, na faixa entre 1,0 

a 50,0 mg.L-1. As soluções foram preparadas em balão volumétrico de 5,0 mL 

onde foram adicionados 500 µL de cada solução padrão de quercetina e 250 

µL da solução de cloreto de alumínio (AlCl3). O volume da solução foi ajustado 

com metanol. Depois de 30 minutos foi realizada a medida da absorbância a 

425 nm (figura 2.7). Para as diferentes amostras o mesmo procedimento foi 

usado, simplesmente substituindo o padrão quercetina por soluções de extrato 

ou infusão de V. minutiflora. Os resultados para os extratos foram expressos 
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em miligramas de flavonoides por g de extrato seco (mg/g). Para infusões, os 

resultados foram expressos como a quantidade total de flavonoides em 200 mL 

de água. 

 

Figura 2.7 – Etapas da determinação de flavonoides nas amostras da Verbena minutiflora  

 

2.3.4.3. Avaliação da Atividade Antirradicalar  

A atividade antirradicalar foi determinada pelo método 

espectrofotométrico e leitura de absorbância a 515 nm, através da reação entre 

o DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazila) e os antioxidantes presentes no extrato, 

frações e infusões da V. minutiflora de acordo com Rufino (2009) com algumas 

modificações (Schmidt et al. 2014).   

Primeiramente preparou-se uma solução estoque de DPPH· em metanol 

na concentração 1,6x10-3 mol/L a partir da pesagem de 0,00630g de DPPH∙ 

(MM 394,32g/mol). A partir da diluição da solução estoque preparou-se a 

solução de trabalho de DPPH∙ na concentração 9,0x10-5mol/L e com 

absorbância aproximada de 0,7000.  

Os extratos e frações da V. minutiflora foram preparados na 

concentração estoque de 1000 µg/mL em metanol e foram utilizadas as 

infusões prontas diretamente. A reação foi feita por diluição direta na cubeta, 
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adicionando-se volume fixo de DPPH∙ 9,0x10-5mol/L (2,5mL) e volume variável 

da solução do antioxidante, completando com metanol para se obter um 

volume final de 3mL (figura 2.8). 

 

Figura 2.8 – Etapas para a determinação da atividade antirradicalar nas amostras da 
Verbena minutiflora  

 

As alíquotas retiradas da solução estoque do extrato e frações foram 

determinadas com a finalidade de se obter concentrações de extrato e frações 

entre 10 e 100mg/L em 3mL. Por exemplo, para se obter a concentração de 

40mg/L de extrato da V. minutiflora, na cubeta de 3mL, adicionou-se 120µL de 

solução estoque do extrato 1000 µg/mL, 380µL de metanol e 2,5mL de solução 

de DPPH∙. Assim, cada extrato e fração foram avaliados em cinco 

concentrações diferentes, variando na faixa entre 5,0 a 120,0 mg.L-1, de acordo 

com a sua atividade.  

Para cada amostra da V. minutiflora elaborou-se uma curva analítica 

com a porcentagem de inibição do radical (RS%) em função da concentração 

do extrato. Esta porcentagem foi calculada da seguinte forma: 

100*% 








 


inicial

finalinicial

A

AA
RS  

Ainicial foi determinada pela medida de absorbância da solução contendo 

somente 2500,0 µL da solução de trabalho de DPPH e 500 μL de metanol PA. 

Afinal é o valor da absorbância obtido após 30 minutos de reação, da solução 
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inicialmente preparada pela mistura de 2500,0 µL da solução de trabalho de 

DPPH• e diferentes alíquotas de solução do extrato (volume final 3000,0 µL 

ajustado com metanol). 

A atividade antirradicalar de cada uma das amostras foi reportada em 

IC50, que representa a concentração de amostra necessária para diminuir em 

50% a absorbância inicial da solução de DPPH• de trabalho. 

Para as infusões, a capacidade antirradicalar foi relatado como um valor 

de IC50, o que significa a concentração de infusão (miligramas de material 

vegetal por volume de solução) requerida para reduzir de 50% da absorbância 

inicial de solução de DPPH• de trabalho.  

 

2.3.5. Análise Qualitativa por HPLC-DAD de Extrato, Frações e Infusões 

Provenientes das Partes Aéreas de Verbena minutiflora 

 O extrato, frações e as infusões obtidas foram analisados por HPLC 

(Waters, 600 Controller) com detecção UV por arranjo de diodos (Waters, 

2996) (HPLC-DAD) para verificar seus perfis cromatográficos. A cromatografia 

foi realizada em uma coluna Waters XT Terra MS C18 (250 mm x 4,6 mm de 

diâmetro, 5 µm) mantida a 26 °C e com pré-coluna com a mesma fase. A vazão 

da fase móvel foi de 0,8 mL/min-1. A fase móvel foi composta por H2O com pH 

de 3,2 ajustados com ácido fórmico (A) e acetonitrila (B). O gradiente linear 

aplicado foi de 87% para 85% de A em 10 minutos, e para 25% de A em 20 

minutos, permanecendo até 26 minutos. A percentagem de A então passou 

para 5% em 28 minutos e manteve-se inalterada até 30 minutos. Após voltou-

se a condição inicial. O tempo total de análise foi de 31 minutos, com um tempo 

de equilíbrio de 10 minutos (Bilia et al., 2008). Os espectros de UV-vis foram 

registrados entre 220 e 500 nm e os cromatogramas foram registrados em 240, 

330 e 350 nm de acordo com relatos prévios por Bilia e colaboradores (2008). 

Cada amostra foi injetada no HPLC em triplicata.  
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2.3.6. Análises Qualitativas por ESI-MS e LC-MS/MS  

 A identificação de produtos naturais da V. minutiflora foi realizada pelo 

uso de técnicas hifenadas de análise com LC-MS-MS. Para comparar perfil 

qualitativo dos extratos, suas impressões digitais foram obtidas por infusão 

direta na fonte ESI.    

 Para as análises de espectrometria de massa as amostras foram 

analisadas num sistema de UHPLC acoplado com um espectrômetro de 

massas do tipo triplo quadrupolo equipado com fonte de ionização ESI (modelo 

ACQUITY, Waters Corp., Manchester, UK), disponível no Laboratório de 

Biologia Vegetal da UNICAMP. O software MassLynx V.4.1 (Waters Corp., 

Manchester, UK) foi utilizado para aquisição e tratamento dos dados. Os 

extratos foram diluídos em metanol em uma concentração final de 5µg/mL 

foram filtrados por uma membrana de Politetrafluoretileno (PTFE) de 0,22 µm. 

Os dados foram adquiridos por injeção de 10 e 3µl de cada amostra, que foram 

inseridas para obter impressões digitais ESI-MS/MS e LC-ESI-MS/MS. A 

separação cromatográfica dos componentes foi efetuada utilizando uma Waters 

Acquity BEH C18 (50 x 2,1 mm i.d., 1,7 µm) coluna a 30 ºC. Água com 0,1% de 

ácido fórmico (solvente A) e acetonitrila (solvente B), foram usados como fase 

móvel a um fluxo de 0,2 mL/min-1. A condição inicial foi de 95% A e 5% B 

mudando para 100% de B em 9 minutos, mantendo durante 1 minuto e depois 

voltando à condição inicial e um tempo de estabilização de 12 minutos. 

Nitrogênio e argônio foram utilizados como nebulizador e gás de colisão, 

respectivamente. ESI-MS/MS foram obtidos sob as seguintes condições: 

capilar ± 3,5 KV, cone ± 30 V, temperatura da fonte e dessolvatação foi de 150 

e 350 ºC, respectivamente. Para os íons selecionados por LC-ESI-MS/MS, a 

energia para a colisão dissociações induzidas (CID) foi de 25 eV. Os dados 

foram adquiridos na faixa de m/z 100-800 em modo positivo e negativo.  

 

2.3.7. Dados meteorológicos 

Os dados meteorológicos foram cedidos pelo Agrometeorologista 

Edmirson Borrozzino do Instituto Agronômico do Paraná (IAPAR), localizado 

em Londrina/PR. 
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2.3.8. Análise Estatística 

 Para uma melhor interpretação dos resultados aplicaram-se 

ferramentas estatísticas como Análise de Variância (ANOVA) de um e dois 

fatores. Toda a análise estatística aplicada nesta pesquisa foi realiazada no 

nível de 95% de confiança utilizando o software estatístico Minitab versão 

16.2.2.     

 

2.4. Resultados e Discussões 

 

2.4.1. Composição Química das partes aéreas da Verbena minutiflora 

 

2.4.1.1.Teores de Compostos Fenólicos, Flavonoides e Atividade 

Antiradicalar em Extrato Metanólico, Frações e Infusão de Verbena 

minutiflora 

 

A composição química quantitativa do extrato metanólico preparado 

utilizando as partes aéreas de Verbena minutiflora (Verbenaceae), das frações 

dele derivadas e da infusão das folhas foi analisada nesta pesquisa 

primeiramente visando à identificação do melhor material a ser utilizado nos 

testes in vivo para investigar a atividade diurética popularmente atribuída para 

a planta. 

Assim, os teores de fenólicos, flavonoides e atividade antiradicalar foram 

avaliados no extrato bruto, fração hexano, fração diclorometano, fração acetato 

de etila, fração hidrometanólica e na infusão das folhas, sendo um total de seis 

amostras analisadas.  

Os teores de compostos fenólicos totais presentes nas amostras da V. 

minutiflora foram determinados utilizando o reagente Folin-Ciocalteau. O 

método para quantificação dos teores de fenólicos totais utilizando o reagente 

de Folin-Ciocalteau é bastante conhecido. Este reagente é constituído de uma 

solução aquosa dos ácidos fosfotunguistico e fosfomolíbdico, cuja reação 

(figura 2.9) que acontece entre esses ácidos e os compostos fenólicos é uma 

reação de oxido-redução. O reagente de Folin-Ciocalteau apresenta uma 

coloração amarelada em seu estado de oxidação inicial, e conforme a reação 

se processa este se torna de coloração azul. Desta maneira, apresenta banda 



58 

 

de absorção na região do visível do espectro eletromagnético na faixa de 700 a 

760 nm (Souza, 2007).  

 

Figura 2.9 – Reação entre o molibdênio presente no reagente de Folin-Ciocalteau e os 
compostos fenólicos. 

 

Para determinar o teor de fenólicos totais nas diferentes amostras da V. 

minutiflora, construiu-se uma curva analítica ajustada por regressão linear 

(figura 2.10) e tendo como resposta as absorbâncias encontradas para 

soluções de concentrações diferentes de ácido gálico. Através das 

absorbâncias obtidas das soluções das diferentes concentrações de ácido 

gálico (40, 80, 120, 140, 160, 180, 200, 220 e 240 mg/L) foi possível montar 

uma curva de analítica com o coeficiente de determinação de 0,99.  

 

Figura 2.10 – Curva analítica para quantificação de fenólicos totais em amostras da 
Verbena minutiflora  
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 Para a quantificação de flavonoides utilizou-se o cloreto de alumínio 

como reagente de complexação. O cátion alumínio em contato com os 

flavonoides gera complexos estáveis, tornando a solução de coloração 

amarelada cuja absorbância pode ser analisada no comprimento de onda de 

425 nm (Marcucci, et al., 2005) (figura 2.11). 

 

Figura 2.11 – Reação de complexação entre o cloreto de alumínio e os flavonoides 
 

Para determinar o teor de flavonoides nas diferentes amostras da V. 

minutiflora, construiu-se uma curva analítica ajustada por regressão linear 

(figura 2.12) e tendo como resposta as absorbâncias encontradas para 

soluções de concentrações diferentes das soluções do padrão de quercetina. 

Através das absorbâncias obtidas das soluções das diferentes concentrações 

de quercetina (1, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 mg/L)  foi possível montar uma curva de 

analítica com o coeficiente de 0,99.  
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Figura 2.12 – Curva analítica para quantificação de flavonoides nas amostras da Verbena 
minutiflora  
 

Na determinação da atividade antirradicalar foi construída uma curva 

analítica para cada amostra avaliada (figura 2.15). Para tal, a variável 

dependente RS % representa a extensão da inibição do radical estável DPPH• 

provocada por soluções da amostra em diferentes concentrações. A inibição do 

DPPH• ocorre quando os compostos presentes na amostra cedem um átomo 

de hidrogênio (figura 2.13), formando uma espécie contendo todos os elétrons 

estão emparelhados. Esta espécie não absorve radiação no comprimento de 

onda de estudo. Portanto, quando o radical DPPH está em excesso em relação 

às substâncias antirradicalares da amostra, a leitura da absorbância em 515 

nm é proporcional à concentração do DPPH livre, ou seja, o radical que não 

reagiu.  

 

Figura 2.13 – Reação de transferência de um átomo de hidrogênio ao radical DPPH• 
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O radical DPPH• possui coloração púrpura e quando em contato com 

substâncias doadoras de hidrogênio este se torna incolor, modificando 

gradualmente a coloração da solução. Na figura 2.14 é mostrada a mudança de 

cor que ocorre quando extratos da V. minutiflora, em concentrações que 

variaram desde 10 até 90 mg/L, foram adicionados a soluções contendo 

quantidades fixas de DPPH•. 

 

Figura 2.14 – Descoloração da solução durante a reação entre o DPPH• e as espécies 
ativas presente na amostra em diferentes concentrações 

 

Desta forma, quanto maior a concentração de espécies ativas presentes 

na amostra, maior será a inibição do radical DPPH•. Sendo assim, por 

regressão linear dos dados experimentais obtidos, se obtem uma curva 

analítica que permite a determinação do IC50 que representa a concentração de 

amostra necessária para inibir 50% da concentração inicial do radical.  
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Figura 2.15 – Curva analítica para a determinação da atividade antirradicalar 

 

Os teores de compostos fenólicos, flavonoides e atividade antioxidante 

no extrato, frações e infusão estão representados na Tabela 2.1 e foram 

expressos como um valor médio mais o desvio padrão em mg de compostos 

orgânicos por g de material seco (extrato, fração). A amostra da infusão 

analisada foi liofilizada e realizado o mesmo procedimento para a determinação 

dos teores de compostos fenólicos, flavonoides e atividade antioxidante que os 

extratos e frações, o valor reportado representa o valor médio mais o desvio 

padrão em mg de compostos orgânicos por g de material seco (amostra 

liofilizada). Para a capacidade antirradicalar foi relatado como um valor de IC50, 

o que significa a concentração de infusão (miligramas de material vegetal por 

volume de solução) requerida para reduzir de 50% da absorbância inicial de 

solução de DPPH• de trabalho.  

A todos os resultados foi aplicada uma Análise de Variância ANOVA de 

um fator para o nível de significância estatística de 95% (P < 0,05) seguida do 

teste de probabilidade de Fisher.   
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Tabela 2.1 - Teor de Fenólicos Totais, Flavonoides e capacidade 

antirradicalar do extrato metanólico, frações e infusão das partes aéreas de 

Verbena minutiflora 

 Amostras 

Verbena 

minutiflora 

Teor de 

fenólicos 

Totais (mg/g) 

Teor de 

flavonoides 

(mg/g) 

IC50 (mg/L) 

Extrato Bruto 116,58 ± 4,07a 50,42 ± 0,50a 22,76 ± 0,40a 

Fração Hexano 33,08 ± 9,76b 38,04 ± 2,59b Não apresentou 

Fração 

Diclorometano 

167,44 ± 5,33c 35,28 ± 0,97b 42,69 ± 0,03b 

Fração Acetato de 

Etila 

393,04 ± 1,87d 13,79 ± 0,87c 3,53 ± 0,37c 

Fração 

Hidrometanólica 

66,22 ± 2,22e 7,79 ± 0,44d 32,26 ± 0,58d 

Infusão  28,76 ± 2,20f 2,95 ± 0,04e 321,50 ± 0,69e 

Valores médios ± desvio padrão relativo. Letras sobrescritas diferentes na mesma coluna 

indicam diferenças significativas P < 0,05. 

  

Recentemente tem aumentado o interesse em investigar a propriedade 

antioxidante de plantas e suas infusões, pois são utilizadas tradicionalmente na 

medicina popular. Sabe-se que a utilização de nutrientes antioxidantes pode 

diminuir ou prevenir o risco de muitas doenças causadas por estresse 

oxidativo, como a inflamação crônica e doenças cardiovasculares. A sua 

utilização também tem sido associada com uma redução do risco de câncer, 

porque eles podem evitar danos ao DNA causados pelos radicais livres (Bilia et 

al., 2008).  

Os resultados demonstram que todas as frações apresentaram teores de 

fenólicos com diferenças estatísticas significativas no nível de confiança de 

95%. A fração acetato de etila da V. minutiflora possui a maior concentração de 

fenólicos totais, seguido das amostras da fração diclorometano e do extrato 

bruto. Em relação ao teor de flavonoides todos os extratos apresentaram 
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diferenças significativas, com exceção, das frações menos polares hexânica e 

diclorometânica. 

Para cada amostra, com exceção da fração hexânica, foi possível 

calcular a concentração necessária para inibir 50% do radical livre. Estes 

resultados demonstram que a fração acetato de etila também possui uma 

atividade antioxidante significativamente mais potente.   

Ainda, destaca-se que a infusão apresentou capacidade antirradicalar 

estatisticamente similar ao extrato bruto da V. minituflora e, portanto, a ingestão 

popular de V. minituflora na forma de chás é justificada e se apresenta como 

boa fonte de substâncias antioxidantes. De maneira similar a outras plantas 

medicinais do gênero Verbena, a V. minituflora possui uma boa capacidade 

antioxidante. Isso pode ser observado ao comparar os resultados obtidos neste 

trabalho, onde o extrato metanólico apresentou IC50 = 22,76 ± 0,40 mg/mL e a 

infusão IC50 =  21,50 ± 0, 69 mg/mL, com os resultados para os extratos 

etanólicos (IC50 = 21.04 ± 1.61 mg/mL) e aquosos (IC50 = 33.8 ± 0.43 mg/mL) 

da V. officinalis  testados por Rehecho e colaboradores (2011).     

Através dessa análise quantitativa do extrato e frações da Verbena 

minutiflora verificou-se que a fração acetato de etila possui um maior teor de 

fenólicos e melhor atividade antioxidante. Por esse motivo essa fração foi 

escolhida, juntamente com o extrato metanólico e a infusão das partes aéreas 

de V. minutiflora, para investigar a atividade diurética da planta em testes in 

vivo (capítulo 5). 
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2.4.2. Variabilidade do Perfil Químico das partes aéreas da Verbena 

minutiflora 

 

2.4.2.1.Teores de Compostos Fenólicos, Flavonoides e Atividade 

Antiradicalar em Extratos Etanólicos e Infusões de Verbena minutiflora 

coletada em quatro anos consecutivos 

 

 As determinações de compostos fenólicos totais, flavonoides e 

capacidade antirradical foram realizadas em extratos de folhas, flores e caules, 

separadamente das infusões de folhas de V. minutiflora, coletadas na 

primavera dos anos de 2009, 2010, 2011 e 2012. Foram preparados os 

extratos etanólicos e infusões resultando num total de 16 amostras analisadas. 

 Os teores de compostos fenólicos, flavonoides e atividade antioxidante 

nos extratos e infusões estão representados na Tabela 2.2. Para os extratos os 

teores de compostos fenólicos e flavonoides foram expressos como valor 

médio e desvio padrão em mg de compostos orgânicos por g de extrato seco. 

Para as infusões foi relatada a quantidade total de compostos fenólicos e 

flavonoides extraídos de 10 g de folhas em 200 mL de água quente. Os teores 

de fenólicos totais nos extratos de caules variaram de 49,46 a 104, 41 mg/g, 

enquanto que nos extratos de folhas e flores variaram de 118,81 a 217,99 mg/g 

e 73,50 a 202,55 mg/g, respectivamente.  

Para destacar esta variabilidade entre os constituintes químicos e 

capacidade antirradical, a Análise de Variância ANOVA de um fator foi 

realizada e os resultados foram resumidos na Tabela 2.2.  
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Tabela 2.2- Teor de Fenólicos Totais, Flavonoides e capacidade 
antirradicalar IC50 encontrados anualmente nas partes aéreas de Verbena 
minutiflora 

Amostras 

V. minutiflora 

Ano de 

Coleta 

Teor de Fenólicos 

Totais (mg/g) 

Teor de 

Flavonoides 

(mg/g) 

IC50 (DPPH) 

(mg/L)* 

Flores 2009 176.25 ± 2.27f 23.33 ± 0.47a 11.21 ± 0.01d,e,f 

Folhas  2009 192.39 ± 2.18d 34.47 ± 2.02d 10.31 ± 0.43d 

Caules 2009 104.41 ± 1.43a 23.10 ± 0.28a 28.69 ± 1.12a 

Flores  2010 202.55 ± 0.87d 17.18 ± 1.59b 18.75 ± 0.67g 

Folhas  2010 217.99 ± 3.58e 20.61 ± 0.59a,b 12.23 ± 0.65f 

Caules  2010 79.11 ± 0.95b 19.68 ± 1.64a,b 26.43 ± 0.33b 

Flores  2011 195.72 ± 18.82d 22.18 ± 1.14a 16.69 ± 0.21i 

Folhas  2011 207.12 ± 3.30d,e 61.04 ± 2.40e     19.75 ± 0.43g,h 

Caules  2011 74.50 ± 3.01b 23.39 ± 2.37a 27.60 ± 0.06a,b 

Flores  2012 73.50 ± 9.24b 11.89 ± 0.04g 20.49 ± 0.62h 

Folhas  2012 118.81 ± 9.59a 47.69 ± 2.83f 19.23 ± 0.54g 

Caules  2012 49.46 ± 1.39c 28.94 ± 2.87c 45.68 ± 0.24c 

Amotras  

V. minutiflora 

Ano de 

Coleta  

Teor de Fenólicos 

Totais (mg/200mL) 

Teor de 

Flavonoides 

(mg/200mL) 

IC50 (DPPH) 

(mg/L)* 

Infusão 2009 24.87 ± 0.95a 1.58 ± 0.08a 391.77 ± 27.33a 

Infusão 2010 28.08 ± 2.11a 2.96 ± 0.02b 358.45 ± 11.61a 

Infusão 2011 25.68 ± 1.45a 2.64 ± 0.00c 415.93 ± 16.79a 

Infusão 2012 28.62 ± 0.09a 2.88 ± 0.08b 330.59 ± 13.06b 

Letras sobrescritas diferentes na mesma coluna indicam diferenças significativas P < 0,05 por 

testes de Fisher e Tukey. 

† Para os extratos o IC50 é expresso em miligramas de extratos por volume de solução. Para as 

infusões o IC50 é expresso em miligramas de materiais vegetais por volume de solução. 
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Os compostos fenólicos têm sido extensivamente estudados devido aos 

seus diversos benefícios para a saúde como antioxidantes e para a prevenção 

de doenças inflamatórias crônicas, doenças cardiovasculares, câncer e 

diabetes (Acosta-Estrada, et al., 2014; Atoui, 2005). 

 Os dados da tabela 2.2 foram analisados por ANOVA de dois fatores 

para verificar a influência dos fatores ano de coleta e partes da planta sob o 

teor de fenólicos, de flavonoides e capacidade antirradicalar. A ANOVA 

demonstrou que todos os fatores, partes da planta, ano de coleta, bem como a 

interação entre esses fatores, tiveram efeitos altamente significativos (P<0.001) 

e influenciaram os teores médios de fenólicos e de flavonoides nos extratos e 

infusão da V. minutiflora. A parte da planta extraída foi o fator mais importante 

para influenciar os teores médios de compostos fenólicos, flavonoides e 

capacidade antirradical dos extratos. Os extratos etanólicos das folhas e flores 

apresentaram em média teores de fenólicos e de flavonoides significativamente 

maiores que o extrato etanólico do caule e a infusão das partes aéreas de V. 

minutiflora independentemente do ano de coleta (Figura 2.16).  
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Figura 2.16 – Interação entre os fatores Ano de coleta e Parte da planta nos teores 
médios de fenólicos, flavonoides e capacidade antirradicalar IC50 (mg/mL) nas amostras 
de Verbena minutiflora 

 

 Consequentemente, as folhas e flores apresentaram a melhor 

capacidade antirradicalar. O fator mais importante na definição do teor de 

fenólicos e de flavonoides no extrato foi a parte da planta extraída junto com a 

forma de extração, etanólica ou aquosa.  

Em relação as infusões da V. minutiflora, observou uma elevada e 

constante concentração de componentes fenólicos durante todo o período de 

estudo que resultou em excelente capacidade antirradicalar.  
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A análise química das infusões da V. minutiflora, mostrou uma 

concentração de componentes bioativos similares independentemente do ano 

de coleta e sempre menores que os obtidos nos extratos etanólicos. As 

infusões apresentaram capacidade antirradicalar e portanto possuem potencial 

antioxidante in vivo. Portanto, a ingestão popular de V. minituflora na forma de 

chás é justificada e apresenta como boa fonte de substâncias antioxidantes.  

 O chá é a bebida mais consumida depois da água, devido aos seus 

efeitos refrescantes e levemente estimulantes e também desempenha um 

papel importante na entrada de um número de elementos nutricionais nos 

seres humanos. Beber chá está associado com a redução do colesterol, a 

prevenção da oxidação de lipoproteínas de baixa densidade e a diminuição do 

risco de doença cardiovascular, o seu consumo regular pode contribuir para as 

necessidades nutricionais diárias e também é considerada uma importante 

fontes de antioxidante (Almajano, et al., 2008; Malik, et al., 2008; Karak & 

Bhagat, 2010; Sang, et al., 2011). 

 Outras plantas medicinais do gênero Verbena tem demonstrado elevada 

capacidade antiradicalar como, por exemplo, a V. officinalis com IC50=21.04 ± 

1.61 mg/mL para o extrato etanólico e IC50 = 33.8±0.43 mg/mL para a infusão 

(Rehecho et al., 2011).  

 Para investigar a possível influência de parâmetros meteorológicos nos 

teores de fenólicos e flavonóides, bem como na atividade antirradicalar da V. 

minutiflora coletada nos anos de 2009 a 2012, dados meteorológicos foram 

reunidos com o auxilio do Instituto Agronômico do Paraná (tabela 2.3). No 

estudo foram consideradas as temperaturas mínimas e máximas, índice 

pluviométrico e radiação incidida. Os valores reportados na tabela 

correspondem aos parâmetros considerados para o mês de novembro, quando 

aconteceu a coleta da planta durante todos os anos de estudo. 
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Tabela 2.3– Dados Meteorológicos dos anos de estudo cedidos pelo 

IAPAR para o mês de novembro de cada ano considerado no estudo 

Ano de 

Coleta 

Temperatura 

Mín. (ºC) 

Temperatura 

Máx. (ºC) 

Índice 

Pluviométrico 

(mm) 

Radiação 

(Cal/cm2/d) 

2009 14,6 24,3  253,4 13088,2 

2010 12,1 24,0  119,8 20052,7 

2011 12,2 23,4  149,3 15061,2 

2012 13,5 25,4  137,3 14805,9 

 Combinando esses dados com os teores de fenólicos, flavonoides e 

atividade antirradicalar determinados para cada amostra de Verbena minutiflora 

verificou-se a possível correlação a partir dos coeficientes de correlação de 

Pearson (Tabela 2.4). No entanto, pelos valores observados entende-se que 

não há correlação simples entre os fatores meteorológicos considerados e os 

teores de fenólicos, flavonóides e atividade antirradicalar da V. minutiflora 

coletada nos anos de 2009 a 2012. 

Tabela 2.4– Coeficientes de correlação de Pearson entre os dados 

meteorológicos e os compostos presentes na Verbena minutiflora  

Metabolitos e 

Atividade 

Antirradicalar 

Temperatura 

Mín. 

Temperatura 

Máx. 

Índice 

Pluviométrico  

Radiação  

Fenólicos Totais -0,237 

P = 0,763 

0,062 

P = 0,938 

-0,144 

P = 0,856 

0,366 

P = 0,634 

Flavonóides 0,079 

P = 0,921 

-0,376 

P = 0,624 

0,666 

P = 0,334 

0,562 

P = 0,438 

IC50 -0,169 

P = 0,831 

-0,481 

P = 0,519 

-0,071 

P = 0,929 

0,029 

P = 0,971 
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2.4.3. Composição Química e Análise da Variabilidade Anual das Partes 

Aéreas da Verbena minutiflora  

 Na figura 2.17 são mostrados os fingerprints obtidos por ESI(-)-MS para 

as flores nos anos de 2009 a 2012. Na figura 2.18 são mostrados os 

fingerprints obtidos por ESI(-)-MS para todas as partes da planta analisadas no 

ano de 2010. Os demais fingerprints estão disponíveis no anexo 1.   

Flower 2009 

 

Flower 2010 

 

Flower 2011 

 
 

Flower 2012 

m/z
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 800

%
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gervao flor 2012 23 (0.323) Cm (12:53) 2: Scan ES- 
1.48e7623.3

195.1

179.0109.0
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255.3237.2 277.3 357.2
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395.2
452.3

504.1 543.3

624.3

715.4

 

Figura 2.17 – ESI(-)-MS do extrato etanólico das flores da Verbena minutiflora coletadas 
de 2009 a 2012. 
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 Os fingerprints (Figura 2.18) mostram que existe uma diferença 

qualitativa entre as partes da planta. A composição química das folhas e flores 

é semelhante, porém apresenta diferenças qualitativas se comparadas aos 

extratos do caule. Apenas o extrato da folha do ano de 2009 demonstrou uma 

diferença no fingerprints em relação aos outros anos de coleta (2010 a 2012). 

Porém, de maneira geral os fingerprints demonstram que não houve variação 

entre a composição qualitativa dos extratos no decorrer dos quatro anos de 

estudo (Figura 2.17).  

Gervão folhas (-) 

2010 

 
 

Gervão flor (-) 

2010 

 
 

Gervão caule (-) 

2010 

 
 

Figura 2.18 – ESI(-)-MS do extrato etanólico das folhas, flores e caule da Verbena 
minutiflora coletada no ano de 2010.  
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As impressões digitais ESI(-)-MS dos extratos de V. minutiflora mostram 

que esta espécie tem uma composição química semelhante a outros espécies 

do mesmo gênero (Deepak & Handa, 2000; Castro-Castro & Gamboa, 2004; 

Bilia, et al., 2008; Funes, et al, 2009; Rehecho et al, 2011; Schönbichler, et al, 

2013). Os íons [M-H]- m/z 403 e 623 foram atribuídos ao iridoide hastatosídeo e 

os fenilpropanoides verbascosídeo e/ou isoverbascosídeo, respectivamente, 

baseado na interpretação do padrão de fragmentação por ESI(-)-MS/MS e 

comparação com os dados da literatura (Funes, et al, 2009; Rehecho et al, 

2011). Estes compostos foram principalmente identificados nos extratos de 

folhas e flores, independentemente do ano de coleta e são comumente 

presentes em outras espécies de Verbena (Deepak & Handa, 2000; Castro-

Castro & Gamboa, 2004; Bilia, et al., 2008; Funes, et al, 2009; Rehecho et al, 

2011; Schönbichler, et al, 2013).  

A análise da variabilidade anual da V. minutiflora mostra que não houve 

uma alteração significativa na produção dos metabólitos especializados, uma 

vez que, os fingerprints no modo negativo demonstram a presença dos íons [M-

H]- 403 e 623 atribuídos ao iridoide hastatosídeo e os fenilpropanoides 

verbascosídeo e/ou isoverbascosídeo, respectivamente, em todos os anos de 

coleta. Também, verifica-se que esses metabolitos encontram-se 

principalmente nas folhas e flores. Pode se observar que as variações 

climáticas ou ambientais ocorridas ano a ano não afetaram significativamente o 

metabolismo especializado de V. minutiflora.  

No entanto, é importante notar que a capacidade de antirradicalar 

manteve a mesma tendência ao longo dos anos de estudo e extratos de folhas 

e flores tiveram maior capacidade antiradical que os extractos de caules (figura 

2.16), independentemente do ano da coleta. 

Os perfis químicos dos extratos de folhas e flores foram semelhantes, 

mas apresentaram diferenças qualitativas quando comparados com extratos do 

caule. Em geral, as impressões digitais ESI(-)-MS mostraram que não houve 

nenhuma alteração substancial qualitativa na composição dos extratos durante 

os quatro anos de estudo, o que indica que o metabolismo da planta não 

estava significativamente alterado pela variação ambiental.  
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 Os metabólitos especializados em uma planta ocorrem em diferentes 

concentrações, onde vários fatores influenciam a presença destes, a sua 

formação pode ser afetada principalmente por alterações das condições 

ambientais, como já citado anteriormente, como por exemplo, sazonalidade, 

índice pluviométrico, temperatura, altitude, disponibilidade de nutrientes e 

poluição atmosférica. A época de coleta da planta é um fator importante, pois 

são relatadas variações sazonais do conteúdo para praticamente todas as 

classes de metabólitos especializados, como os ácidos fenólicos, flavonoides, 

iridoides, entre outros. As plantas geralmente apresentam maiores teores de 

seus metabólitos especializados na primavera, ocorrendo um decréscimo no 

outono (Gobbo-neto & Lopes, 2007). 

A V. minutiflora foi coletada sempre na primavera, pois ela é uma planta 

decídua, uma planta que, numa certa estação do ano, perde suas folhas, 

geralmente nos meses mais frios e sem chuva (outono e inverno). Por esse 

motivo, neste estudo não foi realizada a avaliação de variabilidade sazonal dos 

metabólitos especializados da V. minutiflora, uma vez que, são as folhas e 

flores de V. minutiflora as partes mais ricas nos metabolitos com capacidade 

antirradicalar e essas partes estão ausentes no outono e inverno, restando 

apenas às partes aéreas galhos e o caule (Gobbo-neto & Lopes, 2007).  

As condições de coleta, estabilização, estocagem, podem ter grande 

influencia na qualidade e consequentemente no valor terapêutico das plantas 

medicinais, onde o controle de qualidade e a padronização de fitoterápicos, 

envolvem várias etapas, entretanto, a fonte e a qualidade da matéria –prima 

tem um papel central na obtenção de produtos com constância de composição 

e propriedades terapêuticas reprodutíveis (Gobbo-neto & Lopes, 2007).  
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2.4.4. Identificação dos Principais Constituintes presentes nas Partes 

Aéreas da Verbena minutiflora  

 

 A identificação dos constituintes presentes na V. minutiflora foi realizada 

por HPLC-DAD e LC-MS/MS através da comparação dos espectros de UV 

(HPLC-DAD, figura 2.19) e de MS (ESI-MS/MS, figura 2.20) dos picos 

cromatográficos observados para as amostras com dados relatados na 

literatura (Bilia et al., 2008; Rehecho et al., 2011; Funes et al., 2009).  

Estudos de HPLC/DAD/ESI/MS com a V. officinalis demonstraram a 

presença de iridoides, fenilpropanoides e flavonoides que foram monitorados 

nos comprimentos de onda de 240, 330 e 350 nm, respectivamente (Bilia et al., 

2008; Rehecho et al., 2011; Funes et al., 2009).  
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Figura 2.19 – Cromatograma do extrato etanólico das folhas da Verbena minutiflora 
coletada no ano de 2010 nos comprimentos de onda 240 e 330 nm e espectro UV dos 
picos cromatográficos destacados 



77 

 

A figura 2.19 mostra os cromatogramas obtidos por HPLC/DAD para o 

extrato etanólico das folhas 2010 da V. minutiflora no comprimento de onda de 

240 e 330 nm. Os cromatogramas para as infusões são mostrados no anexo 2. 

O pico com tempo de retenção de 10 minutos no cromatograma detectado a 

240 nm foi atribuído ao iridoide hastatosídeo. Da mesma maneira, os 

cromatogramas em 330 nm, possuem o pico no tempo de retenção em 21 

minutos, sugerido como sendo o verbascosídeo ou seu isômero 

isoverbascosídeo, esses compostos foram anteriormente relatados para o 

gênero Verbena (Bilia et al., 2008). 

 Para confirmar a identidade dos componentes químicos majoritários de 

V. minutiflora foi realizada a análise por LC-MS e LC-MS/MS com ionização por 

eletrospray no modo negativo. A partir das perdas de massas observadas, por 

inspeção do padrão de fragmentação e pela comparação com dados da 

literatura (Bilia et al., 2008) foi possível sugerir a presença do iridoide 

hastatosídeo com íon [M – H]- de m/z 403 (figura 2.20 A).  

A presença de vários fenilpropanoides derivados do verbascosídeo foi 

deduzida pela ocorrência de vários íons [M – H] de m/z 623, porém com 

tempos de retenção diferentes e que apresentam padrão de fragmentação 

idêntico por ESI(-)-MS/MS (anexo 3). O verbascosídeo por ser ligeiramente 

mais polar do que o isoverbascosídeo, possui tempo de retenção menor que 

seu isômero em cromatografia de fase reversa (Bilia et al., 2008).   
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Figura 2.20 – Espectro ESI(-)-MS/MS e possíveis Fragmentações para (A) iridoide 
hastatosideo e (B) fenilpropanoide verbascosídeo 

 

 As possíveis fragmentações que ambos os íons [M-H]- de m/z 403 e [M-

H]- de m/z 623 sofrem estão representadas na figura 2.20, juntamente com as 

estruturas do iridoide hastatosídeo e do fenilpropanoide verbascosídeo. 

 Para o iridoide hastatosídeo, o pico base do espectro encontra-se em 

m/z 195, originado pela perda de 208 Da, compatível com a perda da unidade 

glicosídica (179 Da) e mais 28 Da pela perda de uma molécula neutra de CO 

[M-2H-179-CO]-. Outros íons fragmentos são observados em m/z 358 

correspondente à perda de 46 Da, que pode ser explicada como [M- H-OCH3-

CH3]
-, em m/z 237 [M-H-163-3H]-.  

 O espectro ESI-MS/MS do verbascosideo (figura 2.20 B) mostrou seu 

íon desprotonado em m/z 623. O íon fragmento com m/z 461 é formado pela 

perda de 162 Da a partir do íon molecular desprotonado [MH-162]- ou pela 
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perda de 163 Da diretamente a partir do íon molecular. Essa fragmentação 

pode envolver a perda da unidade cafeoil ou a unidade de ramnose. Uma via 

de fragmentação semelhante pode produzir o íon m/z 161 pela perda de 462 

Da a partir do íon molecular desprotonado [M-H-462] -. 

 Sendo assim, com os dados da literatura, o espectro de massa do íon 

[M-H] de m/z 623, juntamente com as possíveis fragmentações que os 

isômeros sofrem se consegue confirmar a presença destes compostos na V. 

minutiflora. Estes compostos já foram isolados e identificados por alguns 

autores para diferentes espécies do gênero Verbena (Bilia et al., 2008), 

(Deepak & Handa, 2000), (Schönbichler, et al., 2013; Rehecho et al., 2011; 

Castro-Gamboa & Castro, 2004). Contudo é a primeira vez que se reporta esse 

tipo de estudo para a espécie V. minutiflora. O verbascosídeo presente nos 

extratos de V. minutiflora possui várias atividades biológicas relatadas como 

atividade antiinflamatória, gastro-protetora, antimicrobiana, antitumoral e 

antioxidante, podendo ser o composto químico responsável pela potente 

atividade antioxidante dos extratos da planta (Funes et al., 2010;  Singh et al., 

2010). 

 Funes e colaboradores (2009) realizaram a avaliação de toxicidade oral 

aguda em ratos, para avaliar o efeito da ingestão oral de erva-cidreira (Lippia 

citriodora), uma planta pertencente à família Verbenaceae, que contêm altos 

teores de verbascoside. Os autores testaram um extrato contendo um elevado 

teor de verbascosideo para estabelecer a DL50 por via oral em ratos e nenhum 

sinal de toxicidade, a uma concentração tão elevada quanto 2000 mg/kg foi 

observado. 

 Parte destes resultados apresentados foi escrito um artigo científico 

intitulado “Variability and Chemical Composition of Aerials Parts of Verbena 

minutiflora”, que foi submetido, aceito e publicado pela revista Journal of Food 

Processing and Preservation (anexo 4).   
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2.5. Conclusões 

 

Pela primeira vez é reportada a análise química da planta Verbena 

minutiflora. O estudo fitoquímico demonstrou que a maior concentração de 

compostos fenólicos e flavonoides esta nas frações acetato de etila e extrato 

bruto. Por esse motivo esses extratos foram escolhidos para testes de 

atividade in vivo, juntamente com a infusão das folhas. 

 O estudo identificou a presença de hastatosídeo, verbascosídeo e 

isoverbascosídeo, metabólitos já identificados para outras plantas do gênero 

Verbena. A análise da variabilidade anual mostra que não houve uma alteração 

significativa na produção dos metabólitos especializados e que os extratos 

etanólicos da folha e flor apresentaram em média teores de fenólicos e 

flavonoides significativamente maiores que o extrato etanólico do caule e da 

infusão independentemente do ano de coleta. Os resultados validam o uso 

popular da infusão ou de preparado fitoterápico de V. minutiflora uma vez que 

todos os extratos apresentaram alto teor de compostos fenólicos e, portanto, 

potencial antioxidante principalmente para as partes aéreas folhas e flor. 

 Também se verifica que a infusão de V. minutiflora, apesar de conter 

teores mais baixos de fenólicos e flavonoides, apresenta capacidade 

antiradicalar o que justifica seu consumo na forma de chá.  
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CAPÍTULO 3. DETERMINAÇÃO DE IRIDOIDES E  

FENILPROPANOIDES EM EXTRATOS E INFUSÕES DE Verbena 

minutiflora POR HPLC-UV: VALIDAÇÃO INTRALABORATORIAL 
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3.1. Validação de Métodos Analíticos  

 

 De acordo com a Anvisa (2003) a eficácia e a segurança das plantas 

medicinais são validadas através de levantamentos etnofarmacológicos, 

documentações tecnocientíficas em publicações ou estudos farmacológicos e 

toxicológicos pré-clínicos e clínicos. Desta forma os estudos devem conter, 

nome botânico com referência aos autores, detalhes da fonte da planta, 

descrição do material vegetal, testes de identificação dos princípios ativos ou 

marcadores, ensaios dos constituintes de atividade terapêutica, métodos para 

determinação de possíveis contaminações por pesticidas, testes para metais 

pesados e contaminantes semelhantes, materiais estranhos e adulterantes e 

teste para radiação e contaminação microbiana. A validação de equipamentos 

e processos é outra etapa para a garantia de qualidade, na qual esta trás 

evidencias documentadas de que tanto os equipamentos quanto o processo 

cumprem satisfatoriamente sua finalidade quando utilizados corretamente. 

 Atualmente uma preocupação com a utilização segura das plantas 

medicinais e dos fitoterápicos, levando ao desenvolvimento de métodos 

analíticos para determinação e quantificação de substâncias e/ou compostos 

químicos que possam estar presentes em diferentes matrizes, como uma forma 

de controle de qualidade e para garantir a segurança, as técnicas de 

separação, como HPLC e CG ganham destaque, devido à capacidade de 

realizar análises quantitativas e qualitativas em diferentes amostras, como por 

exemplo, amostras ambientais, biológicas, farmacêuticas e em alimentos 

(Ribani et al., 2004). 

 Os métodos analíticos desenvolvidos devem originar resultados que 

sejam confiáveis. Para isso, é necessário avaliar o método proposto, sua 

eficiência, bem como sua precisão e exatidão, para que este possa ser 

aplicado como método de análise de rotina em um laboratório (Ribeiro et 

al.,2008). Para que isso ocorra, um estudo de validação de método é de 

extrema importância e deve ser realizado, o qual é um processo que define as 

exigências analíticas, para confirmar se o método proposto apresenta bom 

desempenho para determinada finalidade e para garantir a confiabilidade dos 

resultados (Ribani et al., 2004; Ribeiro et al., 2008). 
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 O estudo de validação pode ser realizado de forma intralaboratorial (in 

house validation), em que as etapas de validação são realizadas em um único 

laboratório, ou de forma completa (full validation) em que se realiza um estudo 

interlaboratorial para avaliar o comportamento da metodologia com uma matriz 

específica em laboratórios diferentes (Ribani et a., 2004). 

 A validação de métodos é realizada por meio de parâmetros de 

validação, que são os indicadores do bom desenvolvimento e confiabilidade da 

metodologia, para um estudo de validação são determinados normalmente os 

parâmetros: seletividade, linearidade, limite de detecção (LD) e de 

quantificação (LQ), precisão (repetitividade, precisão intermediária e 

reprodutibilidade), exatidão e robustez (Ribeiro et al., 2008; Araujo, 2009). 

 A seletividade permite verificar se o método é seletivo para quantificar o 

analito de interesse na presença de outras substâncias que podem interferir na 

análise em uma amostra complexa (Araujo, 2009; Ribani et al., 2004). Este 

parâmetro é o primeiro passo a ser avaliado na validação de um método que 

está sendo desenvolvido (Ribani et al., 2004).  A seletividade pode ser avaliada 

pela comparação da matriz sem a substância de interesse e a matriz contendo 

esta substância (adição de uma quantidade de padrão). Assim nenhum 

interferente deve eluir no tempo de retenção da substância que está sendo 

analisada. Esta avaliação pode ocorrer ainda, pela utilização de detectores 

modernos, como arranjo de diodos e espectrômetro de massas, em que há a 

comparação do pico obtido na separação dos componentes de uma amostra 

com o do padrão, indicando assim, a presença do composto puro (Ribani et al., 

2004). 

 A linearidade permite determinar a faixa na qual o sinal analítico é 

linearmente proporcional à concentração do analito de interesse, sendo esta 

análise realizada por meio de curva de calibração ou curva analítica, as curvas 

de calibração podem ser construídas pelo método de padronização externa, 

adição de padrão e padronização interna. Para analisar a linearidade do 

método, realiza-se uma regressão linear (Ribani et al., 2004; Ribeiro et al., 

2008). Na literatura, muitos pesquisadores consideram ainda o coeficiente de 

correlação linear (r) como uma forma de avaliar a linearidade. Segundo a 

Anvisa (2003) este deve ser > 0,99. 
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  A sensibilidade do método pode ser avaliada por meio dos limites de 

detecção e de quantificação. O limite de detecção (LD) é a menor concentração 

de analito que pode ser detectada pela técnica instrumental e o limite de 

quantificação (LQ) é a menor concentração do analito que pode ser 

quantificada com precisão e exatidão do método (Ribeiro et al.,2008). 

 A precisão fornece a dispersão dos valores medidos em torno de um 

valor médio, é determinada através do desvio padrão relativo, sigla em inglês 

relative standard deviation (RSD) ou coeficiente de variação (CV) e pode ser 

avaliada em três níveis: repetitividade, precisão intermediária e 

reprodutibilidade (Ribeiro et al., 2008; Araujo, 2009).  

 A repetitividade permite verificar se os resultados obtidos para as 

análises de uma amostra são concordantes, utilizando as mesmas condições 

de análise, mesmo analista, instrumento e laboratório e no mesmo dia (Ribani 

et al., 2004). A precisão intermediária é uma estimativa da precisão do método 

dentro de um mesmo laboratório (intralaboratorial), utilizando as mesmas 

condições, mas com analistas, equipamentos e/ou dias diferentes, ou 

combinação dos três fatores (Ribeiro et al., 2008; Ribani et al., 2004). A 

reprodutibilidade é a precisão realizada para uma mesma amostra, em 

laboratórios diferentes, com as mesmas condições de análise (Ribeiro et al., 

2008; Ribani et al., 2004). 

 A exatidão de um método permite verificar se os resultados individuais 

obtidos para uma amostra apresentam concordância com um valor de 

referência considerado como verdadeiro (Ribeiro et al., 2008). A exatidão de 

um método pode ser avaliada pelo uso de materiais de referência, comparação 

de métodos, ensaios de recuperação e adição de padrão (Ribani et al., 2004). 

 Os parâmetros utilizados para a validação de um método diferem 

dependendo da finalidade do mesmo, bem como a técnica analítica empregada 

ou protocolo de validação a ser seguido (Ribani et al., 2004; Ribeiro et al., 

2008). 

 Os fenilpropanoides e iridoides têm sido apontados como os 

responsáveis pelas atividades do gênero Verbena e sugeridos como seus 

marcadores químicos. Assim, e de extrema importância conhecer os teores 

dessas classes de compostos bioativos presentes na V. minutiflora. Uma vez 
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que não existem estudos prévios sobre a concentração desses compostos em 

V. minutiflora e para ter garantia da confiabilidade dos resultados gerados, 

neste estudo foi realizada primeiramente a validação de método HPLC-DAD 

para determinar os teores de verbascosídeo, fenilproanóides e iridoides na V. 

minutiflora.  

 

3.2. Objetivos 

 

3.2.1. Objetivo Geral 

 

 Determinar o teor de fenilpropanoides e iridoides em extratos e infusões 

das partes aéreas da Verbena minutiflora.  

 

3.2.2. Objetivos Específicos 

  

 Otimizar e validar um método analítico HPLC-DAD para a determinação do 

fenilpropanoide verbascosídeo e seus derivados e para a classe de iridoides, 

compostos reconhecidos como marcadores químicos do gênero Verbena; 

 

 Aplicar diferentes testes estatísticos (ANOVA e regressão linear) para 

análise dos resultados dos ensaios de validação do método analítico; 

 

 

 Reportar o teor de fenilpropanoides e iridoides em diferentes amostras de 

Verbena minutiflora determinados pelo método HPLC—DAD validado. 
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3.3. Materiais e Métodos 

 

3.3.1. Preparo dos Extratos e Infusões  

 Para realizar o estudo da validação do método de HPLC-DAD para a 

determinação de fenilpropanoides e iridoides em partes aéreas da Verbena 

minutiflora foi utilizado os extratos e infusões de diferentes partes da planta, 

que foram coletados 4 anos consecutivos, sempre no mês de novembro.  

 A preparação dos extratos das folhas, flores e caules e infusões das 

folhas da Verbena minutiflora foi realizada como descrito no item 2.3.3 e 2.3.4.  

  

3.3.2. Análises por HPLC-DAD 

 A análise por HPLC-DAD dos extratos das folhas, flores e caules e 

infusões das folhas da Verbena minutiflora foi realizada como descrito no item 

2.3.6. 

 

3.3.3.Validação Intralaboratorial do Método HPLC-DAD para Determinação 

de Fenilpropanoides e Iridoides nas amostras da Verbena minutiflora 

 

3.3.3.1. Amostras 

Para realizar a validação do método para quantificação dos 

fenilpropanoides verbascosídeo e seus derivados e para a classe de iridoides 

nas diferentes amostras coletadas da Verbena minutiflora, foram selecionadas 

três amostras aleatoriamente, que foram folhas 2010, flores 2011 e caule 2012. 

 

3.3.3.2. Padrões Analíticos 

Nos estudos de validação e aplicação da metodologia analítica foram 

utilizados os padrões Verbascosídeo 86,87% HWI Analytik GMBH Pharma 

Solutions (Alemanha) e o Geniposídeo 98% (Sigma-Aldrich).  

 

3.3.3.3. Preparo das Soluções das Amostras 

As amostras analisadas apresentaram concentrações de fenilpropanoide 

verbascosídeo e iridoides diferentes. Em vista disso, a concentração das 

soluções das amostras foi ajustada para assegurar que a área do pico do 

verbascosídeo e iridoides nos cromatogramas estivesse dentro da faixa de 
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áreas dos padrões usados para a construção da curva de calibração. As 

soluções das amostras selecionadas e os padrões foram preparados em 

metanol. Preparou-se uma solução estoque de ambos os padrões de 500 

µg/mL. Para os estudos de validação e aplicação da metodologia 

cromatográfica para a determinação de fenilpropanoides, a concentração das 

soluções das amostras da folha 2010, flor 2011 e caule 2012 foi igual a 2,3; 2,2 

e 6,2 µg/mL, respectivamente. Da mesma forma, para a determinação dos 

iridoides, a concentração das soluções das amostras da folha 2010, flor 2011 e 

caule 2012 foi igual a 8,2; 8,1 e 6,1 µg/mL, respectivamente.   

 

3.3.3.4. Validação do Método de Determinação do Verbascosídeo e 

derivados fenilpropanoides e de Iridoides em Verbena minutiflora 

 Para realizar a validação do método para quantificação do 

fenilpropanoide verbascosídeo e seus derivados, bem como para a classe de 

iridoides nas diferentes amostras coletadas da Verbena minutiflora, foram 

selecionadas três amostras aleatoriamente, que foram folhas 2010, flores 2011 

e caule 2012. A validação do método foi feita por HPLC-UV e realizada pela 

avaliação de diferentes parâmetros. 

  

3.3.3.5. Seletividade 

A seletividade do método foi avaliada pela comparação dos espectros 

UV-PDA do padrão de verbascosídeo e do geniposídeo com os picos 

cromatográficos atribuídos ao verbascosídeo e a iridoides nas amostras. 

Adicionalmente foram comparados os tempos de retenção nos cromatogramas 

de padrões e de analitos em amostras de V. minutiflora. Como reportado por 

Bilia e colaboradores (2008) os fenilpropanides foram monitorados no 

comprimento de onda de 330 nm e os iridoides em 240 nm.  

 

3.3.3.6. Linearidade 

Para avaliar a linearidade do método foi construída uma curva analítica 

com soluções padrão de verbascosídeo na faixa de 40 a 200 µg/mL e da 

mesma forma para o geniposídeo na faixa de 50 a 500 µg/mL.    

  Aos dados do experimento de calibração (área do pico e concentração) 

foi ajustado um modelo linear pela aplicação da técnica de regressão linear no 
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nível de 95% de confiança. Para avaliar a linearidade do modelo gerado foi 

realizada uma análise de variância característica da regressão linear a 95% de 

confiança e foi aplicado um teste de falta de ajuste (Ffaj) para verificar se o 

modelo gerado é apropriado. Os valores de linearidade foram comparados de 

acordo com as recomendações da Anvisa (2003) e da AOAC (2012). 

 

3.3.3.7. Limite de Detecção (LD) e Limite de Quantificação (LQ) 

Para avaliar se o método proposto possibilitaria a determinação de 

verbascosídeo e iridoides presente nas amostras em baixas concentrações 

foram calculados os limites de detecção e de quantificação. Os limites de 

detecção (LD) e limite de quantificação (LQ) foram calculados com base em 3 × 

s/b e 10 × s/b, respectivamente, em que s é o desvio padrão do intercepto da 

curva de calibração e b é o coeficiente angular da equação da curva analítica 

(Araújo, 2009) obtidas por regressão linear.  

 

3.3.3.8. Precisão 

O estudo de precisão foi realizado avaliando-se a repetitividade, no 

mesmo dia em períodos diferentes (manhã e tarde) e a precisão intermediária, 

realizada em 05 dias diferentes nas mesmas condições do estudo de 

repetitividade. Este parâmetro foi analisado pelo desvio padrão relativo DPR 

(%) da repetitividade e da precisão intermediária, calculado pela equação DPR 

(%) = (S/x) ×100, em que S é o desvio padrão das amostras e x é a 

concentração média determinada. Os valores de desvio padrão relativos foram 

analisados de acordo com as recomendações da Anvisa. 

 

3.3.3.9. Exatidão 

 A exatidão do método foi avaliada por testes de recuperação por adição 

de padrão de verbascosídeo e geniposídeo em três níveis de concentração (50, 

120 e 180 µg/mL) e (80, 200 e 400 µg/mL), respectivamente, para as três 

amostras investigadas de folha, flor e caule. As taxas de recuperação foram 

calculadas pela equação Recuperação(%) = [(C1-C2)/C3] ×100. Em que C1 = 

concentração do analito na amostra fortificada; C2 = concentração do analito 

na amostra não fortificada e C3 = concentração do analito adicionado à 

amostra. 
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3.3.3.10. Quantificação de Verbascosídeo e Iridoides em amostras de 

Verbena minutiflora 

Após a realização do estudo de validação do método de HPLC-DAD 

para a determinação de verbascosídeo e iridoides nas amostras selecionadas, 

o mesmo foi aplicado a todas as amostras de folhas, flores, caules e infusões 

(2009, 2010, 2011 e 2012) da Verbena minutiflora. Os teores de verbascosídeo 

e iridoides foram determinados em triplicatas, utilizando-se as mesmas 

condições cromatográficas validadas descritas. 

3.3.4. Análise Estatística 

Para uma melhor interpretação dos resultados aplicaram-se ferramentas 

estatísticas como Análise de Variância de dois fatores (ANOVA). Toda a 

análise estatística aplicada nesta pesquisa foi realiazada no nível de 95% de 

confiança utilizando o software estatístico Minitab versão 16.2.2.   

 

3.4. Resultados e Discussões 

 

3.4.1. Validação do Método Cromatográfico para Determinação 

Quantitativa de Verbascosídeo e seus derivados e Iridoides em extratos 

de Verbena minutiflora  

 No presente estudo foi realizada a validação intralaboratorial para a 

determinação de verbascosídeo e outros fenilpropanoides e também de 

iridoides nos extratos e infusões das partes aéreas de V. minutiflora. Foram 

verificados os parâmetros de validação a seletividade, linearidade, limite de 

detecção (LD), limite de quantificação (LQ), precisão e exatidão. 

 A seletividade do método de determinação do verbascosídeo por HPLC-

DAD foi confirmada pelo perfil similar dos espectros UV-PDA do padrão de 

verbascosídeo e do pico atribuído ao verbascosídeo nas amostras, com 

máximo de absorção em 330 nm para o tempo de retenção de 20.1 min (figura 

3.1). Ainda, é possível observar em todos os cromatogramas a ocorrência de 

picos cromatográficos com tempo de retenção próximos ao verbarcosideo 

(tempo de retenção entre 20 e 22 min). A inspecção dos espectros UV-DAD 

desses picos revelou que os mesmos correspondem a compostos derivados do 

verbascosídeo, ou seja, a fenilpropanoides de estrutura similar. A ocorrência 

desses compostos em plantas do gênero Verbena é comumente relatada (Bilia, 
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et al., 2008; Funes, et al, 2009; Rehecho et al, 2011; Schönbichler, et al, 2013).  

Dessa maneira, o método analitico desenvolvido permitiu diferenciar entre 

verbascosideo e os seus análogos, tornando-se possível determinar o teor de 

verbascosideo e o teor total de fenilpropanoides em amostras de V. minutiflora. 

Assim, a seletividade do método para a determinação de fenilpropanoides é 

garantida pelo perfil similar dos espectros UV-PDA do padrão de verbascosídeo 

e dos compostos nas amostras de V. minutiflora que apresentam tempo de 

retenção próximo ao padrão verbascosideo. 

 

 

 

B 

A 
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Figura 3.1 - Cromatograma a 330 nm e espectro UV do pico com tempo de retenção 20.1 

minutos do padrão Verbascosídeo (A) e das amostras das Folhas 2010 (B), Flores 2011 

(C) e Caule 2012 (D) da Verbena minutiflora. 

 

 A seletividade do método foi também avaliada para a classe de iridoides. 

O Geniposideo não ocorre nas amostras de V. minutiflora sob investigação, 

mas previamente identificou-se o iridoide hastatosideo como um composto 

bioativo destas amostras de V. minutiflora.   

 O Geniposideo e hastatosideo estão estruturalmente relacionados e, sob 

o conjunto de condições analíticas cromatográficas, estes compostos 

apresentaram o mesmo tempo de retenção em 9,8 min. Além disso, ambos os 

compostos têm perfil de absorção de UV-DAD idêntico com um máximo de 

absorção a 240 nm (figura 3.2). Em vista destes fatos, o iridoide geniposideo foi 

considerado um padrão apropriado para determinar iridoides em V. minutiflora. 

D 

C 
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Consequentemente, o método cromatográfico proposto apresentou seletividade 

adequada para análise de iridoides nas amostras investigadas e o teor de 

iridoides pode ser relatado como equivalentes ao geniposideo. 
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Figura 3.2 - Cromatograma a 240 nm e espectro UV do pico com tempo de retenção 9.8 
minutos do padrão Geniposídeo (A) e das amostras das Folhas 2010 (B), Flores 2011 (C) 
e Caule 2012 (D) da Verbena minutiflora. 

 Para avaliar a linearidade do método de HPLC-DAD para a 

determinação de verbascosideo, fenilpropanoides e iridoides em V. minutiflora  

foi construída uma curva analítica com soluções padrão de verbascosídeo na 

faixa de 40 a 200 µg/mL e do padrão geniposídeo na faixa de 50 a 500 µg/mL. 

Aos dados do experimento de calibração (área do pico e concentração) foi 

ajustado um modelo linear pela aplicação da técnica de regressão linear no 

nível de 95% de confiança. Para avaliar a linearidade do modelo gerado foi 

realizada uma análise de variância característica da regressão linear a 95% de 

confiança e foi aplicado um teste de falta de ajuste (F faj) para verficar se o 

modelo gerado foi apropriado. Os resultados (tabela 3.1) indicam que o modelo 
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linear é adequado para estabelecer a relação entre a área do pico 

cromatográfico do verbascosídeo e/ou iridoide e a concentração, pois 

apresentou valores para F faj não significativos no nível de 95% de confinça (p > 

0,05). Este fato é ressaltado também pelo valor do F regressão altamente 

significativo (p= 0,000) observado no mesmo nível de confiança. A curva 

analítica de calibração para o verbascosideo (Figura 3.3) foi linear na faixa de 

concentrações estudada e pode ser representada pela equação: área= -

199442,89655 + 20935,64808 × concentração de verbascosídeo (µg/mL) e a 

curva analítica de calibração para o geniposídeo (Figura 3.4) também foi linear 

na faixa de concentrações estudada e pode ser representada pela equação: 

área= -199442,89655 + 20935,64808 × concentração de geniposídeo (µg/mL).   

  

Tabela 3.1 – Parâmetros de Regressão Linear para Verbascosideo e 

Geniposideo 

Verbascosideo 

Regressão  Falta de Ajuste r R
2
 

F regressão                  valor de p   Ffaj                        valor de  p 0.996 99.2 

2518.5                     0.000    0.30                         0.902     

Coeficientes da Reta de Regressão  ± Erro Padrão t observado valor de p 

Intercepto: -199443 ± 58062 3.43 0.003 

Inclinação: 20936 ± 417 50.18 0.000 

Geniposideo 

Regressão Falta de Ajuste  r R
2
 

F regressão                   valor de p    F faj                       valor de  p  0.998 99.6 

3998.4                       0.000     5.16                        0.008     

Coeficientes da Reta de Regressão  ± Erro Padrão  t observado valor de p 

Intercepto: 278769 ± 63734 4.37 0.000 

Inclinação: 13415 ± 212 63.23 0.000 
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Figura 3.3 - Curva analítica para determinação de Verbascosídeo e teor de 
fenilpropanoides em extratos de V. minutiflora por HPLC-DAD. 

 

Figura 3.4 - Curva analítica para determinação de Geniposídeo e teor de iridoides em 
extratos de V. minutiflora por HPLC-DAD. 
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Para o verbascosídeo e o geniposídeo, respectivamente, o coeficiente 

de determinação (R2) mostrou que a regressão linear explica 99,2% e 99,6% 

da variação de dados para verbascosideo e geniposideo, respectivamente, no 

qual apenas 0,8% (verbascosideo) e 0,4% (geniposideo) são referentes aos 

resíduos ou erros aleatórios. Os coeficientes observados de correlação (r) de 

0,996 e 0,998 para verbascosideo e geniposideo, respectivamente, estão 

dentro dos limites recomendados (r> 0,99) pelo órgão regulador nacional 

ANVISA (2003) e pela AOAC (2012).  

Para avaliar se o método proposto possibilitaria a determinação de 

verbascosídeo e iridoides presente nas amostras em baixas concentrações 

foram calculados os limites de detecção e de quantificação. Os valores de LD e 

LQ estimados para determinação de verbascosídeo e fenilpropanoides foram 

8,32 e 27,73 µg/mL, respectivamente. Os valores de LD e LQ para 

determinação de iridoides com base à resposta analítica do geniposídeo foram 

14,25 e 47,50 µg/mL, respectivamente, assim o método apresenta limites 

adequados para a determinação de fenilpropanoides e iridoides em níveis de 

poucas partes por milhão, que são os níveis em que esses compostos ocorrem 

em amostras Verbena como anteriormente relatados por outros autores 

(Schönbichler et al., 2013). Os valores de LD e LQ demonstraram que o 

método é sensível para a faixa de concentração estudada. Isto é confirmado 

analisando o valor de LD que ficou consideravelmente abaixo do primeiro ponto 

da curva analítica para quantificação de verbascosídeo e geniposídeo.  

 Os resultados do estudo de precisão obtidos para as amostras da folha 

2010, flores 2011 e caule 2012 para a determinação do verbascosídeo, 

fenilpropanoides totais e iridoides totais na V. minutiflora estão representados 

na tabela 3.2. 
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Tabela 3.2 – Estudo de Precisão para Determinação de Verbascosídeo, 

Fenilpropanoides e Iridoides em Verbena minutiflora 

 

* Expressa como o desvio padrão relativo de RSD (%) 

 

Para a repetitividade e precisão intermediária são aceitáveis valores de 

DPR (%) abaixo de 15% para compostos orgânicos de acordo com a Anvisa 

(2003). Desta forma a metodologia proposta mostrou precisão adequada para 

determinar fenilpropanoides e iridoides.  

A exatidão do método foi avaliada, por meio da realização dos testes de 

recuperação por adição de padrão em três níveis de concentração de 

verbascosídeo (50, 120 e 180 µg/mL) e para o geniposídeo de (80, 200 e 400 

µg/mL), para as três amostras investigadas. Através do ensaio de recuperação 

foi possível verificar a exatidão do método. As taxas de recuperação de 

verbascosídeo e geniposídeo para as diferentes amostras estão representadas 

na tabela 3.3.  

 

 

Precisão* 

                                Amostras Repetitividade 
 

Precisão 
Intermediária  

Verbascosideo 
 

Folhas 
2010 

2.71 9.55 

Flores 
2011 

1.79 6.05 

Caules 
2012 

1.12 4.41 

 
Fenilpropanoides 

Totais   
 

Folhas 
2010 

2.55 7.99 

Flores 
2011 

1.54 6.47 

Caules 
2012 

0.57 5.48 

Iridoides Totais  
 

Folhas 
2010 

4.11 4.69 

Flores 
2011 

3.36 4.39 

Caules 
2012 

4.58 4.87 



103 

 

Tabela 3.3– Ensaio de Exatidão para as Diferentes Amostras para o 

Verbascosídeo e Geniposídeo 

 

 

Amostras 

Verbascosídeo Geniposídeo 

Concentração 
µg/mL 

% Recuperação Concentração 
µg/mL 

% 
Recuperação 

 

Folhas 
2010 

50 107,14 80 88,91 

120 84,96 200 92,23 

180 75,73 400 102,74 

 

Flores 
2011 

50 

120 

102,23 

75,74 

80 

200 

76,07 

106,11 

180 76,74 400 112,89 

 

Caules 
2012 

50 

120 

81,18 

77,93 

80 

200 

90,51 

103,86 

180 114,22 400 114,33 

 

A exatidão do método foi avaliada através da realização de testes de 

recuperação de adição padrão em três níveis de concentração (Tabela 3.3). As 

taxas de recuperação variaram de 75,73% a 114,22% para verbascosideo e 

76,07 a 114,33% para geniposideo e encontram-se dentro da faixa aceitável de 

60-115%, de acordo com as diretrizes da AOAC (2012) e pesquisas anteriores 

(Brito, et al., 2003). Estes resultados indicam que o método de HPLC-DAD 

proposto tem precisão adequada para a quantificação de verbascosideo e 

iridoides nas amostras investigadas. 

 

 

 

 

 

Exatidão 
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3.4.2 Aplicação do método HPLC-DAD Desenvolvido para a Determinação 

de Verbascosídeo, Teor de Fenilpropanoides Totais e Iridoides em 

amostras de Verbena minutiflora  

Após a realização do estudo de validação intralaboratorial do método de 

HPLC-DAD para a determinação de verbascosídeo e seus análogos 

fenilpropanoides e de iridoides nas amostras selecionadas, o mesmo foi 

aplicado a todas as amostras de folhas, flores, caules e infusões (2009, 2010, 

2011 e 2012) da Verbena minutiflora. Os teores de verbascosídeo e iridoides 

foram determinados em triplicatas, utilizando-se as mesmas condições 

cromatográficas validadas descritas. Os resultados obtidos são apresentados 

na figura 3.5 e são expressos como miligramas de metabolitos secundários por 

grama de extrato seco. 
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Figura 3.5 – Variação anual dos teores de verbascosídeo (A), fenilpropanoides totais (B) 

e iridoides (C) nas partes aéreas da Verbena minutiflora  
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Todos os extratos etanólicos apresentaram altos níveis de 

fenilpropanoides e iridoides. Houve grande variabilidade no teor de 

verbascosideo e fenilpropanoides totais para as diferentes partes aéreas. 

Níveis mais elevados destes compostos bioativos foram extraídos a partir de 

folhas e flores.  

As Infusões também apresentaram altas concentrações dos compostos 

bioativos investigados, os teores de iridoides variaram de 314,70 a 415,10 

µg/mL, fenilpropanoides totais de 1.996,39 a 2.674,13 µg/mL e de 

verbascosideo de 1.029,38 a 1.456,42 µg/mL. No capitulo 2 foi reportado que 

as infusões feitas a partir de partes aéreas de V. minutiflora tiveram uma 

atividade antioxidante notável. Essa atividade pode estar relacionada com os 

altos níveis de fenilpropanoides e glicosídeos iridoides determinados nas 

infusões. 

Os resultados da infusão para os teores de verbascosídeo e 

fenilpropanoides totais podem ser explicados pela composição química 

complexa da planta, sabe-se que o gênero Verbena é rico em compostos tendo 

semelhanças estruturais com verbascosídeo, por exemplo, o isoverbascosídeo, 

eukovosídeo (Bilia et al., 2008) e também que a composição majoritária de 

verbascosídeos na infusão corrobora com a sua atividade antioxidante. 

A determinação simultânea de quatro compostos bioativos (aucubina, 

hastatosideo, verbenalina e verbascosideo) no extrato metanólico de V. 

officinalis mostrou que os níveis de verbascosideo variaram entre (1,32-10,99) 

mg/g e os níveis dos iridoides hastatoside variaram entre (2,84 - 7,21) mg/g e 

verbenalina variaram entre (1,21 - 5,01) mg/g (Liu et al., 2012). 

Os fenilpropanoides são compostos naturais extraídos principalmente de 

plantas medicinais, esses compostos são utilizados pelas plantas para 

proteção contra infecções, radiação ultravioleta, e contra herbívoros. Alguns 

fenilpropanoides têm sido relatados possuir diferente atividade farmacológica 

como antioxidante, antiinflamatória e antitumoral (Chen, et al., 2002; Silveira e 

Sá, et al., 2014). Pesquisas sobre os efeitos do isoverbascosídeo sobre a 

proliferação e diferenciação de linha celular de células tumorais MGC 803 de 

cancro gástrico humano e Me2SO conhecida indutor de diferenciação, utilizado 

como controle positivo, demonstrou que o isoverbascosídeo inibiu a 
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proliferação dessas células com características fenotípicas malignas e 

consequentemente diferenciação causada em células MGC 803, estes efeitos 

podem estar associados com sua atividade regulatória da expressão de 

proteínas do ciclo celular (Chen, et al., 2002). 

O verbascosídeo possui várias atividades biológicas relatadas como 

atividade antiinflamatória, antimicrobiana, antitumoral e antioxidante (Deepak & 

Handa, 2000; Carrillo-Ocampo et al., 2013; Avila et al., 1999; Funes et al., 

2009; Xie et al., 2012; Funes et al., 2010; Alipieva et al., 2014)., podendo ser o 

composto químico responsável pela potente atividade antioxidante dos extratos 

de V. minutiflora. 

Os iridoides representam um grande grupo de metabolitos do tipo 

ciclopentapirano monoterpenóides que são abundantes em famílias de plantas 

dicotiledôneas e especialmente em famílias como a Apocynaceae, 

Scrophulariaceae, Verbenaceae, Lamiaceae, Loganiaceae e Rubiaceae (Tiwari 

et al., 2008; Viljoen et al., 2012). Estudos in vitro e in vivo revelaram que 

iridoides possuem atividade neuroprotetora, anti-inflamatória, imuno-

moduladora, hepatoprotetora, cardioprotetora, anticancerígena, antioxidante, 

antimicrobiana, hipoglicemiante, antiespasmódica e propriedades purgativas 

(Tundis et al., 2008; Viljoen et al., 2012). 

Foi relatado que o iridoide geniposídeo isolado de plantas da família 

Rubiaceae possui uma potente atividade anti-inflamatória, demonstrando uma 

inibição significativa de IL-2, que promove uma ativação da co-estimulação de 

linfócitos T, monstrando deste modo ser imunossupressor, pesquisas relatam 

que extratos etanólicos contendo geniposídeo podem reduzir os riscos de 

gastrite e de lesões gástricas em ratos e inibem o edema de pata em ratos 

induzidos por carragenina (Koo et al., 2006; Lee et al., 2009; Viljoen et al., 

2012).  

Dois novos iridoides, 3- (5- (metoxicarbonil) -2-oxo-2H-piran-3-il) 

butanóico, chamado verbeofflin I e 7-hidroxidehidrohastatosideo foram isolados 

a partir das partes aéreas da V. officinalis, juntamente com três iridoides 

conhecidos, verbenalina, 3,4-dihidroverbenalina, hastatosídeo por meio de 

cromatografia em coluna de várias etapas. As estruturas destes compostos 

foram elucidadas através da análise de dados espectroscópicos obtidos 
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utilizando técnicas de RMN e MS. O verbeofflin I pertence a uma nova classe 

de secoiridoides identificados na família Verbenaceae (Wang et al., 2014). 

Também dois novos iridoides, brasoside e verbraside foram isolados a partir 

das partes aéreas da Verbena brasiliensis VELL (Verbenaceae), que é uma 

planta nativa da América do Sul (Ono et al., 2006). 

Iridoides isolados a partir de espécies de verbena, por exemplo, 

verbenalina e hastatosídeo são componentes característicos, e exibem várias 

atividades biológicas, incluindo promoção do sono, atividade antioxidante e 

hepatoprotetora. Além disso, os dois compostos são considerados marcadores, 

sendo utilizados com constituintes alvos para o controle de qualidade de 

plantas medicinais (Wang et al., 2014).  

 Parte destes resultados estão descritos em artigo científico intitulado 

“Levels of phenylpropanoids and iridoids in extracts and infusions of aerial parts 

of Verbena minutiflora: in house validation of an HPLC-DAD method”, que foi 

escrito e submetido para a revista Food Research International (anexo 5).   
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3.5. Conclusões 

  

 Pela primeira vez é reportada a análise quantitativa de princípios ativos 

individuais e por classes da planta Verbena minutiflora, bem como a 

variabilidade ano a ano para os extratos e infusões dessa espécie coletada na 

região sul do Brasil. 

Através do estudo de validação de metodologia foi possível verificar que 

o método proposto para quantificação do fenilpropanoide verbascosideo e seus 

derivados e dos iridoides, baseado no teor de geniposídeo, por HPLC-DAD 

apresenta seletividade, linearidade na faixa de estudo de interesse, limite de 

detecção e de quantificação adequados para a determinação de concentrações 

em ppm e precisão e exatidão que atendem as recomendações estabelecidas 

por agencias nacionais Anvisa e pela AOAC.  

Através da quantificação dos fenilpropanoides e iridoides em Verbena 

minutiflora coletada em quatro anos consecutivos se tem dados suficientes 

para estabelecer um padrão de qualidade para esta planta, que possui amplo 

uso etnofarmacológico e, portanto, forte apelo para se tornar um fitoterápico 

devido a excelente fonte de compostos antioxidantes.  
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4.1. Introdução  

 

As plantas medicinais tem um papel fundamental no sistema de saúde 

em todo o mundo, pois servem como um ponto de partida para o 

desenvolvimento de novos fármacos (Basgel & Erdemoglu, 2006).  

As plantas medicinais também podem ser usadas como fontes 

alternativas de nutrientes minerais na dieta alimentar. Elementos como ferro e 

zinco apresentam biodisponibilidade variável em função de suas formas 

químicas (espécies) presentes em um alimento (Silva et al., 2010). 

O corpo humano necessita de uma série de minerais, a fim de manter 

uma boa saúde. Um número de minerais essenciais para a nutrição humana é 

acumulado em diferentes partes das plantas (Ajasa et al., 2004). A análise dos 

níveis de minerais em plantas é importante, porque eles são essenciais na 

dieta humana, mas uma ingestão inadequada destes componentes nutricionais 

ocorre frequentemente (Rehecho et al., 2011). Os elementos presentes em 

plantas medicinais desempenham um papel significativo na formação de 

produtos químicos ativos, tais como Zn, Cu e Fe e só se tornam tóxicos em 

concentrações elevadas (Nookabkaew et al., 2006; Abugassa et al., 2008).  

É importante ter um bom controle de qualidade para as plantas 

medicinais, a fim de proteger os consumidores de contaminação. A medicina 

tradicional desempenha um importante papel no estado geral de saúde de uma 

população. Muitas plantas medicinais e as suas misturas podem apresentar um 

risco para a saúde devido a presença de elementos tóxicos tais como o Pb, Cd, 

Al, Hg e outros elementos, tais como Cr, que são perigosas para os seres 

humanos, em função da sua estados de oxidação e presente em altas 

concentrações, o Pb e Cd são considerados perigosos para o corpo em baixas 

concentrações (Garcia, et al., 2000; López, et al., 2000; Basgel & Erdemoglu, 

2006). 

As plantas medicinais podem ser facilmente contaminadas durante cultivo 

e processamento, existe um elo importante na transferência de oligoelementos 

do solo para as plantas e consequentemente para o homem. O nível de 

elementos essenciais para as plantas é condicional, o conteúdo que está sendo 

afetado pelas características geoquímicas do solo e pela capacidade das 
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plantas de acumular seletivamente alguns desses elementos (Basgel & 

Erdemoglu, 2006). 

 Espécies de plantas foram identificadas por conter nutrientes que 

apresentam novas propriedades medicinais ou terapêuticas benéficas; e que 

possuem elementos que apresentam um papel preventivo ou curativo no 

combate às doenças, sendo de grande interesse estabelecer os níveis de 

alguns elementos em plantas medicinais, uma vez que estes elementos em 

altas concentrações podem apresentar um potencial tóxico (Ajasa et al., 2004).   

As plantas medicinais são coletadas nas florestas ou quintais 

residenciais e podem ser comercializados em feiras livres, supermercados, 

farmácias de manipulação ou em lojas especializadas. A utilização das plantas 

medicinais para o tratamento de doenças é muito comum e pode-se utilizar 

várias partes das plantas como raiz, caule, folha, flores, frutos ou sementes 

dependendo da espécie vegetal. A forma de preparação também pode ser 

variada, porém, a mais utilizada é a infusão (chá), que se apresenta como uma 

das bebidas mais consumidas no mundo, seja pelo sabor agradável, seja por 

seu potencial terapêutico que auxilia a cura de doenças. Não há um rigor, por 

parte dos consumidores, na preparação e na utilização das infusões (chás) de 

plantas medicinais, uma vez que sua preparação e sua indicação na maioria 

das vezes é herança de antigas culturas (Diniz et al., 2013). 

O chá é uma bebida obtida da infusão de folhas, cascas ou raízes na 

forma seca ou in natura de uma planta. Os chás foram mundialmente 

difundidos pela Companhia Inglesa das Índias Orientais e amplamente 

popularizados na cultura brasileira como ‘remédios caseiros’. Apesar da grande 

evolução da medicina alopática, a população carente enfrenta vários 

obstáculos na sua utilização que vão desde o acesso aos centros de 

atendimento hospitalares à obtenção de exames e medicamentos. Estes 

motivos, associados com a fácil obtenção e a grande tradição da população 

sobre o uso de plantas medicinais, contribuem para o aumento da sua 

utilização no País (Amarante et al., 2011).  

 O chá é a bebida mais consumida depois da água, devido aos seus 

efeitos refrescantes e levemente estimulantes e desempenha um papel 

importante na entrada de um número de elementos vestigiais nutricionais e 
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tóxicos nos seres humanos (Malik et al., 2008). Beber chá está associado com 

a redução do colesterol, prevenção da oxidação de lipoproteínas de baixa 

densidade e a diminuição do risco de doença cardiovascular, o consumo 

regular de chá pode contribuir para as necessidades nutricionais diárias de 

alguns elementos (Karak et al., 2010). 

Nos últimos anos, vem sendo crescente o número de estudos 

envolvendo não apenas a determinação de nutrientes minerais em plantas 

medicinais, mas também estudos que forneçam informações mais completas 

para identificar as formas químicas (espécies) e a estrutura dos compostos aos 

quais diferentes nutrientes minerais estão associados (Almeida et al., 2002; 

Ajasa et al., 2004; Silva et al., 2010). 

Existe uma grande preocupação em se conhecer a composição das 

plantas medicinais, visto que muitas delas são indicadas para as mais diversas 

enfermidades que acometem o homem. Muitas pessoas ainda utilizam as 

plantas ou preparados medicinais como primeiro recurso terapêutico no 

tratamento de enfermidades. Um grande interesse vem sendo dado ao estudo 

de constituintes inorgânicos presentes em alimentos, bebidas e fitoterápicos, 

porque estes elementos podem auxiliar no metabolismo ou, dependendo da 

sua concentração, podem ser prejudiciais à saúde do homem (Diniz et al., 

2013). 

Alguns nutrientes minerais presentes em plantas possuem um papel 

preventivo no combate de doenças, mas é importante ressaltar que níveis 

elevados desses minerais podem ser perigosos e tóxicos ao organismo. Alguns 

minerais como Cu, Fe, Mn, Mg e Zn são considerados essenciais à saúde por 

atuarem em importantes vias metabólicas, participando de atividades 

associadas à síntese de proteínas, vitaminas e controle do metabolismo de 

diversas enzimas, que atuam em processos de síntese e degradação, 

necessárias ao homem (Silva et al., 2010). 

Os sais minerais realizam diversas funções específicas no corpo humano 

estando relacionados com o bom desempenho do metabolismo de enzimas, as 

quais são responsáveis pela manutenção da saúde do organismo. O corpo 

humano necessita de sais minerais dentro de certos limites admissíveis para 

obter um bom crescimento e a manutenção da saúde. A concentração de 



118 

 

elementos traços diversos é importante para determinar a eficácia das plantas 

medicinais no tratamento de várias doenças e também para compreender sua 

ação farmacológica e sua importância nutritiva (Nookabkaew et al., 2006; 

Abugassa et al., 2008).  

O estudo da composição mineral nas plantas medicinais tem se mostrado 

bastante relevante, uma vez que as plantas podem ser uma fonte alternativa de 

minerais necessários para manter a saúde do corpo. Os constituintes 

inorgânicos estão envolvidos em muitas funções importantes do corpo humano, 

tais como a mineralização óssea, reações enzimáticas, secreção de hormônios, 

proteção de células e lipídios. Os elementos químicos podem ser encontrados 

incorporados à estrutura de proteínas (metaloproteínas), enzimas 

(metaloenzimas) e a complexos de carboidratos que participam de reações 

bioquímicas no organismo em diferentes matrizes. Os constituintes inorgânicos 

podem exercer algumas funções metabólicas no corpo humano. O cálcio, por 

exemplo, está presente nos ossos e dentes, auxilia na coagulação sanguínea, 

na contração e no relaxamento muscular e é ativador de várias enzimas. O 

cobre é necessário para o transporte do ferro, está envolvido na síntese do 

tecido conjuntivo e na proteção antioxidante. O ferro é essencial na formação 

da hemoglobina e está presente em várias enzimas. O magnésio atua como 

coenzima em todas as enzimas envolvidas na transferência de fosfato e é 

importante para a transmissão de impulsos nervosos. O zinco tem efeito na 

síntese de proteínas, essencial para a mobilização hepática da vitamina A, atua 

na maturação sexual, fertilidade e reprodução e apresenta um importante papel 

no desenvolvimento e na regulação do apetite (Tirmizi et al., 2007; Diniz et al., 

2013). 

 Os teores de minerais de alguns chás de ervas foram determinados em 

várias publicações (Gallaher et al., 2006; Özcan & Akbulut, 2008; Özcan et al., 

2008; Kara, 2009). Nestes estudos são normalmente utilizados métodos 

univariados, tais como análise de variância (ANOVA), comparando a 

concentração de um elemento com outro ou a uma amostra com outra. No 

entanto, métodos multivariados, como a análise de componentes principais 

(PCA) pode fornecer maiores interpretações. A PCA é uma técnica de redução 

de dados que tem o objetivo de explicar a maior parte da variação nos dados 
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ao mesmo tempo reduzindo o número de variáveis a alguns componentes não 

correlacionados (Mehra & Baker, 2007).  

Para a análise de metais nas plantas medicinais o método mais utilizado 

é a espectrometria de absorção atômica. Se uma determinada quantidade de 

energia e aplicada sobre o átomo e esta e absorvida, um dos elétrons mais 

externos será promovido a um nível energético superior, levando o átomo a 

uma configuração energética menos estável denominada “estado excitado”. 

Uma vez que esta configuração e instável, o átomo retorna imediatamente para 

o “estado fundamental”, liberando a energia absorvida sob a forma de luz. 

Esses dois processos (absorção e emissão de luz) são explorados, com fins 

analíticos, através das técnicas de Emissão Atômica e Absorção Atômica 

(Skoog et al., 1992). 

 A determinação dos teores de minerais na espécie Verbena minutiflora 

foi considerada de grande importância. O objetivo deste estudo foi avaliar o 

teor de minerais nas partes aéreas e infusões da Verbena minutiflora e 

monitorar a variabilidade dos minerais durante quatro anos consecutivos, a fim 

de determinar a contribuição das partes aéreas e infusões para a dieta 

humana. Consequentemente, os elementos essenciais e não essenciais para o 

organismo humano (Cu, Fe, Zn, Mg, Na, K, Al, Ca, Pb, Cd e Cr), foram 

quantificados. A análise foi realizada utilizando espectrometria de absorção 

atômica de chama e espectrometria de emissão atômica. Os dados foram 

analisados estatisticamente por análise de componentes principais (PCA) para 

avaliar possíveis correlações entre os íons metálicos, ano de coleta da planta e 

partes, bem como semelhanças entre as amostras. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



120 

 

4.2. Objetivos 

 

4.2.1. Objetivo Geral 

 

 Investigar a variabilidade do teor de minerais nas partes aéreas da 

Verbena minutiflora; 

 

4.2.2. Objetivos Específicos 

  

 Otimização do processo de digestão por via seca da planta Verbena 

minutiflora por meio da variação do tempo de calcinação e solubilidade das 

cinzas em meio ácido;  

 Quantificação dos minerais essenciais e tóxicos em amostras da Verbena 

minutiflora por espectrometria de absorção atômica em chama – FAAS e 

espectrometria de emissão óptica com plasma indutivamente acoplado 

(ICP-OES);  

 Avaliação temporal dos teores de minerais da Verbena minutiflora; 

  Avaliação dos teores de minerais da infusão das folhas da Verbena 

minutiflora. 
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4.3. Materiais e Métodos 

 

4.3.1. Otimização do processo de digestão da Verbena minutiflora 

 

A otimização do processo de digestão da Verbena minutiflora foi realizada 

com amostra adquirida em loja especializada na venda de produtos naturais 

voltados ao consumo na cidade de Guarapuava - PR. 

Utilizou-se o procedimento de digestão por via seca (calcinação). Pesou-

se, aproximadamente, 1g da amostra, partes aéreas (folhas, flores e caule), em 

cadinhos de porcelana, carbonizou-se em bico de Bunsen até completa 

liberação de fumos e calcinou-se em mufla durante tempo variável (4h, 5h e 7h) 

à 550ºC. Após, solubilizou-se as cinzas com volume variável (3 mL e 5 mL) de 

uma solução de HCl 1:1 v/v, e transferiu-se para balão de 50 mL (completando-

o com água deionizada). Os procedimentos foram feitos em triplicata. 

Quantificações dos íons metálicos Fe e Zn foram feitas para avaliar o melhor 

processo de calcinação da planta.  

  

4.3.2. Avaliação da Variação Mineral na Verbena minutiflora 

 

As amostras da Verbena minutiflora utilizadas nas determinações foram 

coletadas nos anos de 2009, 2010, 2011 e 2012 respectivamente, sendo 

realizadas as análises em três partes da planta, as folhas, flores e caules. 

Infusões das folhas também foram quantificadas, a preparação das infusões da 

Verbena minutiflora foi realizada como descrito no item 3.3.2. Foi pesado entre 

0,5 e 1,0 g de cada amostra de gervão (folhas, flores ou caule) em cadinhos 

previamente pesados, carbonizou-se em bico de bunsen até a completa 

liberação de fumos, após foi feita a calcinação em forno mufla durante 4h a 

550°C. Após, esfriou-se em dessecador, pesou-se as cinzas, solubilizou-se em 

3 mL da solução de ácido nítrico (HNO3) 1:3 (v/v), transferiu-se  para balão de 

50 mL e completou-se  com água deionizada.  

As determinações de diversos minerais como Cu, Fe, Zn, Mg, Na, K, Al e 

Ca foram realizadas em um espectrômetro de absorção atômica modo chama 

(FAAS) (Modelo Varian 220), equipado com lâmpadas de catodo oco da marca 
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Varian e lâmpada de Deutério como corretor de fundo. Todos os metais foram 

determinados pelo modo absorção com a exceção do Na e K que foram 

realizados no modo emissão. Os parâmetros instrumentais do FAAS estão 

apresentados na Tabela 4.1.  

 

Tabela 4.1- Parâmetros instrumentais para determinação de metais por 

espectrometria de absorção atômica (FAAS)  

 

As determinações dos metais Cd, Cr e Pb foram realizadas em um 

espectrômetro de emissão atômica (ICP-OES) modelo Optima 8000 DV, da 

Perkin Elmer. Argônio comercial (White Martins/Praxair) foi utilizado para 

geração do plasma, como gás de nebulização e auxiliar. Como gás de purga do 

sistema óptico do equipamento de ICP OES foi utilizado nitrogênio com pureza 

de 99,996%, da White Martins/Praxair. As linhas espectrais para os elementos 

foram às seguintes: Cd (228,8 nm), Cr (267,71 nm) e Pb (220,35 nm). Os 

parâmetros instrumentais usados estão listados na Tabela 4.2. Todas as 

amostras foram preparadas em triplicatas. Curvas de calibração foram obtidas 

através da utilização de soluções padrão estoque 1000 mg/L (J.T.Baker Instra-

Analysed®) dos metais avaliados. Todas as soluções foram preparadas com 

água ultrapura, proveniente do aparelho HUMAN UP 900®. 

Metal λ (nm) Resolução  
(nm) 

Corrente  
(mA) 

Chama 

Cu 324,8 1,0 5 Ar/C2H2 

Al 309,3 0,5 10 C2H2/N2O 

Fe 248,3 0,2 5 Ar/C2H2 

Zn 213,9 1,0 5 Ar/C2H2 

Mg 285,2 0,5 4,0 Ar/C2H2 

Na 589,0 0,2 - Ar/C2H2 

K 766,5 0,2 - Ar/C2H2 

Ca 422,7 0,5 10 C2H2/N2O 
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  Tabela 4.2 - Parâmetros instrumentais para o ICP-OES Optima 8000 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4. Resultados e Discussões 

 

4.4.1. Avaliação das condições para Otimização do processo de digestão 

da Verbena minutiflora 

 

Através da variação do tempo de calcinação e volume ácido usado na 

solubilização de cinzas foi possível otimizar o método de digestão por via seca 

(calcinação) e a solubilização das cinzas em meio ácido das amostras de 

Verbena minutiflora. 

Após a calcinação, a massa de cinzas resultante de cada amostra, foi 

medida. Os resultados encontram-se descritos na Tabela 4.3. A Figura 4.1 

apresenta os gráficos das médias entre as replicatas para cada procedimento e 

seus limites de confiança a 95 %. 

 Pode-se observar que a primeira medida do segundo procedimento 

experimental não está em concordância com as demais medidas, e isso pode 

ser atribuído à perda de massa durante o processo em um dos cadinhos, baixa 

solubilização das cinzas e ainda, a presença de caules grossos presentes na 

amostra que não foram totalmente degradados durante o processo de 

calcinação. 

Parâmetros Instrumentais  Valor 

Potência de radiofreqüência 1500 W 

Fluxo do gás principal  15 L min-1 

Fluxo do gás auxiliar 0,2 L min-1 

Fluxo do gás de nebulização  0,8 L min-1 

Fluxo da amostra 1,5 L min-1 

Posição do detector Axial 

Número de replicata 3 
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Tabela 4.3. Resultados obtidos com a otimização do experimento para o 

preparo de amostra de Verbena minutiflora 

Procedimento Massa de 
gervão (g) 

Cinzas 
(g) 

% de cinzas Fe (mg/L) Zn (mg/L) 

(1 ) 
Tcalcinação= 4 

h, Vácido= 3 

mL 

1,0214 

 

0,0394 

 

3,85 0,865 0,4409 

1,0610 

 

0,0405 

 

3,82 0,998 0,4429 

1,0075 

 

0,0419 

 

4,16 1,304 0,4668 

(2) 

Tcalcinação= 5 

h, Vácido= 3 

mL 

1,0343 

 

0,0352 

 

3,40 

 

0,189 0,1637 

1,0026 

 

0,0400 

 

3,99 0,952 0,4466 

1,0925 

 

0,0409 

 

3,74 1,251 0,4588 

(3) 

Tcalcinação= 7 

h, Vácido= 5 

mL 

1,0071 

 

0,0447 

 

4,44 1,046 0,4539 

1,0069 

 

0,0445 

 

4,42 1,044 0,4537 

1,0535 

 

0,0546 

 

5,18 1,353 0,4347 

  

  

 

 



125 

 

 

 

O terceiro procedimento, no qual o tempo de calcinação e o volume de 

ácido utilizados foram maiores (7h, 5 mL), mostrou melhores resultados no 

quesito concentração de Fe e menor para o Zn. No entanto, a Figura 4.1 

demonstra que a diferença obtida para esses íons não foram significativas no 

limite de confiança de 95 %. Assim, pode-se considerar que os três 

procedimentos apresentaram resultados iguais. Este fato também pode ser 

observado pelo desvio padrão das triplicatas em cada procedimento. 

Figura 4.1 - Média das replicatas e limite de confiança para cada procedimento de 

digestão da planta avaliada. 

O método de digestão por via seca (calcinação) é um dos mais utilizados 

em análise foliar, porém é um procedimento que exige cuidados para evitar a 

contaminação e/ou perda do material (Moraes & Rabelo, 1986).  

Um maior tempo de calcinação (7h) e uma maior quantidade de ácido (5 

mL) não proporcionaram um melhor resultado na determinação dos minerais 

avaliados ( Fe e Zn). Portanto, podemos concluir, que o tempo de digestão de 4 

h e 3 mL de ácido clorídrico (1:1) foram suficientes para o preparo de amostra e 

posterior determinação dos minerais na Verbena minutiflora. 
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4.4.2 Análise da Variação Mineral na Verbena minutiflora  

 

 A determinação de metais por espectrometria de absorção atômica 

mostrou os teores mais elevados para os metais K, Ca, Mg e Na com valores 

médios de 9,135; 7,301; 1,187 e 0,325 mg.g-1, respectivamente. Já para os 

metais Al (0,449 mg.g-1), Fe (0,140 mg.g-1), Cu (0,012 mg.g-1) e Zn (0,025 mg.g-

1),  os valores médios foram moderados (Tabela 4.4). Para todas as amostras o 

nível de Cd, Cr e Pb ficaram abaixo do limite de detecção do método, indicando 

que esta planta não absorve significativamente esses metais e/ou ainda que o 

solo de cultivo da mesma é isento desses elementos.  

Os elementos mais abundantes presentes na Verbena minutiflora 

coletadas em 2009, 2010, 2011 e 2012 foram o K, seguido de Ca, Mg e Na. O 

Cu foi o elemento encontrado em menor concentração em todas as coletas. O 

teor de K foi elevado em comparação ao de Na. Este fato é considerado como 

sendo uma vantagem do ponto de vista nutricional, uma vez que menor 

consumo de cloreto de sódio e dieta com um maior consumo de potássio tem 

sido relacionada a uma menor incidência de hipertensão (Rehecho et al., 

2011). 

O valor elevado de Ca encontrado demonstra que pode ser considerada 

uma fonte de alimentação apropriada para a manutenção da função biológica 

na mediação da contração vascular, na vasodilatação e na transmissão 

nervosa da contração muscular (Rehecho et al., 2011). 

As folhas e flores são ricas em Mg, a ingestão de magnésio inadequada 

leva a anormalidades bioquímicas e a manifestações clínicas, principalmente 

relacionadas com cardiopatia isquêmica, crescimento esquelético deficiente, 

osteoporose e diabete mellitus (Rehecho et al., 2011).  
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Tabela 4.4 - Teor de minerais encontrados na Verbena minutiflora por FAAS 

(mg.g-1 ± desv. Padrão) 

 

 

 Um tratamento estatístico através da análise de componentes principais 

(PCA) foi usado para correlacionar as amostras (partes da planta e ano de 

coleta) com as variáveis (íons metálicos). As Figuras 4.2 A e B apresentam os 

scores e loading da PCA envolvendo os íons metálicos. A primeira e segunda 

componentes principais responderam a 71,3% e 14,3% da variabilidade dos 

dados, respectivamente. Os níveis de íons metálicos (em mg.g-1) foram as 

variáveis na matriz da PCA, sendo que cada amostra de Verbena minutiflora 

constituiu um caso.  
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Figura 4.2 - PCA para o teor de minerais em amostras da Verbena minutiflora. (A) 

Variáveis, (B) Amostras 

 
As Figuras 4.2 (A) e (B) apresentam uma relação positiva no grupo das 

folhas da Verbena minutiflora entre a maioria dos íons metálicos, 

demonstrando que existe uma concentração maior dos mesmos nas folhas 

(pelo fator 1, 71,36%). 

As folhas apresentaram a maior concentração dos elementos seguido 

das flores e caule, isso ocorre devido as mobilidade que os metais tem na 

planta, isto é, a absorção de diversos elementos pela planta através do sistema 

radicular (raiz), que depende de vários fatores, como o tipo de solo a estrutura 

botânica e tecidos específicos da planta, além disso, os microelementos podem 

ser sorvidos na planta por outros compartimentos externos. A presença de 

maior concentração dos elementos nas folhas é importante, pois essa é a parte 

da planta mais consumida pela população no preparo de chá (infusão), sendo 

uma fonte de suplemento alimentar.     

Pelo Fator 2 (14,36%), foi possível verificar que o Na e K apresentaram 

uma correlação maior com as partes da folha e caule da Verbena minutiflora. 

Os resultados apresentados na Tabela 4.4 também foram analisados por 

ANOVA de dois fatores para investigar a influencia dos fatores partes da planta 

e ano de coleta, bem como, a possível interação entre eles, na composição 

A 
B 
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mineral das partes aéreas da planta (dados não apresentados). A análise para 

a significância estatística de 95% demostrou que, a parte da planta utilizada é 

uma fonte de variação altamente significativa para o teor de cada elemento. As 

folhas seguidas das flores tiveram a maior concentração de todos os 

elementos, sendo a única exceção o teor de potássio que teve um teor médio 

maior nos caules. O ano de coleta também influenciou no teor dos elementos 

Fe, Zn, Cu, Mg, Al, K, Na, porém em menor extensão que as partes da planta. 

Efeito de interação entre os fatores partes da planta e ano de coleta foi 

observado para todos os metais exceto para o Cu.   

A determinação de metais por espectrometria de absorção atômica nas 

amostras das infusões demonstrou os teores mais elevados para os metais Ca, 

Mg, Na e K com valores médios de 4,582; 0,9238; 0,2452 e 0,2157 mg.g-1, 

respectivamente, como apresentado na tabela 4.4.  

 Os minerais determinados nas infusões aquosas de Verbena minutiflora 

apresentaram proporções que variaram de 1,7% a 57,1% do valor total de 

minerais encontrados nas folhas da planta e pode ser considerada uma 

importante fonte de minerais, considerando as recomendações de ingestão 

diária.  

 Do ponto de vista nutricional, alguns componentes valiosos também 

estão contidos em quantidades consideráveis nas plantas medicinais. É 

bastante entendido que os componentes minerais, particularmente 

macrominerais e elementos vestigiais desempenham um papel essencial para 

a ativação de sistemas enzimáticos ou o envolvimento no metabolismo de 

biomoléculas. A presença destes micronutrientes nas plantas, em grande parte 

dependente das condições de cultivo, incluindo as técnicas de cultivo, estresse 

abiótico ou biótico e estado nutricional, já foi estabelecida que a deficiência de 

vários minerais (nitrogênio, fósforo, boro e manganês) pode induzir a 

acumulação de flavonoides, enquanto potássio, cálcio, cobalto e níquel podem 

promover um aumento na produção de flavonoides e, como consequência a 

atividade antioxidante da planta (Rehecho et al., 2011).   

 A composição mineral de extrato aquoso e hidroalcoólico da Verbena 

officinalis, demonstra que as concentrações de sais minerais nos extratos da 

planta tinha o mesmo perfil em ambos, e diferenças quantitativas foram 



130 

 

detectadas de acordo com a diferença do solvente de extração. O 

macroelemento mais abundante foi o potássio em ambos os extratos, seguido 

de fósforo, cálcio e magnésio; sendo que a determinação de metais por 

espectrometria de absorção atômica na amostra do extrato hidroalcoólico 

demonstrou os teores de K, P, Ca e Mg de 7934 ± 319; 2307 ± 48; 926 ± 3 e 

689 ± 8 (mg.Kg-1/planta seca), respectivamente; sendo que os níveis de 

minerais fornecidos pelos os extratos analisados da Verbena officinalis foram 

maiores quando comparados com os de outras plantas Verbenaceae (Rehecho 

et al., 2011).   

  

4.5. Conclusões 

 

Os elementos mais abundantes presentes na Verbena minutiflora são K, 

seguido de Ca, Mg e Na. A análise da variabilidade anual do conteúdo mineral 

e de metabólicos secundários das diferentes partes aéreas da Verbena 

minutiflora demonstra que existe uma estabilidade na concentração de 

compostos fenólicos e de metais, bem como, na atividade antioxidante dos 

extratos e infusões. Foi verificado que, considerando apenas as partes aéreas 

da planta, as folhas apresentaram a maior concentração dos elementos 

inorgânicos e orgânicos seguido da flor e do caule. A investigação estatística 

dos dados por ANOVA de dois fatores indicou que as partes da planta 

analisada são a principal fonte de variação tanto para o conteúdo mineral 

quanto de métabolitos secundários. O ano de coleta, bem como a interação 

entre os fatores ano de coleta e partes da planta, foi menos significativo para 

explicar a variabilidade na composição química da planta. 
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CAPÍTULO 5. ANÁLISE DA ATIVIDADE DIURÉTICA DA 

Verbena minutiflora (VERBENACEAE) 
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5.1. Introdução 

Diversas plantas medicinais são utilizadas pela população para o 

tratamento de diversas patologias que afetam o sistema cardiovascular como a 

hipertensão, aterosclerose e a diabetes mellitus (Vora e Mansoor, 2005). No 

entanto, poucas dessas plantas têm sua segurança, efetividade e mecanismo 

de ação confirmada cientificamente (Vora e Mansoor, 2005). A validação das 

plantas medicinais como medicamentos eficazes e seguros não pode ser 

realizada somente com base no conhecimento e usos populares. Por isso a 

autorização oficial do uso de plantas medicinais como medicamento ou de seus 

derivados fitoterápicos é necessária e deve ser fundamentada em dados 

experimentais (estudos farmacodinâmicos, farmacocinéticos e toxicológicos, 

pré-clínicos e clínicos), que demonstrem que os benefícios obtidos a partir do 

uso de drogas de origem vegetal sejam superiores aos riscos que eles 

oferecem àqueles que os utilizam (Yunes et al, 2001).  

Várias plantas conhecidas são importantes por sua contribuição como 

fonte natural e potencial para a produção de fármacos. Alguns fitoterápicos que 

tem atividade diurética apresentam características que facilitam a eliminação 

de líquidos do organismo, ajudando na desintoxicação e no tratamento de 

algumas infecções urinárias. Além disso, também são indicados no combate de 

outras patologias, vários relatos sobre a atividade diurética das plantas 

medicinais estão descritos na literatura. Tendo em vista o grande uso que a 

população faz desses medicamentos para tratar vários tipos de enfermidades, 

os estudos com plantas medicinais objetivam estabelecer parâmetros de 

segurança e visam comprovar seu efeito farmacológico em animais, como 

ratos, por exemplo, com possibilidade de um futuro uso popular desses 

medicamentos (Pucci et al., 2010). 

Plantas do gênero Verbena são frequentemente usadas pela população 

como diurético, embora a eficácia e a segurança do uso de suas preparações 

não tenham sido ainda todas comprovadas cientificamente. 

A planta que possui atividade diurética pode ser utilizada no tratamento 

da hipertensão. A Hipertensão Arterial Sistêmica (HAS) é uma doença crônico-

degenerativa que afeta o sistema cardiovascular, e seu controle tem constituído 

um desafio para todos os profissionais da saúde (Axon et al., 2010). É 
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caracterizada como uma das mais importantes causas de mortes em todo o 

mundo que pode ser prevenida através de mudanças no estilo de vida ou com 

medidas farmacológicas (SBC/SBH, 2006; Nola et al., 2010).  

Tanto a morbidade quanto a mortalidade por doenças cardiovasculares 

são comumente elevadas em pessoas com hipertensão (Zhang et al., 2006). É 

sabidamente uma doença de alta prevalência na população, ocasionando 

quando não tratada adequadamente, complicações clínicas graves como o 

acidente vascular cerebral (AVC), doença das coronárias, insuficiência 

cardíaca e insuficiência renal (Williams et al., 2004). Além disso, também é 

considerado um grave problema de saúde pública por sua magnitude, risco e 

dificuldades no seu controle (Molina et al., 2003; Axon et al., 2010). 

As complicações da HAS derivam das modificações anatômicas e 

fisiológicas decorrentes do regime de pressão elevadas a que estão 

submetidas às câmaras cardíacas e as artérias, e também, da aceleração do 

processo aterosclerótico (Who, 2005). A HAS atua sinergicamente com outros 

fatores de risco aterogênicos como o sedentarismo, o estresse, o tabagismo, o 

envelhecimento, a história familiar, a raça, o gênero, o peso, a elevada 

ingestão de sal, a baixa ingestão de potássio e o consumo excessivo de álcool 

(SBC/SBH, 2006; Costanzo et al., 2010).  

A HAS apresenta elevados custos médicos e socioeconômicos, 

decorrentes principalmente das suas complicações, tais como: doença 

cerebrovascular, doença arterial coronariana, insuficiência cardíaca, 

insuficiência renal crônica e doença vascular das extremidades (Lewington et 

al., 2002; Quinn et al., 2010). Estudos mostram que no Brasil, em 2003, 27,4% 

dos óbitos foram decorrentes de doenças cardiovasculares, sendo a principal 

causa de morte o AVC. Assim, a elevação da pressão arterial representa um 

fator de risco independente, linear e contínuo para as doenças 

cardiovasculares (Lotufo, 2005). 
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5.1.2. Pressão Arterial  

As doenças cardiovasculares são uma das principais causas de 

acompanhamento médico em pacientes de muitos países do mundo (Yusuf et 

al., 2001). Um dos principais fatores de risco para as desordens 

cardiovasculares é a pressão sanguínea elevada (Carretero et al., 2000). A 

hipertensão é uma das doenças mais comuns em humanos, sendo que de 90 a 

95% dos hipertensos desconhece a causa (Ku, 2006). É considerada de origem 

multifatorial (Jacob, 1999), envolvendo predisposição genética e fatores 

ambientais (fisiológicos e psicológicos) como dieta, atividade física, obesidade 

e fumo (Crackower, et al., 2002; Kakar, et al., 2006). De acordo com Ku (2006) 

a ideia mais aceita é que a hipertensão é causada por uma interação entre 

fatores gênicos, múltiplos fatores pressores patogênicos e desordens de 

fatores depressores fisiológicos.  

 O tratamento para a hipertensão se faz necessário para garantir a 

sobrevivência do paciente bem como a qualidade de vida do mesmo (Mar et 

al., 2001). A hipertensão arterial é uma das principais causas de eventos 

cardiovasculares, como infartos, insuficiência cardíaca e AVCs (acidentes 

vascular cerebrais). É um dos fatores de risco cardiovascular mais preocupante 

porque, em 80% dos casos, não apresenta sintomas. Um dos grandes 

problemas para alcançar o sucesso do controle dos níveis pressóricos durante 

períodos longos está na adesão do paciente ao tratamento. Esta adesão ao 

tratamento pode ser aumentada se for ofertado o Produto Natural/Plantas 

Medicinais que consegue reunir um enorme grupo de simpatizantes que 

acreditam na ação benéfica da planta e desta forma pode beneficiar o paciente 

reduzindo significativamente a morbidade/mortalidade. Além disto, as 

descobertas de novas substâncias com ação inédita irão aumentar a 

probabilidade quimiocombinatória, beneficiando maior número de pacientes 

(Yunes et al, 2001).  

Neste contexto, torna-se necessário investir em novos estudos para 

identificar substâncias eficazes que possam oferecer novas ações terapêuticas 

contra a hipertensão arterial. 
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5.1.3. Mecanismos fisiológicos que atuam no controle da pressão arterial  

A pressão arterial é definida como a força que o sangue exerce contra 

as paredes dos vasos. Em seres humanos, a pressão sangüínea varia 

constantemente, porém, raramente desvia do normal mais do que 10 a 15% 

durante o dia. Em um adulto normal os níveis pressóricos se mantém em média 

entre 120 e 80 mmHg, geralmente próximo à 100 mmHg. Entretanto ela pode 

ser elevada a mais de 160 mmHg em indivíduos com hipertensão ou até 

mesmo chegar a 0 nas pessoas que se encontram em situações que 

comprometem a circulação sangüínea normal (hemorragias) (Guyenet et al, 

2006). Felizmente o organismo possui mecanismo de controle da pressão 

arterial que conseguem promover uma resposta adequada frente às ocasiões 

que a alteram (Guyenet et al, 2006). 

De acordo com Guyton (1991) os mecanismos de controle da pressão 

sangüínea podem ser classificados de acordo com o tempo necessário para 

produzir uma ação. Uma resposta rápida (podendo reagir em segundos) é feita 

pelos barorreceptores, quimiorreceptores e o sistema nervoso central. O 

controle dos níveis pressóricos que ocorre em horas ou dias é feita pelos rins. 

O controle em médio prazo (ocorre em minutos) é feito pelos sistemas 

hormonais como renina-angiotensina-aldosterona, vasopressina, calicreína-

cinina, fator natriurético atrial e autacóides derivados do endotélio. Os 

barorreceptores estão situados nas paredes das artérias, no seio carotídeo e 

arco aórtico. Estes são receptores de extensão que respondem alterações 

estruturais nas paredes dos vasos (distensão ou constrição). Consistem na 

primeira linha de defesa à hipertensão ou hipotensão aguda (Guyton, 1991; 

Opie, 1998), ajustam tanto o tônus vagal quanto o sistema nervoso simpático. 

Os barorreceptores respondem à taxa de aumento de pressão induzida por 

deformações e a ações estáticas causadas por mudanças contínuas na 

pressão arterial. Eles se originam de nervos aferentes do vago e nervos 

glossofaríngeos e se dirigem para o núcleo do trato solitário que faz parte do 

centro vasomotor na medula oblonga. Impulsos destes receptores são 

inibitórios por natureza, assim, na hipertensão aguda os baroreflexos geram 

uma transmissão neuronal aumentada para o centro vasomotor, com 

consequente inibição do sistema simpático e aumento do tônus vagal (Opie, 
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1998). Essas mudanças reduzem a força e a frequência cardíaca (Opie, 1998; 

Guyenet, 2006) e induzem diminuição da resistência vascular periférica. 

Dessa forma um aumento agudo na pressão arterial induz mudanças 

que tendem a reduzi-la. No caso de hipotensão aguda, há uma redução na 

distensão produzida pela pressão nos barorreceptores, resultando em uma 

diminuição da frequência de descarga reduzindo os sinais enviados ao centro 

vasomotor e um consequente aumento da atividade simpática e inibição do 

tônus vagal (Guyenet et al, 2006). 

Também ocorre a ativação dos quimioreceptores devido às 

concentrações elevadas de CO2 (dióxido de carbono) e às baixas 

concentrações de O2 (oxigênio) no sangue. Desta forma, um sinal é enviado 

aos centros cerebrais de controle da pressão sangüínea, causando a redução 

da mesma. Esse controle é extremamente importante durante a atividade 

física, onde o consumo de O2 pelos músculos e a excreção de CO2 são 

igualmente elevados (Guyenet et al, 2006). 

O controle em longo prazo (horas ou dias) é feito principalmente pelos 

rins. Quando a pressão sobe além do normal os rins passam a excretar mais 

água e sal, isso reduz a volemia e faz com que o coração bombeie menos 

sangue levando à queda da pressão arterial. Reciprocamente quando a 

pressão cai abaixo do normal há um aumento no balanço entre fluídos que 

entram e saem, aumentando assim as concentrações dos líquidos e eletrólitos 

corporais e a pressão sanguínea (Guyenet et al, 2006). 

Os mecanismos intermediários são ativados minutos após a ativação 

dos controladores neurais da pressão. Um dos principais é o sistema renina-

angiotensina, que tem função vasoconstritora ativada quando a baixa pressão 

sangüínea faz com que o fluxo de sangue para os rins caia abaixo do normal. 

Isso faz com que as células justaglomerulares dos rins secretem renina e a 

liberem na corrente sanguínea. A renina é uma enzima glicoproteica que 

catalisa a conversão do angiotensinogênio em angiotensina I, que é convertida 

em angiotensina II pela enzima conversora de angiotensina (ECA). A 

angiotensina II causa vasoconstrição ao longo dos vasos sangüíneos corporais 

e consequentemente restabelece os níveis pressóricos normais (Guyton, 1991; 

Opie, 1998; Crackower et al., 2002). 
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Opie (1998) propõe que a liberação de renina pelas células 

justaglomerulares ocorre em resposta a três estímulos principais: aumento da 

estimulação dos receptores β1 adrenérgicos; redução da pressão arterial renal 

e diminuição na reabsorção tubular de sódio (Na+).  

Outros sistemas hormonais participam do controle da pressão sanguínea 

como o hormônio antidiurético (ADH) ou vasopressina. O ADH é um hormônio 

(peptídio) neurohipofisário envolvido em vários processos fisiológicos, inclusive 

regulação dos fluídos corporais, do tônus vascular e da contratilidade 

cardiovascular. Sua ativação ocorre com o aumento da osmolaridade 

plasmática, principalmente ao sódio (Na+), e redução da pressão intravascular. 

Atua aumentando a reabsorção de água, pelos túbulos renais, sem interferir na 

eliminação de sódio (Na+), isso contribui para a elevação da sobrecarga 

sanguínea e consequentemente da pressão arterial (Lee et al., 2003).  

Os peptídeos são importantes no auxílio ao controle da pressão arterial, 

dentre eles destacamos o peptídio natriurético atrial (PNA), que possui 

propriedades diuréticas/natriuréticas e vasodilatadoras e ambas contribuem 

para uma redução nos níveis pressóricos. Estes efeitos são mediados pela 

ligação do PNA a um receptor de superfície de membrana, que irá ativar a 

guanilato ciclase A (GC-A) que por sua vez aumentará as concentrações de 

cGMP (monofosfato cíclico de guanosina) (Ku, 2006) que vai inibir a quinase da 

cadeia leve de miosina (MLCK) e causar vasodilatação. O PNA também 

contribui para a inibição da secreção de aldosterona e é antagonista endógeno 

da angiotensina II (Opie, 1998). 

 

5.1.4. Endotélio vascular e o controle do tônus vascular  

O endotélio vascular é considerado um órgão dinâmico que responde a 

diversos estímulos físicos e humorais, possui uma posição estratégica, na 

interface entre o sangue e o tecido que favorece o desempenho de diversas 

funções relacionadas à homeostase vascular. Os vasos sanguíneos são 

constituído de três camadas: a camada íntima, a camada média e a camada 

adventícia. A camada íntima consiste em uma única camada de células 

delgadas, altamente ativas no controle da circulação. Elas produzem vários 

compostos vasoconstritores como a endotelina, a angiotensina II e o 
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tromboxano A2. E também produzem compostos vasodilatadores como o fator 

hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF), as prostaciclinas (PGI2), e o 

óxido nítrico (NO). O endotélio através destes agentes tem influência sobre o 

fluxo sangüíneo e ainda sobre as células circulantes, como os leucócitos, as 

plaquetas e ainda sobre substâncias envolvidas na coagulação sangüínea. 

Todos estes efeitos contribuem para a modulação do tônus das paredes 

vasculares na hipertensão e participam no desenvolvimento de complicações 

aterotrombóticas associadas às doenças cardiovasculares. A camada média é 

composta principalmente de células musculares lisas, que com a estimulação 

apropriada contraem para estreitar o diâmetro da artéria. Outro componente 

desta camada é a matriz, que une as células musculares mantendo a 

orientação correta da parede do vaso. A camada adventícia, que é a mais 

externa, constituída de fibroblasto, colágeno e poucas células além das dos 

vasos sangüíneos. Nela também se encontram os vasos linfáticos e nervos 

autônomos que controlam o tônus arteriolar (Opie, 1998).  

O óxido nítrico (NO) é um radical livre, gasoso, inorgânico e incolor, que 

possui sete elétrons do nitrogênio e oito do oxigênio, tendo um elétron 

desemparelhado. Até meados da década de 1980, o NO era considerado 

apenas membro de uma família de poluentes ambientais indesejáveis e 

carcinógenos potenciais. Atualmente, o NO constitui um dos mais importantes 

mediadores de processos intra e extracelulares. Este radical é produzido a 

partir da L-arginina. Por uma reação mediada pela enzima NO-sintase 

constitutiva (cNOS) e induzível (iNOS). O NO apresenta um papel dúbio, às 

vezes benéfico, outra vezes prejudicial ao organismo. Está envolvido no 

relaxamento vascular e tem um papel de grande importância na proteção do 

vaso sanguíneo. O NO derivado das células endoteliais é atualmente 

considerado essencial para a homeostase vascular e tem sido alvo para a 

prevenção de doenças cardiovasculares. Constitui um importante mediador 

citotóxico de células imunes efetoras ativadas, capaz de destruir patógenos e 

células tumorais. Possui, ainda, um papel como mensageiro/modulador em 

diversos processos biológicos essenciais. No entanto o NO é potencialmente 

tóxico, a toxicidade se faz presente particularmente em situações de estresse 

oxidativo, geração de intermediários do oxigênio e deficiência do sistema 
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antioxidante. A caracterização de ativadores e inibidores específicos da síntese 

de NO constitui o novo desafio para o entendimento e o tratamento de várias 

doenças (Toda et al., 2007).  

 

5.1.5. Tratamento da Hipertensão  
Uma das principais estratégias no tratamento farmacológico da 

hipertensão refere-se às drogas diuréticas, que exercem suas atividades 

principalmente pela redução do volume extracelular e do débito cardíaco. Este 

efeito pode ser decorrente, entre outros, da inibição da bomba Na+/K+/2Cl- no 

ramo ascendente espesso da alça de henle (diuréticos de alça), do bloqueio do 

co-transportador Na+/Cl- no túbulo convoluto distal (tiazídicos), do antagonismo 

dos receptores da aldosterona (espironolactona), do bloqueio dos canais de 

sódio no epitélio renal (amilorida) e/ou por alterações no fluxo sanguíneo renal. 

Por outro lado, durante o tratamento prolongado, o efeito hipotensor é mantido 

devido uma redução na resistência periférica total, que frequentemente, é 

acompanhada da normalização do débito cardíaco e do volume extracelular. 

Neste sentido, alguns autores tem postulado que os diuréticos, principalmente 

os tiazídicos, podem apresentar efeito direto sobre o músculo liso vascular, que 

é independente do seu efeito salurético. Não obstante, acredita-se que estas 

drogas possam modular canais de potássio, e considerando que o efeito 

natriurético prolongado pode reduzir secundariamente a concentração 

intracelular de cálcio, estes efeitos poderiam resultar em vasodilatação e 

consequentemente hipotensão (Wargo e Banta, 2009; Derer et al., 2010; Heran 

et al., 2010; Neff e Nawarskas, 2010). 

A terapia anti-hipertensiva eficaz evita quase que totalmente, AVCs 

hemorrágicos, insuficiência cardíaca e a insuficiência renal decorrentes da 

hipertensão (Cominacini et al., 2003). 

Um dos maiores problemas da farmacoterapia anti-hipertensiva é a não 

adesão ao tratamento, assim contribuindo para o inadequado controle dos 

níveis pressóricos do paciente (Busnello et al., 2001; Hackam et al., 2010). 

Vários são os fatores que contribuem para a não adesão do paciente ao 

tratamento farmacológico, entre eles, destacam-se: a falta de conhecimento 

sobre a doença, ou de motivação para tratar uma doença assintomática e 
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crônica; baixo nível sócioeconômico; aspectos culturais e crenças erradas 

sobre a patologia; relacionamento inadequado com a equipe de saúde; 

dificuldades em marcar a consulta e em ser atendido; custo elevado dos 

medicamentos; ocorrências de efeitos adversos desagradáveis; e a 

interferência na qualidade de vida após o início do tratamento (Andrade et al., 

2002; Pierin et al., 2004; Klarenbach et al., 2010). 

Da mesma forma, uma das maiores dificuldades encontradas nas 

terapias farmacológicas refere-se ao fato de que alguns pacientes mostram-se 

refratários aos tratamentos convencionais, enquanto outros têm seus níveis 

pressóricos reduzidos substancialmente, podendo elevar o risco aos portadores 

de doença coronariana associada (Messerli et al., 2006). Neste contexto, o 

investimento em novos estudos que visem investigar alternativas de prevenção 

e tratamento (que possam ser utilizadas isoladamente ou aliadas às terapias 

convencionais) seriam extremamente úteis (Egan et al., 2010). Assim, uma 

opção tradicionalmente bem aceita provém dos produtos naturais, 

especialmente aqueles habitualmente utilizados devido o grande apelo popular. 

Estes produtos podem representar, potencialmente, uma fonte alternativa no 

fornecimento de novas estruturas químicas, assim como um recurso ativo na 

forma de fitoterápico padronizado e eficaz (Schenkel et al., 1999). 

Diversas pesquisas utilizando plantas medicinais têm procurado 

demonstrar a contribuição de substâncias de origem natural no efeito 

cardioprotetor e antihipertensivo (Suzuki et al., 2002; Testai et al., 2002), pois 

se sabe, há muito tempo, que a redução vigorosa da pressão arterial a limites 

próximos ao normal proporciona enormes benefícios em termos da redução da 

morbidade e da mortalidade por causas cardiovasculares (Macgregor, 2000; 

Vainio et al., 2001).  

Neste contexto, este trabalho tem o objetivo de investigar o efeito 

diurético da planta Verbena minutiflora, por se tratar de uma ação que, 

futuramente, talvez possa auxiliar como meio farmacológico para o controle de 

distúrbios cardiovasculares. 
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5.2. Objetivos 

5.2.1. Objetivo Geral  

           Investigar a atividade diurética aguda de extratos, frações e infusões de 

V. minutiflora em ratos Wistar.  

5.2.2. Objetivos Específicos  

 

 Investigar a influência de diferentes fatores como: temperatura, tempo de 

coleta da urina e adaptação dos animais na gaiola metabólica no modelo 

de diurese; 

 Avaliar a atividade diurética aguda (dose única) do extrato bruto, fração 

acetato de etila e infusão da Verbena minutiflora utilizando modelo de 

diurese em ratos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



145 

 

5.3. Metodologia 

5.3.1. Avaliação da Atividade Diurética 

 

A avaliação da atividade diurética foi realizada no Laboratório de Análise 

Comportamental da Faculdade Guairacá. Foram utilizados grupos 

experimentais constituídos por ratos Wistar, que foram acondicionados em 

gaiola metabólica de aço inoxidável, nas quais foi possível monitorar o 

consumo de água e produção de urina.  

A atividade diurética foi determinada segundo métodos previamente 

descritos por (Kau et al., 1984), com pequenas modificações. Para estes 

protocolos os animais foram divididos em três grupos experimentais (n=6), um 

grupo (controle positivo) foi tratado com furosemida, grupo tratado (extrato 

metanólico, fração acetato de etila e infusão) e o grupo (controle negativo) foi 

tratado apenas com água deionizada.   

As administrações foram feitas pela via oral, através do método de 

gavagem. A avaliação da atividade diurética aguda foi testada, através da 

administração de uma única dose para cada tratamento. Antes dos 

tratamentos, todos os animais receberam uma solução de cloreto de sódio 

0,9% (5 mL/100g) para impor uniformidade corporal de sal e água (Benjumea 

et al; 2005).  

A atividade diurética  foi feita através de protocolos separados, onde os 

animais foram divididos em cinco grupos (n=6), que foram formados da 

seguinte forma: um grupo controle foi tratado com água deionizada (5 mL/kg do 

peso corporal), outros três foram grupos foram tratados com o extrato bruto 

metanólico (10, 50, e 100 mg/kg), fração acetato de etila (1, 5, e 25 mg/kg)  e 

infusão (5 mL/kg do peso corporal)  da planta Verbena minutiflora solubilizadas 

em solução fisiológica 0,9%, (5 mL/kg do peso corporal); e o último grupo 

(controle positivo) foi tratado com furosemida (10 mg/kg - 5 mL/kg do peso 

corporal).  

As administrações foram feitas pela via oral, através do método de 

gavagem. A avaliação da atividade diurética aguda foi testada, através da 

administração de uma única dose para cada tratamento, os experimentos 

foram realizados em temperatura controlada (20º ± 2ºC), o tempo de coleta de 
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urina foi realizado em intervalos de 2 horas durante 8 horas, após a 

administração dos tratamentos.  Ao final do experimento, todos os animais 

foram anestesiados com solução de xilazina-cetamina 0,2 mL/100g (8,75 mL 

de cetamina (100 mg/mL) e 1,25 mL de xilazina (100 mg/mL), conforme 

protocolo aprovado pelo Cômite de Ética em Experimentação Animal.  

O volume de urina foi monitorado nesses mesmos intervalos. Análises 

físico-químicas foram realizadas nas amostras de urina de 12 horas. Os 

parâmetros analisados foram: volume, pH, densidade. O volume e pH foram 

determinados em amostras frescas de urina usando provetas 25 mL e um 

pHmetro, respectivamente. A estimação da densidade foi feita pela massa da 

amostra na balança analítica sob o volume mensurado.  

 

5.3.2. Animais 

 

Foram utilizados Rattus norvegicus, machos, variedade Wistar, albinos, 

com idade entre 2 e 3 meses, fornecidos pelo Instituto de Tecnologia do 

Paraná (TECPAR).  Até a realização dos experimentos, os animais tiveram livre 

acesso à ração e água. A temperatura ambiente foi mantida em 20 ± 2° C, com 

ciclo claro/escuro de 12 horas. O número de animais por grupo foi de 6 (seis) 

indivíduos. Este número foi estimado com base em estudos prévios, dos quais 

se extraiu a variabilidade esperada (variância) e se estimou estatisticamente o 

N por grupo de 6 animais, pois este número permite que se detecte uma 

diferença maior ou igual a 20% nos parâmetros a serem investigados.   

 

5.3.3. Análise Estatística 

Os resultados para o estudo da atividade diurética foram expressos 

através da Média ± DP, organizados e resumidos na forma de gráficos e 

tabelas. Para verificar diferenças significativas entre os grupos estudados, foi 

aplicado, por meio de software “Graphpad Instat Prism 5” os testes de análise 

de variância (ANOVA). Para todos os grupos foi considerado resultado 

estatisticamente significativo quando p < 0,05. 
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5.4. Resultados e Discussões 

 

5.4.1. Análise da atividade diurética da Verbena minutiflora  

Foram analisados os resultados sobre a atividade diurética da Verbena 

minutiflora através da investigação farmacológica do seu extrato metanólico 

das partes aéreas, da fração acetato de etila e da infusão das folhas. A 

presença de atividade diurética é constatada quando há alterações do volume 

de urina coletado.  

Neste trabalho foi analisado o volume de urina coletado em relação aos 

diferentes tratamentos, sendo dividido em 5 grupos de ratos (n=5), o grupo 1 - 

C (controle negativo, recebeu água deionizada), os grupos 2, 3 e 4 receberam 

10, 50 e 100 mg/kg do extrato metanólico, fração acetato de etila (1, 5, e 25 

mg/kg)  e infusão (5 mL/kg do peso corporal)  da planta Verbena minutiflora 

respectivamente, e o grupo 5 – F (controle positivo, recebeu 10 mg/kg de 

Furosemida). Os animais foram submetidos aos tratamentos pela via oral e os 

resultados obtidos são observados nas figuras 5.1; 5.2 e 5.3.  

 

Figura 5.1: Avaliação da Atividade diurética do Extrato Metanólico Bruto da Verbena 
minutiflora em ratos 
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Figura 5.2: Avaliação da Atividade diurética da Fração Acetato de Etila da Verbena 
minutiflora em ratos 
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Figura 5.3: Avaliação da Atividade diurética da Infusão da Verbena minutiflora em ratos 

 

Para a verificação da atividade diurética foi seguido um padrão onde o 

volume de urina foi medido por meio de uma proveta graduada, a cada 2h 

durante um período de 8h.  

A Verbena minutiflora administrada por via oral nos ratos nos diferentes 

tratamentos apresentou atividade diurética dose-dependente. A dose de 100 

mg/kg do extrato metanólico é significativa quando comparada com o grupo 

controle positivo furosemida, que é um diurético de referência utilizado na 

clínica, devido seu mecanismo de ação. Era de se esperar que a furosemida 
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aumentasse a diurese dos animais por ser um diurético que atua nos túbulos 

renais em especial na alça de Henle, o aumento do volume urinário se dá por 

causa da menor reabsorção tubular de sódio, já que este eletrólito é bastante 

reabsorvido neste segmento tubular, esta maior presença de sódio provoca 

retenção de água, gerando uma maior diurese. O principal mecanismo dos 

diuréticos é elevar a eliminação renal de sal e água, diminuindo assim o volume 

de fluido intravascular intersticial e a pressão de enchimento ventricular, 

reduzindo a retenção de fluido e eliminando a congestão pulmonar, os edemas 

e a pressão arterial (Araujo, et al., 2010).   

A fração acetato de etila apresentou atividade diurética e uma potencia 

maior em relação ao extrato metanólico e a infusão. Nos estudos quantitativos 

descritos nos capítulo 2 desta tese a fração acetato de etila apresentou maior 

concentração de fenólicos e flavonoides.  

A infusão (10g de folhas mais 200mL de água quente) apresentou 

atividade diurética menor que a furosemida, que é o diurético de referência, 

mais mostrou atividade diurética com potencia maior em relação ao grupo 

controle água, sugerindo que a infusão também promova essa atividade. 

Estudo com o extrato etanólico e infusão da Tropaeolum majus, planta 

medicinal muito utilizada e conhecida popularmente como “chaguinha”, o 

extrato etanólico na dose de 300mg/kg e a infusão apresentaram efeito 

diurético no modelo de diurese aguda, aumentando a excreção de Na+ 

(Gasparotto Junior, et al., 2009).  

A validação científica do uso de plantas medicinais é muito importante, 

pois a população utiliza as plantas para determinada finalidade terapêutica, 

onde muitas vezes a planta não possui o princípio ativo para exercer essa 

função. A ação diurética das plantas citadas pela população pode ser 

confundida pelo próprio consumo da infusão (chá), muitas vezes a utilização da 

planta medicinal proporciona o aumento da diurese, devido ao aumento da 

ingestão de líquidos na forma do chá. A comparação do grupo tratado com a 

infusão e o grupo água com mesmos voumes de administração demonstra que 

a infusão possui atividade diurética.  

A análise do pH foi feita utilizando-se pHmetro. Segundo estudos 

realizados por (Barros & Gilvana, 2008) não existem valores fixos para o pH da 
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urina, podendo este variar durante um período de 25h de valores que variam 

entre 5,5 até 8,0. Durante esta pesquisa não foram detectadas alterações 

relevantes, pois o pH das amostras variou ligeiramente de ácido a básico, A 

densidade é expressa massa sob volume, os ratos que apresentaram uma 

diurese menor, consequentemente apresentaram valores de dendidade menor 

como o esperado. 

 Através da análise realizada no modelo de diurese aguda desta pesquisa, 

pode se afirmar que a Verbena minutiflora possui atividade diurética, e que 

mais estudos devem ser realizados.  

 

 

 

 

5.5. Conclusões  
 

Os diuréticos são uma classe de fármacos muito utilizados no tratamento 

da hipertensão, uma patologia que vem aumentando a incidência cada vez 

mais na população, as plantas medicinais representam potencialmente, uma 

fonte alternativa no fornecimento de novas estruturas químicas e substâncias 

que podem contribuir no efeito cardioprotetor e antihipertensivo. 

A análise dos resultados do modelo de diurese aguda pode se afirmar 

que a Verbena minutiflora possui atividade diurética, e o efeito diurético são 

dose-dependente, onde a fração acetato de etila apresentou uma potencia 

maior em relação ao extrato metanólico bruto e a infusão da Verbena 

minutiflora, esse foi um estudo prévio, onde mais investigações devem ser 

realizadas.  
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ANEXOS 

Anexo 1 – Fingerprints obtidos por ESI-MS para o Extrato Etanólico das 
Folhas, Flores e Caules coletados nos anos de 2009 a 2012 da Verbena 
minutiflora 

Gervão folhas (-) 

2009 

 
 

2010 

 
 

2011 

 
 

2012 

m/z
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 800

%

0

100

gervao folha 2012 24 (0.337) Cm (12:53) 2: Scan ES- 
1.19e7623.4

311.2
195.2

179.0109.0 285.1255.3
315.2 393.2

357.2 503.3411.2 477.3

624.3

637.3

 
ESI(-)-MS do Extrato Etanólico das Folhas da Verbena minutiflora coletadas de 2009 a 

2012 
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Gervão caule (-) 

2009 

 
 

2010 

 
 

2011 

 
 

2012  

m/z
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 800

%

0

100

gervao caule 2012 23 (0.323) Cm (11:53) 2: Scan ES- 
4.29e6623.3

195.1

179.1
109.0

455.5

393.1277.3

255.3

237.2

293.2

357.3

375.2

395.2
477.2 503.3

504.3
539.3 613.3

624.3

635.6 715.3
755.5

 
 
ESI(-)-MS do Extrato Etanólico dos Caules da Verbena minutiflora coletados de 2009 a 
2012 
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Anexo 2 – Cromatograma das infusões das folhas da Verbena minutiflora 

coletada no ano de 2010 
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Cromatograma das infusões das folhas da Verbena minutiflora coletada no ano de 2010 
nos comprimentos de onda 240 e 330 nm e espectro UV dos picos cromatográficos 
destacados 
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Anexo 3 – ESI(-)-MS para Verbascosídeo e Compostos Estruturalmente 

Relacionados no Extrato Etanólico das Flores, coletada no ano de 2010 da 

Verbena minutiflora 

 

 

m/z
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650

%

0

100

m/z
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650

%

0

100

m/z
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650

%

0

100

m/z
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650

%

0

100

FLORESms 117 (3.406) Cm (103:129) 4: Daughters of 623ES- 
1.05e5623

161
135113

622461315179 277 428 575
603 624

FLORESms 93 (3.228) Cm (84:104) 4: Daughters of 623ES- 
1.81e5623

161
113 135

623
461231211179

624

FLORESms 69 (3.013) Cm (63:79) 4: Daughters of 623ES- 
4.70e5623

623161
113 135 461280233 459

624

624

FLORESms 44 (2.826) Cm (39:64) 4: Daughters of 623ES- 
8.93e5623

161
113

622
461

624

 

ESI(-)-MS/MS para verbascosideo e compostos estruturalmente relacionados a 3,4, 3,2, 
3,0, 2,8 min no extratos etanólicos das flores, coletada em 2010 da V. minutiflora  

 

m/z
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650

%

0

100

m/z
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650

%

0

100

m/z
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650

%

0

100

FOLHASms 96 (3.250) Cm (94:129) 4: Daughters of 623ES- 
1.26e5623

623
161

161
135

622461
380265179 459 462 541 618

624
632

FOLHASms 68 (3.004) Cm (63:79) 4: Daughters of 623ES- 
4.57e5623

161

161
113 135

623

461
297

162 179
203

622
542

624

624

FOLHASms 47 (2.848) Cm (44:60) 4: Daughters of 623ES- 
1.08e6623

161

161

160113

623

622461
315179 459 604

 

ESI(-)-MS/MS para verbascosideo e compostos estruturalmente relacionados a 3,2, 3,0, 
2,8 min no extratos etanólicos das flores, coletada em 2010 da V. minutiflora  
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Anexo 4 – Artigo científico intitulado Variability and Chemical Composition of 

Aerials Parts of Verbena minutiflora publicado pela revista Journal of Food 

Processing and Preservation  

 

Anexo 5 – Artigo científico intitulado “Levels of phenylpropanoids and iridoids in 

extracts and infusions of aerial parts of Verbena minutiflora: in house validation 

of an HPLC-DAD method”, que foi escrito e submetido para a revista Food 

Chemistry  
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Abstract  

Herein we report for the first time the levels of phenylpropanoids and iridoids in 

extracts and infusions of V. minutiflora, consumed in Brazil to treat urinary and 

infectious disorders. An in house validation study demonstrated good accuracy and 

precision to determine the bioactive compounds in V. minutiflora by HPLC-DAD. 

Phenylpropanoids varied in extracts (leaves 139.70 to 221.20 mg g
-1

, flowers 106.43 to 

227.22 mg g
-1

, stems 42.18 to 56.48 mg g
-1

). Verbascoside was in higher concentration 

in extracts of leaves (87.66 – 136.16) mg g
-1

 and flowers (58.12 – 148.96) mg g
-1 

than in 

stems (19.24 – 24.62) mg g
-1

. Iridoids in extracts were: leaves (46.60 − 54.79) mg g
-1

, 

flowers (55.88 − 93.87) mg g
-1

 and stems (40.05 to 61.74) mg g
-1

. High levels of 

iridoids (314.70 − 415.10) g ml
-1

, phenylpropanoids (1996.39 − 2674.13) g ml
-1

 and 

verbascoside (1029.38 − 1456.42 g ml
-1

) in infusions support the popular consume of 

V. minutiflora.  

 

Keywords: Medicinal plants; Verbenaceae; Gervão; analytical validation; HPLC-DAD; 

Verbascoside, Iridoids, hastatoside  

 

List of chemical compounds studied in this article: 

Verbascoside (PubChem CID: 5281800); isoverbascoside (PubChem CID: 6476333); 

Hastatoside (PubChem CID: 599030); Geniposide (PubChem CID: 16760120) 

 

Running head: Levels of phenylpropanoids and iridoids in Verbena minutiflora 
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