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RESUMO

Verbena minutiflora (Verbenaceae) é uma planta conhecida popularmente
como gervdo, muito consumida como infusdo (chd) e é frequentemente
utilizada para o tratamento de diversas doencas, no entanto, até o momento
nao existe validacdo quimica e farmacoldgica que subsidie as suas aplicacfes
terapéuticas. A andlise da composicdo quimica, teor de fendlicos totais,
flavonoides e da atividade antioxidante nesta espécie é de grande importancia.
As partes aéreas da V. minutiflora (folhas, flores e caules) e infus6es foram
monitoradas por quatro anos consecutivos. Os extratos etandlicos da folha e
flor apresentaram em média teores de fendlicos e flavonoides
significativamente maiores que o0 extrato etanolico do caule e da infusdo
independentemente do ano de coleta, mas a infusdo apresentou um potencial
antioxidante. A composicao quimica foi elucidada por meio de HPLC-DAD e
LC-ESI-MS/MS, os fenilpropanoides, verbascosideo e isoverbascosideo e o
iridoide hastatosideo foram identificados através da interpretacdo e
comparacao de seus dados de UV e de ESI-MS/MS com a literatura. Um
estudo de validacdo in house demonstrou boa exatiddo e precisdo 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 concentracdo 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 niveis de iridoides (314.70 - 415,10) pg/mL,
fenilpropanoides (1996.39 - 2.674,13) pg/mL e verbascosideo (1029.38 -
1.456,42 pg/mL) em infusGes corroboram para o uso popular de consumir V.
minutiflora. O conteudo de ions metalicos apontou que a Verbena minutiflora é
rica em K, Ca, Na e Mg. A analise no modelo de diurese aguda em ratos
demonstrou que a fracdo acetato de etila e a infusdo da Verbena minutiflora

possuem atividade diurética.



ABSTRACT

Verbena minutiflora (Verbenaceae) is popularly known as gervao. 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) pg/mL,
phenylpropanoids (1996.39 - 2674.13) yg/mL and verbascoside (1029.38 -
1456.42 pg/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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21



1. Introducéo
1.1. Plantas Medicinais e Fitoterapicos

Ha 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 € uma forma antiga de tratamento
fundamentada em informacdes provenientes de sucessivas geracdes, 0S povos
mais antigos, através de observacdes e experimentacdes sabiam que algumas
plantas continham principios ativos com poder curativo no combate as doencas
(Dantas & Guimaraes, 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 utilizacdo de
plantas medicinais. O Brasil possui uma grande biodiversidade vegetal e
conhecimento popular em relacdo as plantas, é o pais com a maior
biodiversidade do planeta. Estimativas indicam que o numero 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 Organizacdo Mundial da Saude (OMS) indicou que
cerca de 70-80% da populacdo mundial dependem da medicina néo-
convencional, principalmente através de plantas medicinais para os cuidados
primarios a salude e muitas vezes € 0 Unico recurso terapéutico disponivel para
determinadas comunidades (Arceusz et al., 2010).

A OMS define planta medicinal como sendo “todo e qualquer vegetal que
possui, em um ou mais 6rgaos, substancias que podem ser utilizadas com fins
terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos semi-sintéticos” (Pinto et
al., 2006).

Os compostos que atribuem as plantas medicinais suas propriedades
terapéuticas sdo denominados principios ativos, uma vez gque sao estes 0S
responsaveis pela acdo no organismo exercendo efeito farmacologico. O uso
de plantas como medicamento, para o tratamento ou prevencao de doencgas,
se deve a presenca de metabdlitos especializados, geralmente de grande valor

terapéutico, sintetizados pelas plantas. Sao inidmeros 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 (Bonifacio et al., 2014).

As plantas medicinais podem servir como ponto de partida para o
desenvolvimento de novos medicamentos e 0 seu uso para o tratamento de
diversas doencgas vem aumentando em todo o mundo devido & facilidade de
acesso e 0s baixos efeitos colaterais apresentados (Basgel & Erdemoglu,
2006).

Ao longo do tempo tém sido registrados variados procedimentos clinicos
tradicionais utilizando plantas medicinais. Apesar da grande evolucdo da
medicina alopatica, ainda existem obstaculos basicos na sua utilizacdo pelas
populacdes carentes, que vao desde 0 acesso aos centros de atendimento
hospitalares a obtencdo de exames e medicamentos. Estes motivos,
associados com a facil obtencdo e a grande tradicdo do uso de plantas
medicinais, contribuem para sua utilizacdo pelas populacbes dos paises em
desenvolvimento (Veiga-Junior et al., 2005).

A importancia das plantas medicinais para a populacdo tem sido
demonstrada por estudos etnobotanicos realizados em diversas regides
brasileiras, abrangendo os biomas como a Amazoénia, Caatinga, Cerrado, Mata
Atlantica e Pantanal. Cada bioma possui diferentes caracteristicas e uma
grande biodiversidade de plantas medicinais com potencial terapéutico que
ainda nao foram descobertas (Coelho-Ferreira, 2009; Marinho et al., 2011;
Oliveira et al., 2011; Evangelista et al., 2013).

Grande parte da comercializacdo de plantas medicinais é feita em
farmacias e lojas de produtos naturais, onde preparacdes vegetais sao
comercializadas com rotulacdo industrializada. Em geral, essas preparagdes
nao possuem certificado de qualidade e sédo produzidas a partir de plantas
cultivadas, o que descaracteriza a medicina tradicional que utiliza, quase
sempre, plantas da flora nativa. E cada vez mais frequente o uso de plantas
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medicinais. Estas sdo comercializadas apoiadas em propagandas que
prometem “beneficios seguros, ja que se trata de fonte natural”’. Muitas vezes,
entretanto, as supostas propriedades farmacoldgicas anunciadas ndo possuem
validade cientifica, por ndo terem sido investigadas, ou por nao terem tido suas
acOes farmacoldgicas comprovadas em testes cientificos pré-clinicos ou
clinicos (Veiga-Junior et al., 2005).

Atualmente, o desenvolvimento de fitoterapicos tem recebido muita
atencdo tanto por parte da comunidade cientifica, quanto pelas industrias
farmacéuticas. Apesar da grande aceitacdo e seu extenso uso terapéutico pela
populacdo em geral, existem relativamente poucas plantas medicinais
avaliadas cientificamente, sendo, dessa forma, necessarios estudos mais
detalhados no sentido de verificar e assegurar sua qualidade, seguranca e
eficacia (Veiga-Junior et al., 2005).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
“fitoterapicos sdo medicamentos preparados exclusivamente com plantas ou
parte de plantas medicinais (raizes, cascas, folhas, flores, frutos ou sementes,
que possuem propriedades reconhecidas de cura, prevencdo ou tratamento
sintomatico de doencas”. Em razao disso, as plantas medicinais estdo cada vez
mais sendo valorizadas pelo seu poder terapéutico pesquisado e ratificado pela
ciéncia com isso vem crescendo sua utilizacdo através de recomendactes de
profissionais da saude (Arnous, et al., 2005).

N&o sao considerados como fitoterapicos medicamentos que em sua
composi¢cdo incluam quaisquer substancias ativas, ainda que de origem
vegetal, isoladas ou mesmo suas misturas, ou compostos quimicos sintéticos
de atividade conhecida (ANVISA, 2004).

As plantas medicinais, como recurso terapéutico, despertam o interesse
para as investigacfes no intuito de desenvolver fitoterapicos, de documentar as
plantas, compreender como elas sao percebidas nas comunidades, identificar a
importancia delas no contexto da medicina tradicional e de sua incorporacéo no
setor de saude publica, principalmente na Atencédo Primaria a Saude no ambito
do Sistema Unico de Saude (SUS) (Bittencourt et al., 2002; Pires et al., 2014).

Ao reconhecer a importancia do uso de plantas medicinais junto a
populacio brasileira, o governo federal legalizou a fitoterapia no Sistema Unico
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de Saude (SUS), em 2005. A Politica Nacional de Medicina Natural e Praticas
Complementares no SUS foi renomeada, posteriormente, como Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) (Brasil 2005; 2006). A
PNPMF foi avaliada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
que normatizou registros de medicamentos fitoterapicos. As normas da
ANVISA foram avaliadas pelo grupo de Carvalho e colaboradores (2011), que
atualizou os requisitos para comprovar a seguranca e efichcia de
medicamentos. A incorporacdo da pratica integrativa da fitoterapia no SUS
culminou na necessidade de pesquisas nessa area com o intuito de enriquecer
o conhecimento dos profissionais da saude, além de tornar as praticas
fitoterapicas mais seguras e eficazes (Calixto, 2000; Pires et al., 2014).

No Brasil, resolucbes da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), de 16 de marco de 2004 visam a normatizacdo do registro de
medicamentos fitoterapicos. A Resolu¢cdo-RDC N° 48 determinam que todos 0s
testes referentes ao controle de qualidade de fitoterdpicos deverdo ser
realizados em rede credenciada, os fitoterapicos tradicionais, deverdo
apresentar, no primeiro protocolo de renovagcdo, uma série de relatérios que
atestem a seguranca, eficAcia e as normas de producdo e controle de
qualidade. Entre as exigéncias da Resolu¢cdo-RDC no. 48 estdo a necessidade
de controle de qualidade do produto acabado, com métodos analiticos que
incluam perfis cromatograficos e resultados de prospeccéao fitoquimica, além de
comprovacdo de seguranca de uso, incluindo estudos de toxicidade pré-clinica
(ANVISA, 2004).

Estudos  multidisciplinares  envolvendo  bidlogos, quimicos e
farmacologistas sdo necessarios para que sejam ampliados os conhecimentos
das plantas medicinais, como agem, quais sdo os seus efeitos tdxicos, como
seriam suas interacdes com os medicamentos alopatas e quais as estratégias
mais adequadas para o controle das plantas medicinais (Veiga-Junior et al.,
2005).

25



1.1.2. Género Verbena

A familia Verbenaceae compreende aproximadamente 100 géneros e
2000 espécies, distribuidas por todo mundo, sendo encontrada principalmente
nas zonas temperadas, tropicais e subtropicais, dentre eles o género Verbena,
com aproximadamente 250 espécies distribuidas preferencialmente nas
regides tropicais e temperadas da América. Espécies de Verbena séo
encontradas na regidao andina do Chile ao Peru, Guianas, Venezuela, Argentina
e regides Sudeste e Sul do Brasil (Bonzani et al., 2003; Souza et al., 2005).

No Brasil podem — se encontrar pelo menos 14 géneros desta familia,
dos quais os representantes desta vao desde arvores de grande porte como a
Tectoma grandis L., até ervas como a Verbena officinalis L., sendo o género
Verbena considerado o maior (O'Leary et al., 2010).

As propriedades medicinais desta familia sdo destacadas como
digestiva, antidiabética, antimalarica, antitlcera e antiinflamatoria (Leitdo et al.,
2009; Dornas et al., 2009; Mariath et al., 2009; Jesus et al., 2009).

As plantas do género Verbena crescem amplamente em todas as
regides de diferentes temperaturas em todo mundo, sendo utilizada na
medicina popular para o tratamento de diversas patologias (Akerreta et al.,
2007).

O género Verbena compreende plantas medicinais usadas
tradicionalmente por causa dos seus efeitos diuréticos, expectorantes e efeitos
anti-reumaticos (Schonbichler et al., 2013). Para extratos de plantas do género
Verbena ja foram relatadas atividades antibacteriana (Hernandez et al., 2000),
antifingica (Casanova et al., 2008), anti-inflamatéria (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).

Vérias espécies de Verbena foram investigadas previamente e foram
encontrados metabolitos secundarios pertencentes as varias classes quimicas,
como flavonoides, acidos  fendlicos, iridoides, fenilpropanoides,
verbenachalconas e triterpenos. Alguns destes compostos, especialmente os

flavonoides demonstraram propriedades antiinflamatorias e anticancerigenas,
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bem como antibacteriana, antiviral, antialérgica, vasodilatadora, antitrombadtica
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 género é a dos fenilpropanoides, sendo o verbascosideo,
juntamente com seus isomeros (isoverbascosideo e (3-OH-verbascosideo), 0s
compostos mais abundantes. Iridoides como o hastatosideo e a verbenalina,
bem como flavonoides derivados da luteolina e apigenina sdo também

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

na figura 1.1.
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Figura 1.1 — Principais compostos encontrados em plantas do género Verbena.
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O iridoide verbenalina e o fenilpropanoide verbascosideo s&o os
principais constituintes, além de participar em alguns dos efeitos acima
mencionados, a verbenalina promove efeito hepato-protetor e para o
verbascosideo uma atividade neuro-protetora foi provada (Schonbichler et al.,
2013).

Estudos nos extratos aquosos de V. officinalis demonstraram atividade
neuroprotetora. Os efeitos neuroprotetores sdo aqueles que aumentam o
nascimento e permitem a sobrevivéncia dos neurbnios. As analises foram
realizadas in vitro sobre a cultura de neurdnios corticais e com diferentes
concentragbes dos extratos. Os resultados demonstraram que 0s extratos
aquosos das partes aéreas exibiram uma neuroprotecdo contra o estresse
bioldgico causado pelo peptideo B-amiloide, que € conhecido por ser um dos
fatores toxicos que desencadeia a morte dos neurbnios na doenca de
Alzheimer, sugerindo que os compostos presentes na V. officinalis podem atuar
como agentes que combatem doencas neurodegenerativas (Lai et al., 2006).

O extrato metandlico das folhas de V. officinalis demonstrou atividade
antiinflamatéria quando aplicado em modelos in vivo, no teste do edema de
pata induzido por carragenina e acao analgésica em modelos de atividade
antinociceptiva no teste da formalina. Os ensaios para analisar as propriedades
antiinflamatdria na forma tépica da espécie vegetal V. officinalis mostraram que
um preparo topico com no minimo 3% de extrato metanolico da planta
apresenta efeitos antiinflamatérios e analgésicos, podendo ser utilizado em
tratamentos de locais inflamados (Deepak & Handa, 2000; Calvo, 2006).

A atividade antifungica das folhas de V. officinalis foi estudada atraves
da inibicdo in vitro da cultura de Alternaria alternata, Botrytis cynerea,
Penicilium expansum e Rhizopus stolonifer, testadas com trés diferentes
extratos, algumas fracbes de extratos e compostos puros. Nenhum dos trés
extratos demonstrou uma inibicdo 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 hidroalcodlicos de V. officinalis foram obtidos e
caracterizados através da analise por meio de HPLC-DAD e LC-MS permitindo
a deteccdo e identificacdo de trés iridoides, hastatosideo, verbenalina e
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aucubina, quinze flavonoides e quatro derivados de &acidos fendlicos, onde

quatro flavonoides e dois derivados de &cidos fendlicos foram identificados pela

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

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

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

(Rehecho et al., 2011).

As estruturas quimicas dos dois derivados de é&cidos fendlicos estédo

representadas na figura 1.2.
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Figura 1.2 — Estrutura quimica dos acidos 1’,5’-O-dicafeoilquinico e 4’,5’-O-dicafeoilquinico

29



Em relacdo a atividade antioxidante, o extrato hidroalcodlico das folhas
de V. officinalis apresentou uma melhor atividade quando comparada com a
solucdo aquosa da mesma. Os compostos fendlicos, principalmente os
flavonoides, desempenham um grande papel na atividade antioxidante. O
fenilpropanoide verbascosideo é apontado como o principal composto
responsavel pela atividade antioxidante de V. officinalis, juntamente com os
outros compostos que sdo encontrados em menor propor¢gédo como luteolina-7-
glucosido, acidos 1’,5’-O-dicafeoilquinico, 4’ 5’-O-dicafeoilquinico e
isoverbascosideo, onde a atividade antioxidante foi demonstrada anteriormente
(Bilia et al., 2008; Rehecho et al., 2011).

Com relacdo ao estudo da composicdo mineral dos extratos de V.
officinalis é relatado que o macronutriente mais abundante presente é o
potassio, seguido do fésforo, calcio e magnésio, enquanto o sédio estd em
baixa concentracdo (Rehecho et al., 2011).

A Verbena littoralis € considerada o tipo mais comum de Verbena
encontrada na América do Sul, seu aspecto morfolégico € variavel e também a
sua distribuicdo, consequentemente numerosas categorias infraespecificas
foram reconhecidos e descritos, gerando uma grande quantidade de nomes,
considerados sinénimos cientificos (O'Leary et al., 2010). A morfologia da V.
littoralis € muito similar ao da Verbena minutiflora, planta que é o objeto de

estudo desta pesquisa, 0 aspecto morfolégico da V. littoralis € demonstrado na
figura 1.3.

"
e Y

<

Figura 1.3 — Aspecto morfoldgico 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 andlise de dados espectrais por ressonancia nuclear
magneética, 6S-hydroxy-8S-methyl-4-methylene-hexahydro-cyclopenta[c]pyran-
3-one(1) e 6S,9S-dihydroxy-8S-methyl-4-methylene-hexahydro-
cyclopentajc]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 peristaltica intestinal moderada in vivo em ratos e também
apresentaram moderada atividade antioxidante (Castro-Gamboa & Castro,
2004). A estrutura quimica dos dois novos iridoides esta representada na figura
1.4.

HyC
10 1:R=H
2: R=OH

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

A Verbena minutiflora Brig. ex Moldenke (Verbenaceae), mostrada nas
figuras 1.5 (A) e (B), € uma espécie tipica da regido sul do pais e é conhecida
popularmente como gervao. Esta planta é consumida geralmente como infusao
(chd). A principal indicacdo popular € como diurético e também para o
tratamento de diversas patologias como a hipertensdo. No entanto, inexiste
validacdo quimica e farmacologica que subsidie suas aplicacdes terapéuticas
popularmente disseminadas. Assim, a caracterizacdo quimica, qualitativa e
quantitativa, dos principios ativos presentes em espécies de Verbena é de

grande importancia.
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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).

by

Mesmo com a falta de estudos referentes a espécie V. minutiflora,
devido as plantas do género Verbena possuem forte efeito farmacologico, a
espécie em estudo possui caracteristicas semelhantes as demais espécies do
género. Desta forma se faz necessario analisar a composi¢do quimica desta
planta, bem como as propriedades exercidas por esta quando utilizada como
fonte para o tratamento de algumas patologias. Estabelecer um padrdao de
qualidade para a V. minutiflora e seus extratos é importante e necessario para
garantir o seu uso de forma segura e eficaz.
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1.2. Objetivos
1.2.1. Objetivo Geral

Considerando que as espécies do género Verbena séo
farmacologicamente potentes e que ndo ha estudo quimico referente as partes
aéreas (folhas, flores, caule) da Verbena minutiflora, que sédo as partes da
planta utilizadas com fins medicinais, este trabalho tem como objetivo principal
realizar o estudo da composi¢cao quimica e atividade farmacoldgica das partes

aéreas de Verbena minutiflora.

1.2.2. Objetivos Especificos

v Identificar e quantificar os principais metabdlitos especializados presentes

nos extratos e infusdes das partes aéreas de Verbena minutiflora;

v Avaliar o potencial antirradicalar, teores de fendlicos totais e flavonoides do

extrato, fragdes e infusbes da Verbena minutiflora;

v Investigar a variabilidade do perfil quimico de extratos de Verbena

minutiflora;

v’ Validar um método de HPLC-UV para determinacdo dos principais
metabdlitos especializados (fenilpropanoides e iridoides) em amostras da
Verbena minutiflora;

v Aplicar o método HPLC-UV desenvolvido e validado para a determinacdo
dos teores de compostos bioativos em extratos e infusbes de Verbena
minutiflora

v' Quantificar minerais essenciais e toxicos em amostras da Verbena
minutiflora por espectrometria de absor¢cdo atbmica em chama — FAAS e
espectrometro de emisséo optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-
OES);

v Investigar a atividade diurética aguda do extrato, fracdes e infusbes da

Verbena minutiflora utilizando modelo de diurese em ratos.
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CAPITULO 2. COMPOSICAO QUIMICA E VARIABILIDADE DA
Verbena minutiflora (VERBENACEAE)
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2.1. Composicao Quimica

Elucidar a composi¢cdo quimica das plantas medicinais e seus usos
populares tornou-se um foco de pesquisa para as comunidades cientificas.
Esta pesquisa pode conduzir a produtos cada vez mais inovadores, com menos
efeitos colaterais do que aqueles observados pelo uso de farmacos alopaticos.
Além disso, existe uma enorme diversidade de estruturas nos produtos
naturais, bem como as suas propriedades fisico-quimicas e biolégicas
(Bonifacio et al., 2014).

Os estudos da atividade biolégica de plantas medicinais baseiam-se nos
usos populares de diferentes espécies, ou seja, através do conhecimento
popular os estudos cientificos buscam validar o uso da planta medicinal, como
fitoterapico (Bonifacio et al., 2014).

No Brasil, as plantas medicinais da flora nativa sdo consumidas com
pouca ou henhuma comprovacao de suas propriedades farmacoldgicas, sendo
necesséria a realizacado de estudos que comprovem a eficicia destas plantas,
bem como a andlise de seus principios ativos (Veiga-Junior et al., 2005).

As plantas sé@o produtoras de substancias quimicas que podem ser Uteis
no tratamento de uma grande variedade de doencas em homens e animais. Em
toda a parte da planta podem ser encontrados principios ativos importantes,
sintetizados pelo metabolismo especializados das plantas que dao origem a
uma série de substancias conhecidas e com diversas aplicacGes
biotecnolégicas (Mcgaw & Eloff, 2008).

Os compostos ativos das plantas podem ser originados de dois tipos de
metabdlitos: primarios e especializados, 0s metabdlitos primarios séo
substancias amplamente distribuidas na natureza, nas plantas superiores estédo
concentrados em sementes e 60rgdos de armazenamento sendo necessarios
para o desenvolvimento fisiologico, ja& que possuem papel importante no
metabolismo celular basico (Raven, et al., 2007).

Os metabdlitos especializados sdo compostos derivados biologicamente
dos metabdlitos primarios, apresentam estrutura complexa, baixo peso
molecular e sdo encontrados em concentracdes relativamente baixas em
determinados grupos de plantas, geralmente possuem um papel ecologico,
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como por exemplo, atrativos para polinizadores ou defensores quimicos contra
microrganismos, insetos e predadores superiores (Raven et al., 2007).

As atividades biologicas das plantas medicinais geralmente sao
atribuidas aos seus metabdlitos especializados, que na maioria das vezes,
possuem estrutura quimica complexa com muitos centros quirais, 0 que
determina 0os mais variados tipos de compostos bioativos com acao
farmacoldgica (Agra et al., 2007).

Da mesma forma que os medicamentos comuns, os fitoterapicos
precisam oferecer uma garantia de qualidade e eficiéncia, seus efeitos
terapéuticos devem ser comprovados, sua composi¢cdo quimica padronizada e
oferecer seguranca de uso para a populacdo, através de um controle de
gualidade (Maciel et al., 2002).

O inicio do controle de qualidade dos fitoterapicos € através da
identificacdo da planta por suas caracteristicas macromorfolégicas e sensoriais.
Ensaios quimicos de identificacdo e quantificacdo dos principios ativos
realizados através de cromatografia, espectrofotometria, gravimetria,
volumetria, dentre outras, se fazem necessarios, pois uma planta em seu
estado normal pode ndo apresentar seus constituintes ativos na quantidade
desejada. Avaliacdes da contaminacdo microbiol6gica também devem ser

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

2.1.2. Variabilidade Quimica

A industria farmacéutica utiliza os principios ativos de plantas para
desenvolvimento de novos agente fitoterapicos, sendo necesséria uma
padronizacdo dos mesmos e a comprovacao de sua eficacia farmacoldogica. A
quantificacdo do teor dos principios ativos € um parametro importante de
qualidade dos fitoterapicos, e também € necessario um estudo da variabilidade
da composicao quimica qualitativa e quantitativa dos fitoterapicos (Gobbo-Neto
& Lopes, 2007).

O teor dos compostos presentes nas plantas com propriedades
terapéuticas varia através da influéncia de diversos fatores, pois a sintese dos
metabolitos especializados é freqientemente afetada por condigcbes ambientais
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como, temperatura, indice pluviométrico, radiacdo, sazonalidade e altitude.
Alguns destes fatores podem atuar isoladamente bem como em conjunto,
interferindo na sintese dos metabolismos secundario (Gobbo-Neto & Lopes,
2007).

Os principais fatores que podem alterar a taxa de producdo de

metabdlitos especializados estao representados na figura 2.1.

G

Ritmo circadiano

D

Shionaldade indice pluviométrico

Radiagdo UV
' / Composi¢cdo CO, SO,
* / atmosférica NO, O,

== Herbivoria e
Ataque de patégenos

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

A época de coleta da planta (sazonalidade) € um dos fatores de maior
importancia, visto que a quantidade e, as vezes, até mesmo a natureza dos
constituintes ativos ndo é constante durante o ano. Estudo mostram variacdes
sazonais no conteudo de praticamente todas as classes de metabdlitos
especializados, como 6leos essenciais (Schwob et al., 2002), acidos fendlicos
(Zidorn et al., 2001), flavonoides (Brooks et al., 2004), iridoides (Menkovic et
al.,, 2000) entre outros, como por exemplo, lactonas sesquiterpénicas,
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cumarinas, saponinas, alcaloides, taninos, glucosinolatos e glicosideos
cianogénicos (Gobbo-Neto & Lopes, 2007).

Os relatos de como deve ser realizada a coleta de plantas medicinais
sdo de extrema importancia, pois o conteudo total, bem como as propor¢cdes
relativas de metabolitos especializados, variam com o passar dos anos e com a
localizacdo da planta. Estas variacdes ocorrem em diferentes niveis e, mesmo
com um controle genético para a producdo destes compostos, algumas
modificacbes ocorrem através da interacdo de processos bioquimicos,
fisioldgicos, ecoldgicos e evolutivos sobre a planta (Kutchan, 2001).

O indice pluviométrico promove variagdo teor dos metabdlitos
especializados nas plantas, para entender o efeito que as chuvas causam,
deve-se levar em consideracéo a relacao da sua distribuicdo ao longo do ano,
seu efeito na umidade e a capacidade de absor¢cdo de &gua do solo pelo
vegetal. Ha relatos de que um excesso no indice pluviométrico leva a um
aumento da producdo de varios tipos de metabolitos especializados como
alcaloides e terpendides. A escassez de chuva pode levar a um aumento na
producdo de metabdlitos especializados quando o periodo é curto. Ocorre uma
diminuicdo de producdo destes compostos quando a seca permanece por
grandes periodos. No entanto um periodo chuvoso prolongado influencia
negativamente no teor de metabdlitos em plantas, uma vez que esta ocasiona
a perda de substancias hidrossoluveis das folhas e raizes por lixiviacao
(Gobbo-Neto & Lopes, 2007).

Variacdo de temperatura anual, mensal e diaria € um dos fatores de
maior influencia no desenvolvimento da planta, bem como na producdo de
metabdlitos especializados. Contudo, devido ao fato de a temperatura ser uma
consequéncia de outros fatores como altitude e a sazonalidade, ndo ha estudos
sobre a atuacdo desta isoladamente sobre o teor de metabdlitos especializados
(Gobbo-Neto & Lopes, 2007).

A diminuicdo da camada de o0zo6nio, devido o aumento da poluicdo ou
por agentes quimicos, promove uma crescente preocupacdo com 0 aumento
da incidéncia da radiacdo ultravioleta sobre a superficie terrestre. Diferentes

espécies estdo adaptadas a esta grande variagdo na intensidade e quantidade
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de incidéncia luminosa estando protegidas contra esse aumento de radiacao
ultravioleta (Raven, et al., 2007).

Estudos mostram que conforme ocorre um aumento na intensidade de
radiacdo solar, ha uma maior producdo de compostos fendlicos, como
flavonoides e taninos. Isso ocorre, de forma especial, no caso dos flavonoides,
pois sdo estes 0s responsaveis pela protecdo contra a foto-destruicdo
ocasionada pela radiagéo ultravioleta, devido ao fato de que estes compostos
sdo capazes de absorver ou dissipar a energia solar, dificultando assim a
danificacao dos tecidos mais internos pela radiacdo UV-B (Grace et al., 2000).

Desta forma, os compostos responsaveis por proteger os tecidos
superficiais e que sao utilizados como filtros para a radiacao, estao localizados
nos tecidos mais externos dos vegetais. Estes compostos conseguem filtrar a
radiacdo sem modificar a radiacdo fotossinteticamente ativa. Os flavonoides
atuam também como antioxidante e sequestradores de radicais livres, e 0
aumento na producdo destes compostos sdo induzidos por enzimas que sao
ativadas pela luz (Grace et al., 2000; Bieza, et al., 2001).

Vale ressaltar que junto com a capacidade de absorver radiacdo UV, a
capacidade de atuar como antioxidantes podem determinar a concentracao e
composi¢do de metabdlitos que atuam como filtros de radiagdo ultravioleta
Tattini, et al., 2004).

Outro fator que influencia no teor de metabdlitos especializados é a
altitude. Sabe-se que em altas altitudes h4 uma maior exposicdo a radiacdo
ultravioleta e, devido ao fato de os flavonoides serem a classe de compostos
responsaveis pela protecao do vegetal contra radiacéo, logo havera um maior
teor de flavonoides em vegetais localizados em altitudes maiores. Estudos
relatam que compostos ndo fendlicos sé@o influenciados pela altitude, como os
iridoides, que em altitudes maiores apresentam maiores concentracoes,
enguanto nos alcaloides conforme a altitude se eleva, ocorre um decréscimo no
seu conteudo total destes compostos (Zidorn et al., 2001).

Nesta pesquisa foi realizada a investigacdo da composi¢do quimica da
V. minutiflora, sendo feito a quantificacdo dos compostos organicos por
espectrofotometria no ultravioleta na regido do visivel, visando verificar
possiveis variacbes anuais nos teores destes compostos, bem como na
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atividade antirradicalar. Os fendlicos totais foram determinados pela
metodologia que emprega o reagente de Folin-Ciocalteau, enquanto para o0s
teores de flavonoides uma reacdo de complexacao com o cloreto de aluminio
foi utilizada. A variacdo da atividade antirradicalar foi analisada utilizando o
radical estavel DPPHs-.

Através de técnicas de cromatografia liquida junto com espectrometria
de massas foi possivel analisar as variagbes anuais de composi¢cdo quimica
das partes aéreas da V. minutiflora, bem como identificar alguns compostos
presentes na planta.

A andlise das alteragcbes do metabolismo secundario através das
variacdes temporais se faz necessario para que se possa tracar um perfil de
variacdo dos principios ativos da planta, conforme cada uma das variaveis
temporais se distingue ou a forma como elas atuam em conjunto nesta planta,
estabelecendo assim um padrdo de qualidade para a planta. Desta forma se
torna possivel verificar a melhor condi¢do para realizar a extracdo da planta do

ambiente sendo possivel a aplicacdo em escala industrial e em medicamentos.
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2.2. Objetivos

2.2.1. Objetivo Geral

Identificar os principais metabdlitos especializados presentes nas partes

aéreas de Verbena minutiflora.

2.2.2. Objetivos Especificos

v' ldentificar a fracdo derivada do extrato metandlico das partes aéreas de V.
minutiflora mais rica em compostos bioativos para investigacao da atividade

diurética de V. minutiflora em testes in vivo;

v Avaliar o potencial antirradicalar, teores de fendlicos totais e flavonoides dos

extratos, fracdes e infusdes da V. minutiflora;

v’ Investigar a variabilidade do perfil quimico de extratos de V. minutiflora

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

v Identificar os principais metabolitos especializados presentes nos extratos e

infusdes 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

(25° 23'08.57" S, 51° 26'50. 63" W; altitude 1115 m) e devidamente identificada
e classificada pelo Curador Osmar dos Santos Ribas do Museu Botéanico
Municipal de Curitiba/PR. Um exemplar esta catalogado no Herbario do Museu
sob o registro N°359683.

Para o estudo de variabilidade quimica da planta, o material vegetal foi
coletado no mesmo local (terreno urbano) durante quatro anos consecutivos
desde 2009 a 2012 e sempre em novembro, estacdo da primavera, quando a

planta tem muitas flores e folhas.

2.3.2. Preparacdes dos Extratos e Fracdes para caracterizacdo quimica e
para realizacdo de testes in vivo
O material coletado (partes aéreas da planta) foi seco a temperatura

ambiente e triturado. Foram transferidos 455,579 deste material para um
recipiente de vidro de boca larga. Este material foi macerado em metanol e
fitrado a cada 24h com reposicdo de solvente por 10 dias, até que os
metabdlitos especializados presentes nos tecidos fossem completamente
extraidos. A evaporacdo foi realizada em rotaevaporador, fornecendo 43,23 g

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

Preparo do Extrato Metanodlico

[ Partes Aéreas ]

H Metanol ]
[ Agitagao ]

\

[ Filtragao ]

v ]
[ Residuo ] [ ROlag\;aﬂp:]c;rador ]j’

Extrato
Metandlico Seco

Figura 2.2 — Etapas do Processo de Extracdo Metandlica das partes aéreas da Verbena
minutiflora
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Utilizou-se 30 g do extrato metandlico bruto da V. minutiflora para o
fracionamento com solventes de polaridade crescente. O extrato foi dissolvido
utilizando uma mistura de metanol/agua a 7/3 (v/v) e submetido a particao
liquido/liquido, em funil de separacdo, com os solventes hexano, diclorometano

e acetato de etila (AcOEt) obtendo-se, ap0s evaporacdo dos solventes, as

fracOes semipurificadas: fracdo hexanica (Fr. Hex.) (3,73 g), fracdo acetato de
etila (Fr. AcOEt) (2,12g), fracdo diclorometano (Fr. Dicl) (1,23g) e fracédo
hidrometandlica (Fr. EtOH/H20) (10,5 g) (Figura 2.3). Todos os solventes

utilizados foram de grau analitico.

Extrato Fracionamento do Extrato Metanolico
Metandlico Seco

[ Dissolver em

Metanol/Agua
> ‘ Fr. Hexanica
Fr. Dicloro
Metano
— Fr. Fr. Acetato de
Hidrometandlica Etila

Fr.
Hidrometandlica
| Fr.
‘ Dicloro Metano \ T ‘ Hidrometandlica

|

‘ Acetato de Etila \

Figura 2.3 — Etapas do Processo de Fracionamento do Extrato Metandlico da Verbena
minutiflora

2.3.3. Preparo dos Extratos e InfusGes para o Estudo da Variabilidade do
Perfil Quimico da Verbena minutiflora
Para realizar o Estudo da Variabilidade do Perfil Quimico da V.

minutiflora foram coletadas diferentes partes da planta em diferentes anos
consecutivos, sempre no més de novembro.

As partes aéreas da planta (folhas, flores e o caule), coletadas nos anos
de 2009, 2010, 2011 e 2012 foram secas a temperatura ambiente e trituradas.

Foram transferidos aproximadamente 10g destes materiais para um
recipiente de vidro de boca larga, a extracdo do material vegetal foi realizada
na propor¢cdo material vegetal/etanol 1: 20 e permaneceram sob agitacdo
constante e a temperatura ambiente. A solucdo extrativa foi filtrada a cada 12 h

por 2 dias com reposicao de solvente, até que os metabdlitos especializados
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presentes nos tecidos fossem completamente extraidos. A evaporacdo do
solvente foi realizada em rotaevaporador, obtendo-se o extrato etandlico bruto,
o rendimento de extracdo 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).

Flores
Caule

(2009, 2010
2011, 2012)
o N

Folhas [ Partes Aéreas ] Extraciao Etandlica

Agitacao

¥

Filtragao

v v

p Rotaevaporador
[ Residuo ] [ a40°C ]

Extrato
etanodlico Seco

Figura 2.4 — Etapas do Processo de Extracdo Etandlica das partes aéreas da Verbena

minutiflora

As infusdes foram preparadas pela adicdo de 200 mL &gua 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 entdo uma filtracdo separando o filtrado do residuo (Figura 2.5).

Infusoes

Filtracao

[ Agua Fervente J

Contato por 20
minutos

(2009, 2010
2011, 2012)

Figura 2.5 — Etapas do Processo de Preparo das Infusdes da Verbena minutiflora
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2.3.4. Medidas Espectrofotométricas
As medidas espectrofotométricas para a quantificacdo dos teores de

fendlicos totais, de flavonoides e determinagéo da atividade antirradicalar foram
realizadas em espectrofotbmetro Varian Cary 50 Bio locado no
CIMPE/UNICENTRO. Os solventes utilizados foram de  grau
espectrofotométrico. Para determinacdo dos teores de fendlicos totais fez-se
uso do reagente Folin-Ciocalteau (Biotec, 2N) e o acido galico (VETEC, 99%)
como padrdo analitico. Para os flavonoides utilizou-se como padréao analitico a
quercetina (SIGMA, 98%) e o reagente de cloreto de aluminio hexahidratado
(VETEC, 99,5%). Enquanto para andlise da atividade antirradicalar utilizou-se o
radical DPPHe (2,2-difenil-1-picrilhidrazil, SIGMA) e metanol grau

espectrofotométrico.

2.3.4.1. Determinacao do Teor de Fendlicos Totais
Os teores de compostos fendlicos foram determinados utilizando o

método colorimétrico de Folin- Ciocalteau com algumas modificagdes (Schmidt,
et al., 2014). Para determinar o teor de fendlicos totais contidos nas amostras
da V. minutiflora, construiu-se uma curva analitica com solugbes de
concentragfes conhecidas de é&cido galico em metanol, na faixa de 40,0 a
280,0 mg.L™* . Em um baldo volumétrico de 5 mL foram adicionados 500 uL de
solucdo tampdo super saturada de carbonato/tartarato (20,0g de Na,CO;3 e
1,20 g de KNaC4H404:4H,0O em 100,0 mL de agua), 300 yL de cada solugao
padrdo e 500 pyL do reagente de Folin-Ciocalteau. O volume final foi
completado com &gua destilada. Ap6és 30 minutos foi feita a leitura da
absorbancia no UV-Vis a 760 nm. Para cada amostra repetiu-se 0 mesmo
procedimento substituindo o padrdo por amostras de extratos, fracbes ou
infusdes da V. minutiflora (figura 2.6). Os resultados para os extratos foram
expressos em miligramas de compostos fenolicos por g de extrato seco (mg/g).
Para infusdes, os resultados foram expressos como a quantidade total de

compostos fendlicos em 200 mL de agua.
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Figura 2.6 — Etapas da determinacédo de fendlicos totais nas amostras da Verbena minutiflora

Para as diferentes amostras da V. minutiflora prepararam-se solucoes,
em metanol, a aproximadamente 1000,0 pug.mL™ e repetiu-se o mesmo
processo descrito para as solucdes padrbes. Todas as medidas foram
realizadas em triplicatas. Para o branco foi preparada uma solugdo aquosa de
todos os reagentes em baldo volumétrico de 5,0 mL, contudo no lugar dos

padrées ou da amostra adicionou-se 300,0 uL de metanol.

2.3.4.2. Determinacao do Teor de Flavonoides
A determinacdo espectrofotométrica de flavonoides foi realizada por

complexacdo com cloreto de aluminio a 5% m/v em metanol (Bors, et al., 1990,
Buriol, et al., 2009). A curva analitica foi construida usando quercetina em
metanol como padrdo analitico em diferentes concentracfes, na faixa entre 1,0
a 50,0 mg.L™. As solugBes foram preparadas em baldo volumétrico de 5,0 mL
onde foram adicionados 500 pL de cada solugéo padrao de quercetina e 250
pL da solugéo de cloreto de aluminio (AICIl3). O volume da solugéo foi ajustado
com metanol. Depois de 30 minutos foi realizada a medida da absorbancia a
425 nm (figura 2.7). Para as diferentes amostras o0 mesmo procedimento foi
usado, simplesmente substituindo o padréo quercetina por solugdes de extrato

ou infusdo 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 infusbes, os
resultados foram expressos como a quantidade total de flavonoides em 200 mL

de agua.

Teor de Flavonoides
Baldo
Volumetrico 5 mL

500 pL de
Padrao/Amostra

r
E 250 uL de Cloreto
: ]

de Aluminio
\ 4 \

\

[ 30 min. Reagéo

v

Leitura da
Absorbancia a
425nm

Figura 2.7 — Etapas da determinagao de flavonoides nas amostras da Verbena minutiflora

2.3.4.3. Avaliacao da Atividade Antirradicalar
A atividade antirradicalar foi  determinada pelo  método

espectrofotométrico e leitura de absorbancia a 515 nm, através da reacao entre
o DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazila) e os antioxidantes presentes no extrato,
fracOes e infusdes da V. minutiflora de acordo com Rufino (2009) com algumas
modificacdes (Schmidt et al. 2014).

Primeiramente preparou-se uma solucéo estoque de DPPH- em metanol
na concentracdo 1,6x10° mol/L a partir da pesagem de 0,00630g de DPPH-
(MM 394,32g/mol). A partir da diluicho da solugdo estoque preparou-se a
solucdo de trabalho de DPPH- na concentracdo 9,0x10°mol/lL e com
absorbancia aproximada de 0,7000.

Os extratos e fragbes da V. minutiflora foram preparados na
concentracdo estoque de 1000 pg/mL em metanol e foram utilizadas as

infusdes prontas diretamente. A reacédo foi feita por diluicdo direta na cubeta,
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adicionando-se volume fixo de DPPH- 9,0x10°mol/L (2,5mL) e volume variavel
da solucdo do antioxidante, completando com metanol para se obter um

volume final de 3mL (figura 2.8).

Atividade Antirradicalar
Cubeta 3 mL
2500 pL de
DPPH- Trabalho

Ajuste com
methanol até 500
uL Aliquotas

Diferentes | Amostra a 1000

ppm
\

~

30 min. Reagéo

Leitura da
Absorbancia a
515nm

Figura 2.8 — Etapas para a determinacdo da atividade antirradicalar nas amostras da
Verbena minutiflora

As aliquotas retiradas da solucdo estoque do extrato e fragBes foram
determinadas com a finalidade de se obter concentragbes de extrato e fracdes
entre 10 e 100mg/L em 3mL. Por exemplo, para se obter a concentracdo de
40mg/L de extrato da V. minutiflora, na cubeta de 3mL, adicionou-se 120uL de
solucéo estoque do extrato 1000 pg/mL, 380uL de metanol e 2,5mL de solucéo
de DPPH-. Assim, cada extrato e fragdo foram avaliados em cinco
concentracdes diferentes, variando na faixa entre 5,0 a 120,0 mg.L™, de acordo
com a sua atividade.

Para cada amostra da V. minutiflora elaborou-se uma curva analitica
com a porcentagem de inibicdo do radical (RS%) em fungcédo da concentracéo

do extrato. Esta porcentagem foi calculada da seguinte forma:

o — AL
RS% = ( A|n|C|aI final J*lOO

inicial

Ainicial foi determinada pela medida de absorbancia da solug¢do contendo
somente 2500,0 pL da solugéo de trabalho de DPPH e 500 yL de metanol PA.

Asinal € 0 valor da absorbancia obtido apdés 30 minutos de reacdo, da solucéo
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inicialmente preparada pela mistura de 2500,0 pL da solucdo de trabalho de
DPPHe e diferentes aliquotas de solugdo do extrato (volume final 3000,0 pL
ajustado com metanol).

A atividade antirradicalar de cada uma das amostras foi reportada em
ICs0, que representa a concentracdo de amostra necessaria para diminuir em
50% a absorbancia inicial da solugdo de DPPHe- de trabalho.

Para as infusdes, a capacidade antirradicalar foi relatado como um valor
de ICsp, 0 que significa a concentracdo de infusdo (miligramas de material
vegetal por volume de solucéo) requerida para reduzir de 50% da absorbancia

inicial de solugdo de DPPH- de trabalho.

2.3.5. Andlise Qualitativa por HPLC-DAD de Extrato, Fracfes e Infusdes
Provenientes das Partes Aéreas de Verbena minutiflora
O extrato, fracbes e as infusdes obtidas foram analisados por HPLC

(Waters, 600 Controller) com deteccdo UV por arranjo de diodos (Waters,
2996) (HPLC-DAD) para verificar seus perfis cromatograficos. A cromatografia
foi realizada em uma coluna Waters XT Terra MS C18 (250 mm x 4,6 mm de
diametro, 5 um) mantida a 26 °C e com pré-coluna com a mesma fase. A vazéo
da fase mével foi de 0,8 mL/min™. A fase mével foi composta por H,O com pH
de 3,2 ajustados com &cido férmico (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 entdo passou
para 5% em 28 minutos e manteve-se inalterada até 30 minutos. Apds voltou-
se a condicéo inicial. O tempo total de analise foi de 31 minutos, com um tempo
de equilibrio 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. Andlises Qualitativas por ESI-MS e LC-MS/MS
A identificacdo de produtos naturais da V. minutiflora foi realizada pelo

uso de técnicas hifenadas de analise com LC-MS-MS. Para comparar perfil
qualitativo dos extratos, suas impressfes digitais foram obtidas por infusédo
direta na fonte ESI.

Para as analises de espectrometria de massa as amostras foram
analisadas num sistema de UHPLC acoplado com um espectrometro de
massas do tipo triplo quadrupolo equipado com fonte de ionizacdo ESI (modelo
ACQUITY, Waters Corp., Manchester, UK), disponivel no Laboratério de
Biologia Vegetal da UNICAMP. O software MassLynx V.4.1 (Waters Corp.,
Manchester, UK) foi utilizado para aquisicdo e tratamento dos dados. Os
extratos foram diluidos em metanol em uma concentracdo final de 5ug/mL
foram filtrados por uma membrana de Politetrafluoretileno (PTFE) de 0,22 um.
Os dados foram adquiridos por injecao de 10 e 3ul de cada amostra, que foram
inseridas para obter impressbes digitais ESI-MS/MS e LC-ESI-MS/MS. A
separacdo cromatografica dos componentes foi efetuada utilizando uma Waters
Acquity BEH Cg (50 x 2,1 mm i.d., 1,7 um) coluna a 30 °C. Agua com 0,1% de
acido formico (solvente A) e acetonitrila (solvente B), foram usados como fase
mével a um fluxo de 0,2 mL/min™. A condic&o inicial foi de 95% A e 5% B
mudando para 100% de B em 9 minutos, mantendo durante 1 minuto e depois
voltando a condicdo inicial e um tempo de estabilizacdo de 12 minutos.
Nitrogénio e argbnio foram utilizados como nebulizador e gas de coliséo,
respectivamente. ESI-MS/MS foram obtidos sob as seguintes condigdes:
capilar + 3,5 KV, cone = 30 V, temperatura da fonte e dessolvatacdo foi de 150
e 350 °C, respectivamente. Para os ions selecionados por LC-ESI-MS/MS, a
energia para a colisdo dissociacfes 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 meteorolégicos
Os dados meteoroldgicos foram cedidos pelo Agrometeorologista

Edmirson Borrozzino do Instituto Agronémico do Parana (IAPAR), localizado
em Londrina/PR.
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2.3.8. Andlise Estatistica
Para uma melhor interpretacdo dos resultados aplicaram-se

ferramentas estatisticas como Andlise de Variancia (ANOVA) de um e dois
fatores. Toda a analise estatistica aplicada nesta pesquisa foi realiazada no
nivel de 95% de confianca utilizando o software estatistico Minitab versao
16.2.2.

2.4. Resultados e Discussodes

2.4.1. Composicao Quimica das partes aéreas da Verbena minutiflora

2.4.1.1.Teores de Compostos Fendlicos, Flavonoides e Atividade
Antiradicalar em Extrato Metandlico, Fracbes e Infusdo de Verbena
minutiflora

A composi¢do quimica quantitativa do extrato metanolico preparado
utilizando as partes aéreas de Verbena minutiflora (Verbenaceae), das fracdes
dele derivadas e da infusdo das folhas foi analisada nesta pesquisa
primeiramente visando a identificacdo do melhor material a ser utilizado nos
testes in vivo para investigar a atividade diurética popularmente atribuida para
a planta.

Assim, os teores de fendlicos, flavonoides e atividade antiradicalar foram
avaliados no extrato bruto, fracdo hexano, fracdo diclorometano, fracdo acetato
de etila, fracdo hidrometandlica e na infusdo das folhas, sendo um total de seis
amostras analisadas.

Os teores de compostos fendlicos totais presentes nas amostras da V.
minutiflora foram determinados utilizando o reagente Folin-Ciocalteau. O
método para quantificagdo dos teores de fenolicos totais utilizando o reagente
de Folin-Ciocalteau é bastante conhecido. Este reagente é constituido de uma
solugdo aquosa dos &cidos fosfotunguistico e fosfomolibdico, cuja reacgéo
(figura 2.9) que acontece entre esses acidos e 0os compostos fendlicos é uma
reacdo de oxido-reducdo. O reagente de Folin-Ciocalteau apresenta uma
coloracdo amarelada em seu estado de oxidacao inicial, e conforme a reacéo

se processa este se torna de coloracao azul. Desta maneira, apresenta banda
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de absorcao na regido do visivel do espectro eletromagnético na faixa de 700 a
760 nm (Souza, 2007).

Na,CO,

_ =

2Mos+

0] OH 0] o}
OH OH
0 o 0 o
+ + 2Mos + 2H*
HO OH 0 OH
OH 0
Figura 2.9 — Reacédo entre o molibdénio presente no reagente de Folin-Ciocalteau e os
compostos fendlicos.

Para determinar o teor de fendlicos totais nas diferentes amostras da V.
minutiflora, construiu-se uma curva analitica ajustada por regressao linear
(figura 2.10) e tendo como resposta as absorbancias encontradas para
solucbes de concentracdes diferentes de acido galico. Através das
absorbancias obtidas das solucbes das diferentes concentracdes de &cido
gélico (40, 80, 120, 140, 160, 180, 200, 220 e 240 mg/L) foi possivel montar

uma curva de analitica com o coeficiente de determinacéo de 0,99.

0,80 5 Linear Regression
T Y=A+B*X
0,70 1
4 Parameter  Value Error
0,60 4
) s A -0,00341 0,00765
.g 0.50 - . B 0,00231 7,4019E-5
T 040 R sD N
S 1 ]
§ 0,30 ] P 0,99796  0,50477 6
0,20 1 o
0,10 A ) !
0100 '." T T T v T T T T T v
0,0 50,0 100,0 150,0 200,0 250,0 300,0
[Acido Galico] (mg/L)

Figura 2.10 — Curva analitica para quantificacdo de fendlicos totais em amostras da
Verbena minutiflora
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Para a quantificacdo de flavonoides utilizou-se o cloreto de aluminio
como reagente de complexacdo. O cation aluminio em contato com o0s
flavonoides gera complexos estdveis, tornando a solucdo de coloracao
amarelada cuja absorbancia pode ser analisada no comprimento de onda de
425 nm (Marcucci, et al., 2005) (figura 2.11).

Figura 2.11 — Reagdo de complexagao entre o cloreto de aluminio e os flavonoides

Para determinar o teor de flavonoides nas diferentes amostras da V.
minutiflora, construiu-se uma curva analitica ajustada por regressao linear
(figura 2.12) e tendo como resposta as absorbéncias encontradas para
solugcdes de concentracOes diferentes das solucdes do padréo de quercetina.
Através das absorbancias obtidas das solu¢Bes das diferentes concentracdes
de quercetina (1, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 mg/L) foi possivel montar uma curva de

analitica com o coeficiente de 0,99.
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Figura 2.12 — Curva analitica para quantificacdo de flavonoides nas amostras da Verbena
minutiflora

Na determinacdo da atividade antirradicalar foi construida uma curva
analitica para cada amostra avaliada (figura 2.15). Para tal, a variavel
dependente RS % representa a extenséo da inibicdo do radical estavel DPPH-
provocada por solugdes da amostra em diferentes concentragdes. A inibicdo do
DPPH- ocorre quando os compostos presentes na amostra cedem um atomo
de hidrogénio (figura 2.13), formando uma espécie contendo todos os elétrons
estdo emparelhados. Esta espécie ndo absorve radiacdo no comprimento de
onda de estudo. Portanto, quando o radical DPPH estd em excesso em relacéo
as substancias antirradicalares da amostra, a leitura da absorbancia em 515
nm é proporcional a concentracdo do DPPH livre, ou seja, o radical que nao

reagiu.

Swe L, L

3 NH
1 + XA O.N no, T X
ON.__h __NO, N X
o | s |
NO, NO,
DPPH DPPH-H

Figura 2.13 — Reagao de transferéncia de um atomo de hidrogénio ao radical DPPHe
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O radical DPPHe+ possui coloragéo purpura e quando em contato com
substancias doadoras de hidrogénio este se torna incolor, modificando
gradualmente a coloracdo da solucdo. Na figura 2.14 é mostrada a mudanca de
cor que ocorre quando extratos da V. minutiflora, em concentragdes que

variaram desde 10 até 90 mg/L, foram adicionados a solu¢bes contendo
quantidades fixas de DPPHe.

Figura 2.14 — Descoloragao da solugao durante a reagao entre o DPPHe* e as espécies
ativas presente na amostra em diferentes concentragdes

Desta forma, quanto maior a concentracdo de espécies ativas presentes
na amostra, maior sera a inibicado do radical DPPHe.. Sendo assim, por
regressdo linear dos dados experimentais obtidos, se obtem uma curva
analitica que permite a determinagéo do ICsp que representa a concentragéo de
amostra necessaria para inibir 50% da concentracao inicial do radical.
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Figura 2.15 — Curva analitica para a determinacéo da atividade antirradicalar

Os teores de compostos fendlicos, flavonoides e atividade antioxidante
no extrato, fracbes e infusdo estdo representados na Tabela 2.1 e foram
expressos como um valor médio mais o desvio padrdo em mg de compostos
organicos por g de material seco (extrato, fracdo). A amostra da infuséo
analisada foi liofilizada e realizado o mesmo procedimento para a determinacao
dos teores de compostos fendlicos, flavonoides e atividade antioxidante que os
extratos e fracdes, o valor reportado representa o valor médio mais o desvio
padrdo em mg de compostos organicos por g de material seco (amostra
liofilizada). Para a capacidade antirradicalar foi relatado como um valor de ICsy,
0 que significa a concentracao de infusdo (miligramas de material vegetal por
volume de solucdo) requerida para reduzir de 50% da absorbancia inicial de
solucéo de DPPH?- de trabalho.

A todos os resultados foi aplicada uma Andlise de Variancia ANOVA de
um fator para o nivel de significancia estatistica de 95% (P < 0,05) seguida do

teste de probabilidade de Fisher.
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Tabela 2.1 - Teor de Fendlicos Totais, Flavonoides e capacidade
antirradicalar do extrato metandlico, fragdes e infusao das partes aéreas de
Verbena minutiflora

Amostras Teor de Teor de ICs0 (Mg/L)
fendlicos flavonoides
\(erb_ena Totais (mg/g) (mg/g)
minutiflora
Extrato Bruto 116,58 + 4,07 50,42 + 0,50° 22,76 + 0,40°
Fracdo Hexano 33,08+9,76"° 38,04+2,59° Na&o apresentou
Fracao 167,44 +533° 3528 +0,97° 42,69 + 0,03°

Diclorometano

Fracdo Acetato de 393,04 +1,87° 13,79 +0,87° 3,53 +0,37°
Etila

Fracao 66,22 +2,22° 7,79 + 0,44¢ 32,26 + 0,58
Hidrometandlica

Infusé@o 28,76 + 2,20 2,95 + 0,04° 321,50 + 0,69°

Valores médios + desvio padrdo relativo. Letras sobrescritas diferentes na mesma coluna

indicam diferencas significativas P < 0,05.

Recentemente tem aumentado o interesse em investigar a propriedade
antioxidante de plantas e suas infusdes, pois sao utilizadas tradicionalmente na
medicina popular. Sabe-se que a utilizacdo de nutrientes antioxidantes pode
diminuir ou prevenir o risco de muitas doencas causadas por estresse
oxidativo, como a inflamacdo crbnica e doencas cardiovasculares. A sua
utilizacdo também tem sido associada com uma reducdo do risco de cancer,
porque eles podem evitar danos ao DNA causados pelos radicais livres (Bilia et
al., 2008).

Os resultados demonstram que todas as fracdes apresentaram teores de
fendlicos com diferencas estatisticas significativas no nivel de confianca de
95%. A fragao acetato de etila da V. minutiflora possui a maior concentracdo de
fendlicos totais, seguido das amostras da fracdo diclorometano e do extrato

bruto. Em relagcdo ao teor de flavonoides todos os extratos apresentaram
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diferencas significativas, com excecao, das fracdes menos polares hexanica e
diclorometanica.

Para cada amostra, com excecdo da fracdo hexanica, foi possivel
calcular a concentracdo necessaria para inibir 50% do radical livre. Estes
resultados demonstram que a fracdo acetato de etila também possui uma
atividade antioxidante significativamente mais potente.

Ainda, destaca-se que a infusdo apresentou capacidade antirradicalar
estatisticamente similar ao extrato bruto da V. minituflora e, portanto, a ingestéo
popular de V. minituflora na forma de chés é justificada e se apresenta como
boa fonte de substancias antioxidantes. De maneira similar a outras plantas
medicinais do género Verbena, a V. minituflora possui uma boa capacidade
antioxidante. Isso pode ser observado ao comparar os resultados obtidos neste
trabalho, onde o extrato metandlico apresentou ICso = 22,76 + 0,40 mg/mL e a
infusdo ICsp = 21,50 = 0, 69 mg/mL, com os resultados para 0s extratos
etandlicos (ICsp = 21.04 + 1.61 mg/mL) e aquosos (ICsp = 33.8 £ 0.43 mg/mL)
da V. officinalis testados por Rehecho e colaboradores (2011).

Através dessa analise quantitativa do extrato e fragcbes da Verbena
minutiflora verificou-se que a fracdo acetato de etila possui um maior teor de
fendlicos e melhor atividade antioxidante. Por esse motivo essa fracao foi
escolhida, juntamente com o extrato metandlico e a infusdo das partes aéreas
de V. minutiflora, para investigar a atividade diurética da planta em testes in

vivo (capitulo 5).
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2.4.2. Variabilidade do Perfil Quimico das partes aéreas da Verbena
minutiflora

2.4.2.1.Teores de Compostos Fendlicos, Flavonoides e Atividade
Antiradicalar em Extratos Etanodlicos e Infusdes de Verbena minutiflora
coletada em quatro anos consecutivos

As determinacbes de compostos fendlicos totais, flavonoides e
capacidade antirradical foram realizadas em extratos de folhas, flores e caules,
separadamente das infusbes de folhas de V. minutiflora, coletadas na
primavera dos anos de 2009, 2010, 2011 e 2012. Foram preparados 0s
extratos etandlicos e infusdes resultando num total de 16 amostras analisadas.

Os teores de compostos fendlicos, flavonoides e atividade antioxidante
nos extratos e infusdes estao representados na Tabela 2.2. Para os extratos os
teores de compostos fendlicos e flavonoides foram expressos como valor
meédio e desvio padrdo em mg de compostos organicos por g de extrato seco.
Para as infusdes foi relatada a quantidade total de compostos fendlicos e
flavonoides extraidos de 10 g de folhas em 200 mL de agua quente. Os teores
de fendlicos totais nos extratos de caules variaram de 49,46 a 104, 41 mg/q,
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 quimicos e
capacidade antirradical, a Andlise de Variancia ANOVA de um fator foi
realizada e os resultados foram resumidos na Tabela 2.2.
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Tabela 2.2- Teor

de Fendlicos Totais,

Flavonoides e capacidade
antirradicalar 1Csp encontrados anualmente nas partes aéreas de Verbena

minutiflora
Amostras Ano de Teor de Fendlicos Teor de ICs0 (DPPH)
V. minutiflora Coleta Totais (mg/qg) Flavonoides (mg/L)*
(mg/g)
Flores 2009 176.25 + 2.27" 23.33 +0.472 11.21 + 0.01%¢"
Folhas 2009 192.39 + 2.18¢ 34.47 + 2.02¢ 10.31 + 0.43¢
Caules 2009 104.41 + 1.43? 23.10 + 0.282 28.69 + 1.122
Flores 2010 202.55 + 0.87¢ 17.18 + 1.59° 18.75 + 0.67¢
Folhas 2010 217.99 + 3.58° 20.61 + 0.59?" 12.23 + 0.65'
Caules 2010 79.11 + 0.95° 19.68 + 1.64° 26.43 +0.33"
Flores 2011 195.72 + 18.82¢ 22.18 +1.142 16.69 + 0.21'
Folhas 2011 207.12 + 3.30%° 61.04 + 2.40° 19.75 + 0.43%"
Caules 2011 74.50 + 3.01° 23.39 + 2.372 27.60 + 0.06*"
Flores 2012 73.50 +9.24° 11.89 + 0.049 20.49 + 0.62"
Folhas 2012 118.81 + 9.59? 47.69 + 2.83 19.23 + 0.549
Caules 2012 49.46 + 1.39° 28.94 + 2.87° 45.68 + 0.24°
Amotras Ano de Teor de Fendlicos Teor de ICso (DPPH)
V. minutiflora  Coleta Totais (mg/200mL) Flavonoides (mg/L)*
(mg/200mL)
Infuséo 2009 24.87 + 0.952 1.58 + 0.08% 391.77 + 27.33%
Infuséo 2010 28.08 + 2.112 2.96 + 0.02° 358.45 + 11.61°
Infuséo 2011 25.68 + 1.452 2.64 + 0.00° 415.93 + 16.792
Infuséo 2012 28.62 + 0.09? 2.88 + 0.08" 330.59 + 13.06°

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

testes de Fisher e Tukey.

T Para os extratos o ICsy é expresso em miligramas de extratos por volume de solucdo. Para as

infusBes o ICxy é expresso em miligramas de materiais vegetais por volume de solugéo.
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Os compostos fendlicos tém sido extensivamente estudados devido aos
seus diversos beneficios para a saude como antioxidantes e para a prevencao
de doencas inflamatérias cronicas, doencas cardiovasculares, cancer 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 influéncia dos fatores ano de coleta e partes da planta sob o
teor de fendlicos, de flavonoides e capacidade antirradicalar. A ANOVA
demonstrou que todos os fatores, partes da planta, ano de coleta, bem como a
interacao entre esses fatores, tiveram efeitos altamente significativos (P<0.001)
e influenciaram os teores médios de fendlicos e de flavonoides nos extratos e
infusdo da V. minutiflora. A parte da planta extraida foi o fator mais importante
para influenciar os teores médios de compostos fendlicos, flavonoides e
capacidade antirradical dos extratos. Os extratos etandlicos das folhas e flores
apresentaram em media teores de fenolicos e de flavonoides significativamente
maiores que o extrato etandlico do caule e a infusdo das partes aéreas de V.

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

as folhas e flores apresentaram a melhor
capacidade antirradicalar. O fator mais importante na definicdo do teor de
fendlicos e de flavonoides no extrato foi a parte da planta extraida junto com a
forma de extracao, etandlica ou aquosa.

Em relacdo as infusbes da V. minutiflora, observou uma elevada e
constante concentracdo de componentes fendlicos durante todo o periodo de

estudo que resultou em excelente capacidade antirradicalar.
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A analise quimica das infusdes da V. minutiflora, mostrou uma
concentracdo de componentes bioativos similares independentemente do ano
de coleta e sempre menores que 0s obtidos nos extratos etanolicos. As
infusdes apresentaram capacidade antirradicalar e portanto possuem potencial
antioxidante in vivo. Portanto, a ingestdo popular de V. minituflora na forma de
chas é justificada e apresenta como boa fonte de substancias antioxidantes.

O ch& é a bebida mais consumida depois da agua, devido aos seus
efeitos refrescantes e levemente estimulantes e também desempenha um
papel importante na entrada de um numero de elementos nutricionais nos
seres humanos. Beber chi estd associado com a reducdo do colesterol, a
prevencao da oxidacao de lipoproteinas de baixa densidade e a diminui¢éo do
risco de doenca cardiovascular, o seu consumo regular pode contribuir para as
necessidades nutricionais diarias 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 género Verbena tem demonstrado elevada
capacidade antiradicalar como, por exemplo, a V. officinalis com 1C5,=21.04 +
1.61 mg/mL para o extrato etandlico e ICsp = 33.8+0.43 mg/mL para a infuséo
(Rehecho et al., 2011).

Para investigar a possivel influéncia de parametros meteorolégicos nos
teores de fendlicos e flavondides, bem como na atividade antirradicalar da V.
minutiflora coletada nos anos de 2009 a 2012, dados meteorolégicos foram
reunidos com o auxilio do Instituto Agrondmico do Parand (tabela 2.3). No
estudo foram consideradas as temperaturas minimas e maximas, indice
pluviométrico e radiacdo incidida. Os valores reportados na tabela
correspondem aos parametros considerados para o més de novembro, quando

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

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

Ano de Temperatura Temperatura indice Radiacéo
Coleta Min. (°C) Max. (°C) Pluviométrico (Cal/cm2/d)
(mm)
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 fendlicos, flavonoides e

atividade antirradicalar determinados para cada amostra de Verbena minutiflora

verificou-se a possivel correlacdo a partir dos coeficientes de correlacdo de

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

nao ha correlacdo simples entre os fatores meteorolégicos considerados e 0s

teores de fendlicos, flavondides e atividade antirradicalar da V. minutiflora

coletada nos anos de 2009 a 2012.

Tabela 2.4- Coeficientes de correlacdo de Pearson entre os dados

meteorolégicos e 0s compostos presentes na Verbena minutiflora

Metabolitos e Temperatura Temperatura indice Radiacéo
Atividade Min. Max. Pluviométrico
Antirradicalar
Fendlicos Totais -0,237 0,062 -0,144 0,366
P =0,763 P =0,938 P =0,856 P =0,634
Flavondides 0,079 -0,376 0,666 0,562
P =0,921 P =0,624 P =0,334 P =0,438
ICso -0,169 -0,481 -0,071 0,029
P =0,831 P =0,519 P =0,929 P=0,971
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2.4.3. Composicao Quimica e Analise da Variabilidade Anual das Partes

Aéreas da Verbena minutiflora

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

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

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

ano de 2010. Os demais fingerprints estéo disponiveis no anexo 1.
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Figura 2.17 — ESI(-)-MS do extrato etandlico das flores da Verbena minutiflora coletadas

de 2009 a 2012.
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Os fingerprints (Figura 2.18) mostram que existe uma diferenca
qualitativa entre as partes da planta. A composi¢do quimica das folhas e flores
€ semelhante, porém apresenta diferencas qualitativas se comparadas aos
extratos do caule. Apenas o extrato da folha do ano de 2009 demonstrou uma
diferenca no fingerprints em relacdo aos outros anos de coleta (2010 a 2012).
Porém, de maneira geral os fingerprints demonstram que ndo houve variagédo
entre a composicado qualitativa dos extratos no decorrer dos quatro anos de
estudo (Figura 2.17).
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Figura 2.18 — ESI(-)-MS do extrato etandlico das folhas, flores e caule da Verbena
minutiflora coletada no ano de 2010.
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As impressdes digitais ESI(-)-MS dos extratos de V. minutiflora mostram
que esta espécie tem uma composi¢do quimica semelhante a outros espécies
do mesmo género (Deepak & Handa, 2000; Castro-Castro & Gamboa, 2004;
Bilia, et al., 2008; Funes, et al, 2009; Rehecho et al, 2011; Schénbichler, et al,
2013). Os ions [M-H] m/z 403 e 623 foram atribuidos ao iridoide hastatosideo e
os fenilpropanoides verbascosideo e/ou isoverbascosideo, respectivamente,
baseado na interpretacdo do padrédo de fragmentacdo por ESI(-)-MS/MS e
comparacao com os dados da literatura (Funes, et al, 2009; Rehecho et al,
2011). Estes compostos foram principalmente identificados nos extratos de
folnas e flores, independentemente do ano de coleta e sdo 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; Schonbichler, et al, 2013).

A andlise da variabilidade anual da V. minutiflora mostra que néo houve
uma alteracdo significativa na producdo dos metabdlitos especializados, uma
vez que, os fingerprints no modo negativo demonstram a presenca dos ions [M-
H]' 403 e 623 atribuidos ao iridoide hastatosideo e os fenilpropanoides
verbascosideo e/ou isoverbascosideo, 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 variacdes
climaticas ou ambientais ocorridas ano a ano nao afetaram significativamente o
metabolismo especializado de V. minutiflora.

No entanto, é importante notar que a capacidade de antirradicalar
manteve a mesma tendéncia 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 quimicos dos extratos de folhas e flores foram semelhantes,
mas apresentaram diferencas qualitativas quando comparados com extratos do
caule. Em geral, as impressoes digitais ESI(-)-MS mostraram que nao houve
nenhuma alteragao substancial qualitativa na composicao dos extratos durante
0s quatro anos de estudo, 0 que indica que o metabolismo da planta nao

estava significativamente alterado pela variacdo ambiental.
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Os metabdlitos especializados em uma planta ocorrem em diferentes
concentracbes, onde varios fatores influenciam a presenca destes, a sua
formacdo pode ser afetada principalmente por alteracdes das condi¢cdes
ambientais, como ja citado anteriormente, como por exemplo, sazonalidade,
indice pluviométrico, temperatura, altitude, disponibilidade de nutrientes e
poluicdo atmosférica. A época de coleta da planta é um fator importante, pois
sdo relatadas variacdes sazonais do conteldo para praticamente todas as
classes de metabdlitos especializados, como os acidos fendlicos, flavonoides,
iridoides, entre outros. As plantas geralmente apresentam maiores teores de
seus metabdlitos 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
decidua, uma planta que, numa certa estacdo do ano, perde suas folhas,
geralmente nos meses mais frios e sem chuva (outono e inverno). Por esse
motivo, neste estudo néo foi realizada a avaliacdo de variabilidade sazonal dos
metabolitos especializados da V. minutiflora, uma vez que, sdo as folhas e
flores de V. minutiflora as partes mais ricas nos metabolitos com capacidade
antirradicalar e essas partes estdo ausentes no outono e inverno, restando
apenas as partes aéreas galhos e o caule (Gobbo-neto & Lopes, 2007).

As condicbes de coleta, estabilizacdo, estocagem, podem ter grande
influencia na qualidade e consequentemente no valor terapéutico das plantas
medicinais, onde o controle de qualidade e a padronizacdo de fitoterapicos,
envolvem vdrias etapas, entretanto, a fonte e a qualidade da matéria —prima
tem um papel central na obtencéo de produtos com constancia de composi¢ao

e propriedades terapéuticas reprodutiveis (Gobbo-neto & Lopes, 2007).
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2.4.4. ldentificacdo dos Principais Constituintes presentes nas Partes
Aéreas da Verbena minutiflora

A identificacdo dos constituintes presentes na V. minutiflora foi realizada
por HPLC-DAD e LC-MS/MS através da comparacdo dos espectros de UV
(HPLC-DAD, figura 2.19) e de MS (ESI-MS/MS, figura 2.20) dos picos
cromatograficos 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
presenca 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 etandlico das folhas da Verbena minutiflora
coletada no ano de 2010 nos comprimentos de onda 240 e 330 nm e espectro UV dos
picos cromatograficos destacados
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A figura 2.19 mostra os cromatogramas obtidos por HPLC/DAD para o
extrato etanolico das folhas 2010 da V. minutiflora no comprimento de onda de
240 e 330 nm. Os cromatogramas para as infusdes sdo mostrados no anexo 2.
O pico com tempo de retencdo de 10 minutos no cromatograma detectado a
240 nm foi atribuido ao iridoide hastatosideo. Da mesma maneira, 0S
cromatogramas em 330 nm, possuem o0 pico no tempo de retengdo em 21
minutos, sugerido como sendo o Vverbascosideo ou seu isémero
isoverbascosideo, esses compostos foram anteriormente relatados para o
género Verbena (Bilia et al., 2008).

Para confirmar a identidade dos componentes quimicos majoritarios de
V. minutiflora foi realizada a analise por LC-MS e LC-MS/MS com ioniza¢ao por
eletrospray no modo negativo. A partir das perdas de massas observadas, por
inspecdo do padrdo de fragmentacdo e pela comparacdo com dados da
literatura (Bilia et al., 2008) foi possivel sugerir a presenca do iridoide
hastatosideo com ion [M — H] de m/z 403 (figura 2.20 A).

A presenca de varios fenilpropanoides derivados do verbascosideo foi
deduzida pela ocorréncia de varios ions [M — H] de m/z 623, porém com
tempos de retencdo diferentes e que apresentam padrdo de fragmentacéo
idéntico por ESI(-)-MS/MS (anexo 3). O verbascosideo por ser ligeiramente
mais polar do que o isoverbascosideo, possui tempo de retencdo menor que

seu isdmero em cromatografia de fase reversa (Bilia et al., 2008).
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Figura 2.20 — Espectro ESI(-)-MS/MS e possiveis Fragmentacdes para (A) iridoide
hastatosideo e (B) fenilpropanoide verbascosideo

As possiveis fragmentacées que ambos os ions [M-H] de m/z 403 e [M-
H] de m/z 623 sofrem estéo representadas na figura 2.20, juntamente com as
estruturas do iridoide hastatosideo e do fenilpropanoide verbascosideo.

Para o iridoide hastatosideo, o pico base do espectro encontra-se em
m/z 195, originado pela perda de 208 Da, compativel com a perda da unidade
glicosidica (179 Da) e mais 28 Da pela perda de uma molécula neutra de CO
[M-2H-179-COJ]. Outros ions fragmentos sdo observados em m/z 358
correspondente a perda de 46 Da, que pode ser explicada como [M- H-OCHgs-
CHg3]', em m/z 237 [M-H-163-3H].

O espectro ESI-MS/MS do verbascosideo (figura 2.20 B) mostrou seu
ion desprotonado em m/z 623. O ion fragmento com m/z 461 é formado pela

perda de 162 Da a partir do ion molecular desprotonado [MH-162] ou pela
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perda de 163 Da diretamente a partir do ion molecular. Essa fragmentacao
pode envolver a perda da unidade cafeoil ou a unidade de ramnose. Uma via
de fragmentacdo semelhante pode produzir o ion m/z 161 pela perda de 462
Da a partir do ion molecular desprotonado [M-H-462] ".

Sendo assim, com os dados da literatura, o espectro de massa do ion
[M-H] de m/z 623, juntamente com as possiveis fragmentacdes que o0s
isdmeros sofrem se consegue confirmar a presenca destes compostos na V.
minutiflora. Estes compostos ja foram isolados e identificados por alguns
autores para diferentes espécies do género Verbena (Bilia et al., 2008),
(Deepak & Handa, 2000), (Schonbichler, 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 verbascosideo presente nos
extratos de V. minutiflora possui varias atividades biolégicas relatadas como
atividade antiinflamatdria, gastro-protetora, antimicrobiana, antitumoral e
antioxidante, podendo ser o composto quimico responsavel pela potente
atividade antioxidante dos extratos da planta (Funes et al., 2010; Singh et al.,
2010).

Funes e colaboradores (2009) realizaram a avaliagdo de toxicidade oral
aguda em ratos, para avaliar o efeito da ingestdo oral de erva-cidreira (Lippia
citriodora), uma planta pertencente a familia Verbenaceae, que contém 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 concentracdo tdo elevada quanto 2000 mg/kg foi
observado.

Parte destes resultados apresentados foi escrito um artigo cientifico
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. Conclusdes

Pela primeira vez € reportada a andlise quimica da planta Verbena
minutiflora. O estudo fitoquimico demonstrou que a maior concentracdo de
compostos fendlicos e flavonoides esta nas fracbes acetato de etila e extrato
bruto. Por esse motivo esses extratos foram escolhidos para testes de
atividade in vivo, juntamente com a infusédo das folhas.

O estudo identificou a presenca de hastatosideo, verbascosideo e
isoverbascosideo, metabolitos ja identificados para outras plantas do género
Verbena. A analise da variabilidade anual mostra que ndo houve uma alteracéo
significativa na producdo dos metabdlitos especializados e que 0s extratos
etandlicos da folha e flor apresentaram em média teores de fendlicos e
flavonoides significativamente maiores que o extrato etandlico do caule e da
infusdo independentemente do ano de coleta. Os resultados validam o uso
popular da infusdo ou de preparado fitoterapico de V. minutiflora uma vez que
todos os extratos apresentaram alto teor de compostos fendlicos e, portanto,
potencial antioxidante principalmente para as partes aéreas folhas e flor.

Também se verifica que a infusdo de V. minutiflora, apesar de conter
teores mais baixos de fendlicos e flavonoides, apresenta capacidade

antiradicalar o que justifica seu consumo na forma de cha.
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CAPITULO 3. DETERMINACAO DE IRIDOIDES E
FENILPROPANOIDES EM EXTRATOS E INFUSOES DE Verbena
minutiflora POR HPLC-UV: VALIDACAO INTRALABORATORIAL
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3.1. Validacdo de Métodos Analiticos

De acordo com a Anvisa (2003) a eficicia e a seguranca das plantas
medicinais sao validadas através de levantamentos etnofarmacolégicos,
documentacdes tecnocientificas em publicacdes ou estudos farmacoldgicos e
toxicoldgicos pré-clinicos e clinicos. Desta forma os estudos devem conter,
nome botanico com referéncia aos autores, detalhes da fonte da planta,
descricdo do material vegetal, testes de identificacdo dos principios ativos ou
marcadores, ensaios dos constituintes de atividade terapéutica, métodos para
determinacdo de possiveis contaminacdes por pesticidas, testes para metais
pesados e contaminantes semelhantes, materiais estranhos e adulterantes e
teste para radiacdo e contaminacdo microbiana. A validacado de equipamentos
e processos é outra etapa para a garantia de qualidade, na qual esta tras
evidencias documentadas de que tanto 0s equipamentos quanto o processo
cumprem satisfatoriamente sua finalidade quando utilizados corretamente.

Atualmente uma preocupacdo com a utilizacdo segura das plantas
medicinais e dos fitoterdpicos, levando ao desenvolvimento de métodos
analiticos para determinacdo e quantificacdo de substancias e/ou compostos
guimicos que possam estar presentes em diferentes matrizes, como uma forma
de controle de qualidade e para garantir a seguranca, as técnicas de
separacdo, como HPLC e CG ganham destaque, devido a capacidade de
realizar andlises quantitativas e qualitativas em diferentes amostras, como por
exemplo, amostras ambientais, biologicas, farmacéuticas e em alimentos
(Ribani et al., 2004).

Os métodos analiticos desenvolvidos devem originar resultados que
sejam confidveis. Para isso, é necessario avaliar o método proposto, sua
eficiéncia, bem como sua precisdo e exatiddo, para que este possa ser
aplicado como método de andlise de rotina em um laboratorio (Ribeiro et
al.,2008). Para que isso ocorra, um estudo de validacdo de método €& de
extrema importancia e deve ser realizado, o qual é um processo que define as
exigéncias analiticas, para confirmar se 0 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 validagao pode ser realizado de forma intralaboratorial (in
house validation), em que as etapas de validacao sdo realizadas em um unico
laboratorio, ou de forma completa (full validation) em que se realiza um estudo
interlaboratorial para avaliar o comportamento da metodologia com uma matriz
especifica em laboratérios diferentes (Ribani et a., 2004).

A validagcdo de métodos é realizada por meio de parametros de
validag&o, que séo os indicadores do bom desenvolvimento e confiabilidade da
metodologia, para um estudo de validacdo sdo determinados normalmente os
parametros: seletividade, linearidade, limite de deteccdo (LD) e de
quantificacdo (LQ), precisdo (repetitividade, precisdo intermediaria e
reprodutibilidade), exatidao e robustez (Ribeiro et al., 2008; Araujo, 2009).

A seletividade permite verificar se 0 método € seletivo para quantificar o
analito de interesse na presenca de outras substancias que podem interferir na
analise em uma amostra complexa (Araujo, 2009; Ribani et al.,, 2004). Este
parametro é o primeiro passo a ser avaliado na validacdo de um método que
esta sendo desenvolvido (Ribani et al., 2004). A seletividade pode ser avaliada
pela comparacdo da matriz sem a substancia de interesse e a matriz contendo
esta substancia (adicdo de uma quantidade de padrdo). Assim nenhum
interferente deve eluir no tempo de retencdo da substancia que esta sendo
analisada. Esta avaliacdo pode ocorrer ainda, pela utilizacdo de detectores
modernos, como arranjo de diodos e espectrdbmetro de massas, em que ha a
comparacao do pico obtido na separacdo dos componentes de uma amostra
com o do padréo, indicando assim, a presenca do composto puro (Ribani et al.,
2004).

A linearidade permite determinar a faixa na qual o sinal analitico é
linearmente proporcional & concentracdo do analito de interesse, sendo esta
andlise realizada por meio de curva de calibragdo ou curva analitica, as curvas
de calibracdo podem ser construidas pelo método de padronizacdo externa,
adicdo de padrao e padronizagédo interna. Para analisar a linearidade do
método, realiza-se uma regressao linear (Ribani et al., 2004; Ribeiro et al.,
2008). Na literatura, muitos pesquisadores consideram ainda o coeficiente de
correlacdo 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
deteccdo e de quantificacdo. O limite de deteccao (LD) é a menor concentracdo
de analito que pode ser detectada pela técnica instrumental e o limite de
quantificacdo (LQ) € a menor concentracdo do analito que pode ser
quantificada com preciséo e exatiddo do método (Ribeiro et al.,2008).

A precisdo fornece a dispersao dos valores medidos em torno de um
valor médio, é determinada através do desvio padrdo relativo, sigla em inglés
relative standard deviation (RSD) ou coeficiente de variacdo (CV) e pode ser
avaliada em trés niveis: repetitividade, precisdo intermediaria e
reprodutibilidade (Ribeiro et al., 2008; Araujo, 2009).

A repetitividade permite verificar se os resultados obtidos para as
analises de uma amostra sdo concordantes, utilizando as mesmas condi¢cées
de analise, mesmo analista, instrumento e laboratério e no mesmo dia (Ribani
et al., 2004). A precisao intermediaria é uma estimativa da precisdao do método
dentro de um mesmo laboratério (intralaboratorial), utilizando as mesmas
condicbes, mas com analistas, equipamentos e/ou dias diferentes, ou
combinacdo dos trés fatores (Ribeiro et al., 2008; Ribani et al.,, 2004). A
reprodutibilidade é a precisdo realizada para uma mesma amostra, em
laboratorios diferentes, com as mesmas condi¢cdes de analise (Ribeiro et al.,
2008; Ribani et al., 2004).

A exatiddo de um método permite verificar se os resultados individuais
obtidos para uma amostra apresentam concordancia com um valor de
referéncia considerado como verdadeiro (Ribeiro et al., 2008). A exatiddo de
um método pode ser avaliada pelo uso de materiais de referéncia, comparacao
de métodos, ensaios de recuperacdo e adicdo de padrao (Ribani et al., 2004).

Os parametros utilizados para a validacdo de um método diferem
dependendo da finalidade do mesmo, bem como a técnica analitica empregada
ou protocolo de validagdo a ser seguido (Ribani et al., 2004; Ribeiro et al.,
2008).

Os fenilpropanoides e iridoides tém sido apontados como o0s
responsaveis pelas atividades do género Verbena e sugeridos como seus
marcadores quimicos. Assim, e de extrema importancia conhecer os teores

dessas classes de compostos bioativos presentes na V. minutiflora. Uma vez
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gue nao existem estudos prévios sobre a concentracdo desses compostos em
V. minutiflora e para ter garantia da confiabilidade dos resultados gerados,
neste estudo foi realizada primeiramente a validagdo de método HPLC-DAD
para determinar os teores de verbascosideo, fenilproandides e iridoides na V.

minutiflora.

3.2. Objetivos

3.2.1. Objetivo Geral

Determinar o teor de fenilpropanoides e iridoides em extratos e infusées

das partes aéreas da Verbena minutiflora.

3.2.2. Objetivos Especificos

v Otimizar e validar um método analitico HPLC-DAD para a determinacao do
fenilpropanoide verbascosideo e seus derivados e para a classe de iridoides,

compostos reconhecidos como marcadores quimicos do género Verbena,

v Aplicar diferentes testes estatisticos (ANOVA e regressao linear) para

analise dos resultados dos ensaios de validacdo do método analitico;

v 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 Infusdes
Para realizar o estudo da validacdo do método de HPLC-DAD para a

determinacdo de fenilpropanoides e iridoides em partes aéreas da Verbena
minutiflora foi utilizado os extratos e infusdes de diferentes partes da planta,
gue foram coletados 4 anos consecutivos, sempre no més de novembro.

A preparacdo dos extratos das folhas, flores e caules e infusbes das
folhas da Verbena minutiflora foi realizada como descrito no item 2.3.3 e 2.3.4.

3.3.2. Anédlises por HPLC-DAD
A andlise por HPLC-DAD dos extratos das folhas, flores e caules e

infusdes das folhas da Verbena minutiflora foi realizada como descrito no item
2.3.6.

3.3.3.Validacéao Intralaboratorial do Método HPLC-DAD para Determinacao
de Fenilpropanoides e Iridoides nas amostras da Verbena minutiflora

3.3.3.1. Amostras
Para realizar a validacdo do método para quantificacdo dos

fenilpropanoides verbascosideo e seus derivados e para a classe de iridoides
nas diferentes amostras coletadas da Verbena minutiflora, foram selecionadas

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

3.3.3.2. Padrdes Analiticos
Nos estudos de validacédo e aplicacdo da metodologia analitica foram

utilizados os padrdes Verbascosideo 86,87% HWI Analytik GMBH Pharma
Solutions (Alemanha) e o Geniposideo 98% (Sigma-Aldrich).

3.3.3.3. Preparo das Solu¢cdes das Amostras
As amostras analisadas apresentaram concentracdes de fenilpropanoide

verbascosideo e iridoides diferentes. Em vista disso, a concentracdo das

solucbes das amostras foi ajustada para assegurar que a area do pico do

verbascosideo e iridoides nos cromatogramas estivesse dentro da faixa de
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areas dos padrbes usados para a construcdo da curva de calibracdo. As
solugbes das amostras selecionadas e os padrdes foram preparados em
metanol. Preparou-se uma solugdo estoque de ambos os padrées de 500
mg/mL. Para os estudos de validacdo e aplicacdo da metodologia
cromatografica para a determinacdo de fenilpropanoides, a concentracdo das
solugdes das amostras da folha 2010, flor 2011 e caule 2012 foi igual a 2,3; 2,2
e 6,2 pg/mL, respectivamente. Da mesma forma, para a determinacdo dos
iridoides, a concentracdo das solucdes das amostras da folha 2010, flor 2011 e

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

3.3.3.4. Validacdo do Meétodo de Determinacdo do Verbascosideo e
derivados fenilpropanoides e de Iridoides em Verbena minutiflora
Para realizar a validacdo do método para quantificacdo do

fenilpropanoide verbascosideo e seus derivados, bem como para a classe de
iridoides nas diferentes amostras coletadas da Verbena minutiflora, foram
selecionadas trés amostras aleatoriamente, que foram folhas 2010, flores 2011
e caule 2012. A validacdo do método foi feita por HPLC-UV e realizada pela
avaliacdo de diferentes parametros.

3.3.3.5. Seletividade
A seletividade do método foi avaliada pela comparacdo dos espectros

UV-PDA do padrdo de verbascosideo e do geniposideo com o0s picos
cromatograficos atribuidos ao verbascosideo e a iridoides nas amostras.
Adicionalmente foram comparados os tempos de retencdo nos cromatogramas
de padrbes 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 construida uma curva analitica

com solucdes padrao de verbascosideo na faixa de 40 a 200 pg/mL e da
mesma forma para o geniposideo na faixa de 50 a 500 pug/mL.
Aos dados do experimento de calibracdo (area do pico e concentracao)
foi ajustado um modelo linear pela aplicacdo da técnica de regresséo linear no
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nivel de 95% de confianca. Para avaliar a linearidade do modelo gerado foi
realizada uma andlise de variancia caracteristica da regressao linear a 95% de
confianga e foi aplicado um teste de falta de ajuste (Fr,;) para verificar se o
modelo gerado é apropriado. Os valores de linearidade foram comparados de

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

3.3.3.7. Limite de Deteccéao (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ)
Para avaliar se o método proposto possibilitaria a determinacdo de

verbascosideo e iridoides presente nas amostras em baixas concentracdes
foram calculados os limites de deteccdo e de quantificagdo. Os limites de
deteccao (LD) e limite de quantificagéo (LQ) foram calculados com base em 3 x
s/b e 10 x s/b, respectivamente, em que s € 0 desvio padrdo do intercepto da
curva de calibracdo e b é o coeficiente angular da equacao da curva analitica

(Araujo, 2009) obtidas por regresséo linear.

3.3.3.8. Precisao
O estudo de precisdo foi realizado avaliando-se a repetitividade, no

mesmo dia em periodos diferentes (manha e tarde) e a preciséo intermediaria,
realizada em 05 dias diferentes nas mesmas condicdes do estudo de
repetitividade. Este parametro foi analisado pelo desvio padrao relativo DPR
(%) da repetitividade e da preciséo intermediaria, calculado pela equacdo DPR
(%) = (S/x) x100, em que S é o desvio padrdo das amostras e X € a
concentracdo média determinada. Os valores de desvio padrdo relativos foram
analisados de acordo com as recomendacdes da Anvisa.

3.3.3.9. Exatidao
A exatiddao do método foi avaliada por testes de recuperacéo por adicédo

de padrao de verbascosideo e geniposideo em trés niveis de concentracéo (50,
120 e 180 pg/mL) e (80, 200 e 400 pg/mL), respectivamente, para as trés
amostras investigadas de folha, flor e caule. As taxas de recuperacao foram
calculadas pela equacdo Recuperacédo(%) = [(C1-C)/C3] x100. Em que C1 =
concentragédo do analito na amostra fortificada; C2 = concentragdo do analito
na amostra nao fortificada e C3 = concentracdo do analito adicionado a

amostra.
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3.3.3.10. Quantificacdo de Verbascosideo e Iridoides em amostras de
Verbena minutiflora
Apés a realizacdo do estudo de validacdo do método de HPLC-DAD

para a determinacdo de verbascosideo e iridoides nas amostras selecionadas,
o mesmo foi aplicado a todas as amostras de folhas, flores, caules e infusées
(2009, 2010, 2011 e 2012) da Verbena minutiflora. Os teores de verbascosideo
e iridoides foram determinados em triplicatas, utilizando-se as mesmas

condicdes cromatograficas validadas descritas.

3.3.4. Andlise Estatistica
Para uma melhor interpretacdo dos resultados aplicaram-se ferramentas

estatisticas como Analise de Variancia de dois fatores (ANOVA). Toda a
analise estatistica aplicada nesta pesquisa foi realiazada no nivel de 95% de

confianca utilizando o software estatistico Minitab verséo 16.2.2.

3.4. Resultados e Discussodes

3.4.1. Validacdo do Método Cromatografico para Determinacao
Quantitativa de Verbascosideo e seus derivados e Iridoides em extratos
de Verbena minutiflora

No presente estudo foi realizada a validagcédo intralaboratorial para a

determinacdo de verbascosideo e outros fenilpropanoides e também de
iridoides nos extratos e infusdes das partes aéreas de V. minutiflora. Foram
verificados os parametros de validacdo a seletividade, linearidade, limite de
deteccao (LD), limite de quantificacdo (LQ), precisdo e exatidao.

A seletividade do método de determinac¢éo do verbascosideo por HPLC-
DAD foi confirmada pelo perfil similar dos espectros UV-PDA do padrdo de
verbascosideo e do pico atribuido ao verbascosideo nas amostras, com
maximo de absor¢cdo em 330 nm para o tempo de retencao de 20.1 min (figura
3.1). Ainda, é possivel observar em todos os cromatogramas a ocorréncia de
picos cromatograficos com tempo de retencdo proximos ao verbarcosideo
(tempo de retencdo entre 20 e 22 min). A inspec¢ao dos espectros UV-DAD
desses picos revelou que os mesmos correspondem a compostos derivados do
verbascosideo, ou seja, a fenilpropanoides de estrutura similar. A ocorréncia

desses compostos em plantas do género Verbena é comumente relatada (Bilia,
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et al., 2008; Funes, et al, 2009; Rehecho et al, 2011; Schonbichler, et al, 2013).
Dessa maneira, o0 método analitico desenvolvido permitiu diferenciar entre
verbascosideo e 0s seus analogos, tornando-se possivel determinar o teor de
verbascosideo e o teor total de fenilpropanoides em amostras de V. minutiflora.
Assim, a seletividade do método para a determinacdo de fenilpropanoides é
garantida pelo perfil similar dos espectros UV-PDA do padrdo de verbascosideo
e dos compostos nas amostras de V. minutiflora que apresentam tempo de

retencdo proximo ao padrao verbascosideo.
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Figura 3.1 - Cromatograma a 330 nm e espectro UV do pico com tempo de reten¢cdo 20.1
minutos do padrdo Verbascosideo (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 ndo ocorre nas amostras de V. minutiflora sob investigacéo,
mas previamente identificou-se o iridoide hastatosideo como um composto
bioativo destas amostras de V. minutiflora.

O Geniposideo e hastatosideo estao estruturalmente relacionados e, sob
o conjunto de condicbes analiticas cromatogréficas, estes compostos
apresentaram o mesmo tempo de retengdo em 9,8 min. Além disso, ambos o0s
compostos tém perfil de absor¢do de UV-DAD idéntico com um maximo de
absorcao a 240 nm (figura 3.2). Em vista destes fatos, o iridoide geniposideo foi
considerado um padréao apropriado para determinar iridoides em V. minutiflora.

96



Consequentemente, 0 método cromatografico proposto apresentou seletividade

adequada para andlise de iridoides nas amostras investigadas e o teor de

iridoides pode ser relatado como equivalentes ao geniposideo.

0,50
0,454
0404
0,35
0,30
0,254
0,204

3 0154
0,104

0,054

0,00

Geniposide

0,054
0,104
0,154

-0,204

0504

0,504

0,404

0,30

0,204

0,10+

0,004

-0,104

.0.204

FIVED

PR L. 1.

T
2,00

400

800

800

T T T
10,00 12,00 1400

1600
Manudes

T
18,00

T
20,00

2000

2800

2000

W0 405 7419 0459

o0

00

aw0m

\

Indoide

~

T
200

T
4,00

T
6,00

T
8,00

T T T
1000 1200 14,00

97

T
16,00
Minutes

T
26,00

T
2800

3000




0%0f f
0,504 .'
0704 # -:_'-.;
[

0,504

a 0,404 00 00,00 w0, 0 w0 500
0,304
0.201 Iridoide
o ™~ - >
000
0,104
]
0,204
2,00 4,00 8,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 20,00 2200 2400 26,00 28,00 30,00

Minutes

Iridoide

~

T T T T T T T T T T T T T T T
200 4,00 5,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 20,00 22,00 2400 26,00 28,00 30,00
Minutes

Figura 3.2 - Cromatograma a 240 nm e espectro UV do pico com tempo de retencdo 9.8
minutos do padrdo Geniposideo (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
determinacao de verbascosideo, fenilpropanoides e iridoides em V. minutiflora
foi construida uma curva analitica com soluc¢des padrao de verbascosideo na
faixa de 40 a 200 pg/mL e do padrdo geniposideo na faixa de 50 a 500 pg/mL.
Aos dados do experimento de calibracdo (area do pico e concentragdo) foi
ajustado um modelo linear pela aplicagdo da técnica de regressédo linear no
nivel de 95% de confianca. Para avaliar a linearidade do modelo gerado foi
realizada uma analise de variancia caracteristica da regresséo linear a 95% de
confianga e foi aplicado um teste de falta de ajuste (F r,) 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 relacdo entre a area do pico
cromatografico do verbascosideo e/ou iridoide e a concentracdo, pois
apresentou valores para F g, ndo significativos no nivel de 95% de confinga (p >
0,05). Este fato € ressaltado também pelo valor do F regesszo altamente
significativo (p= 0,000) observado no mesmo nivel de confiangca. A curva
analitica de calibragé@o para o verbascosideo (Figura 3.3) foi linear na faixa de
concentracbes estudada e pode ser representada pela equacdo: area= -
199442,89655 + 20935,64808 x concentracdo de verbascosideo (ug/mL) e a
curva analitica de calibracéo para o geniposideo (Figura 3.4) também foi linear
na faixa de concentracdes estudada e pode ser representada pela equacéo:
area=-199442,89655 + 20935,64808 x concentracéo de geniposideo (pg/mL).

Tabela 3.1 — Parametros de Regressdo Linear para Verbascosideo e
Geniposideo

Verbascosideo

Regressao Falta de Ajuste r R?
F regressio valor de p Frai valor de p 0.996 99.2
2518.5 0.000 0.30 0.902
Coeficientes da Reta de Regressdo + Erro Padréo t observado  Valor de p
Intercepto: -199443 + 58062 3.43 0.003
Inclinacdo: 20936 + 417 50.18 0.000
Geniposideo
Regress&o Falta de Ajuste r R?
F regressao valor de p F taj valor de p 0.998 99.6
3998.4 0.000 5.16 0.008
Coeficientes da Reta de Regressdo + Erro Padréo t observado _ Valor de p
Intercepto: 278769 + 63734 4,37 0.000
Inclinacdo: 13415+ 212 63.23 0.000
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Figura 3.3 - Curva analitica para determinacdo de Verbascosideo e teor de

fenilpropanoides em extratos de V. minutiflora por HPLC-DAD.
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extratos de V. minutiflora por HPLC-DAD.
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Para o verbascosideo e o geniposideo, respectivamente, o coeficiente
de determinacdo (R? mostrou que a regressao linear explica 99,2% e 99,6%
da variacdo de dados para verbascosideo e geniposideo, respectivamente, no
qual apenas 0,8% (verbascosideo) e 0,4% (geniposideo) séo referentes aos
residuos ou erros aleatdrios. Os coeficientes observados de correlacéo (r) de
0,996 e 0,998 para verbascosideo e geniposideo, respectivamente, estao
dentro dos limites recomendados (r> 0,99) pelo 6rgdo regulador nacional
ANVISA (2003) e pela AOAC (2012).

Para avaliar se o método proposto possibilitaria a determinacdo de
verbascosideo e iridoides presente nas amostras em baixas concentracfes
foram calculados os limites de deteccéo e de quantificagdo. Os valores de LD e
LQ estimados para determinacdo de verbascosideo e fenilpropanoides foram
8,32 e 27,73 pg/mL, respectivamente. Os valores de LD e LQ para
determinacao de iridoides com base a resposta analitica do geniposideo foram
14,25 e 47,50 pg/mL, respectivamente, assim o método apresenta limites
adequados para a determinacao de fenilpropanoides e iridoides em niveis de
poucas partes por milhdo, que s&o 0s niveis em que esses compostos ocorrem
em amostras Verbena como anteriormente relatados por outros autores
(Schénbichler et al., 2013). Os valores de LD e LQ demonstraram que 0O
método é sensivel para a faixa de concentracdo estudada. Isto € confirmado
analisando o valor de LD que ficou consideravelmente abaixo do primeiro ponto
da curva analitica para quantificacdo de verbascosideo e geniposideo.

Os resultados do estudo de preciséo obtidos para as amostras da folha
2010, flores 2011 e caule 2012 para a determinacdo do verbascosideo,
fenilpropanoides totais e iridoides totais na V. minutiflora estdo representados
na tabela 3.2.
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Tabela 3.2 — Estudo de Precisdo para Determinacdo de Verbascosideo,

Fenilpropanoides e Iridoides em Verbena minutiflora

Precisao*
Amostras Repetitividade Precisao
Intermediaria

Folhas 2.71 9.55
2010

Verbascosideo Flores 1.79 6.05
2011

Caules 1.12 4.41
2012

Folhas 2.55 7.99
Fenilpropanoides 2010

Totais Flores 1.54 6.47
2011

Caules 0.57 5.48
2012

Folhas 411 4.69
2010

Iridoides Totais Flores 3.36 4.39
2011

Caules 4,58 4.87
2012

* Expressa como o desvio padrao relativo de RSD (%)

Para a repetitividade e precisdo intermediaria sdo aceitaveis valores de
DPR (%) abaixo de 15% para compostos organicos de acordo com a Anvisa
(2003). Desta forma a metodologia proposta mostrou precisédo adequada para
determinar fenilpropanoides e iridoides.

A exatiddo do método foi avaliada, por meio da realizacdo dos testes de
recuperacdo por adicdo de padrao em trés niveis de concentracdo de
verbascosideo (50, 120 e 180 ug/mL) e para o geniposideo de (80, 200 e 400
pug/mL), para as trés amostras investigadas. Através do ensaio de recuperacao
foi possivel verificar a exatiddo do meétodo. As taxas de recuperagcdo de
verbascosideo e geniposideo para as diferentes amostras estao representadas

na tabela 3.3.
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Tabela 3.3- Ensaio de Exatiddo para as Diferentes Amostras para o

Verbascosideo e Geniposideo

Exatidao
Verbascosideo Geniposideo
Concentracdo % Recuperacdo Concentracéo %
pHg/mL pHg/mL Recuperacao

Amostras

50 107,14 80 88,91
Folhas 120 84,96 200 92,23
2010

180 75,73 400 102,74

50 102,23 80 76,07
Flores 120 75,74 200 106,11
2011

180 76,74 400 112,89

50 81,18 80 90,51
Caules 120 77,93 200 103,86
2012

180 114,22 400 114,33

A exatiddo do método foi avaliada através da realizacdo de testes de
recuperacao de adicdo padrao em trés niveis de concentracdo (Tabela 3.3). As
taxas de recuperacdo variaram de 75,73% a 114,22% para verbascosideo e
76,07 a 114,33% para geniposideo e encontram-se dentro da faixa aceitavel 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 precisdo adequada para a quantificacdo de verbascosideo e
iridoides nas amostras investigadas.
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3.4.2 Aplicacdo do método HPLC-DAD Desenvolvido para a Determinacao
de Verbascosideo, Teor de Fenilpropanoides Totais e Iridoides em
amostras de Verbena minutiflora

Apos a realizacao do estudo de validagao intralaboratorial do método de
HPLC-DAD para a determinacdo de verbascosideo e seus analogos
fenilpropanoides e de iridoides nas amostras selecionadas, o mesmo foi
aplicado a todas as amostras de folhas, flores, caules e infusdes (2009, 2010,
2011 e 2012) da Verbena minutiflora. Os teores de verbascosideo e iridoides
foram determinados em triplicatas, utilizando-se as mesmas condicOes
cromatograficas validadas descritas. Os resultados obtidos sao apresentados
na figura 3.5 e sdo expressos como miligramas de metabolitos secundarios por

grama de extrato seco.
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Todos o0s extratos etandlicos apresentaram altos niveis de
fenilpropanoides e iridoides. Houve grande variabilidade no teor de
verbascosideo e fenilpropanoides totais para as diferentes partes aéreas.
Niveis mais elevados destes compostos bioativos foram extraidos a partir de
folhas e flores.

As Infusbes também apresentaram altas concentragcdes dos compostos
bioativos investigados, os teores de iridoides variaram de 314,70 a 415,10
pg/mL, fenilpropanoides totais de 1.996,39 a 2.674,13 upg/mL e de
verbascosideo de 1.029,38 a 1.456,42 pug/mL. No capitulo 2 foi reportado que
as infusbes feitas a partir de partes aéreas de V. minutiflora tiveram uma
atividade antioxidante notavel. Essa atividade pode estar relacionada com o0s
altos niveis de fenilpropanoides e glicosideos iridoides determinados nas
infusdes.

Os resultados da infusdo para os teores de verbascosideo e
fenilpropanoides totais podem ser explicados pela composicdo quimica
complexa da planta, sabe-se que o género Verbena é rico em compostos tendo
semelhancas estruturais com verbascosideo, por exemplo, o isoverbascosideo,
eukovosideo (Bilia et al., 2008) e também que a composicdo majoritaria de
verbascosideos na infusdo corrobora com a sua atividade antioxidante.

A determinacdo simultdnea de quatro compostos bioativos (aucubina,
hastatosideo, verbenalina e verbascosideo) no extrato metandlico de V.
officinalis mostrou que os niveis de verbascosideo variaram entre (1,32-10,99)
mg/g e os niveis 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 sdo compostos naturais extraidos principalmente de
plantas medicinais, esses compostos sao utilizados pelas plantas para
protecdo contra infeccbes, radiacdo ultravioleta, e contra herbivoros. Alguns
fenilpropanoides tém sido relatados possuir diferente atividade farmacoldgica
como antioxidante, antiinflamatdria e antitumoral (Chen, et al., 2002; Silveira e
Sa, et al., 2014). Pesquisas sobre os efeitos do isoverbascosideo sobre a
proliferacéo e diferenciacdo de linha celular de células tumorais MGC 803 de
cancro gastrico humano e Me,SO conhecida indutor de diferenciacéo, utilizado
como controle positivo, demonstrou que o isoverbascosideo inibiu a
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proliferacdo dessas células com caracteristicas fenotipicas malignas e
consequentemente diferenciacdo causada em células MGC 803, estes efeitos
podem estar associados com sua atividade regulatéria da expressao de
proteinas do ciclo celular (Chen, et al., 2002).

O verbascosideo possui varias atividades biolégicas relatadas como
atividade antiinflamatoria, 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 quimico responsavel pela potente atividade antioxidante dos extratos
de V. minutiflora.

Os iridoides representam um grande grupo de metabolitos do tipo
ciclopentapirano monoterpendides que sdo abundantes em familias de plantas
dicotiledbneas e especialmente em familias 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-inflamatoria, imuno-
moduladora, hepatoprotetora, cardioprotetora, anticancerigena, antioxidante,
antimicrobiana, hipoglicemiante, antiespasmodica e propriedades purgativas
(Tundis et al., 2008; Viljoen et al., 2012).

Foi relatado que o iridoide geniposideo isolado de plantas da familia
Rubiaceae possui uma potente atividade anti-inflamatéria, demonstrando uma
inibicdo significativa de IL-2, que promove uma ativacao da co-estimulacdo de
linfécitos T, monstrando deste modo ser imunossupressor, pesquisas relatam
que extratos etandlicos contendo geniposideo podem reduzir os riscos de
gastrite e de lesbes gastricas 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)
butanéico, chamado verbeofflin | e 7-hidroxidehidrohastatosideo foram isolados
a partir das partes aéreas da V. officinalis, juntamente com trés iridoides
conhecidos, verbenalina, 3,4-dihidroverbenalina, hastatosideo por meio de
cromatografia em coluna de varias etapas. As estruturas destes compostos
foram elucidadas através da andlise de dados espectroscopicos obtidos
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utilizando técnicas de RMN e MS. O verbeofflin | pertence a uma nova classe
de secoiridoides identificados na familia 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 hastatosideo sdo componentes caracteristicos, e exibem vérias
atividades biologicas, incluindo promoc¢édo do sono, atividade antioxidante e
hepatoprotetora. Além disso, os dois compostos sdo considerados marcadores,
sendo utilizados com constituintes alvos para o controle de qualidade de
plantas medicinais (Wang et al., 2014).

Parte destes resultados estdo descritos em artigo cientifico 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. Conclusdes

Pela primeira vez é reportada a andlise quantitativa de principios ativos
individuais e por classes da planta Verbena minutiflora, bem como a
variabilidade ano a ano para os extratos e infusfes dessa espécie coletada na
regiao sul do Brasil.

Através do estudo de validacdo de metodologia foi possivel verificar que
0 método proposto para quantificacdo do fenilpropanoide verbascosideo e seus
derivados e dos iridoides, baseado no teor de geniposideo, por HPLC-DAD
apresenta seletividade, linearidade na faixa de estudo de interesse, limite de
deteccao e de quantificacdo adequados para a determinagéo de concentracdes
em ppm e precisdo e exatiddo que atendem as recomendacdes estabelecidas
por agencias nacionais Anvisa e pela AOAC.

Através da quantificacdo dos fenilpropanoides e iridoides em Verbena
minutiflora coletada em quatro anos consecutivos se tem dados suficientes
para estabelecer um padréo de qualidade para esta planta, que possui amplo
uso etnofarmacolégico e, portanto, forte apelo para se tornar um fitoterapico

devido a excelente fonte de compostos antioxidantes.
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CAPITULO 4. ANALISE DO TEOR DE MINERAIS DA
Verbena minutiflora (VERBENACEAE)
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4.1. Introducao

As plantas medicinais tem um papel fundamental no sistema de saude
em todo o mundo, pois servem como um ponto de partida para o
desenvolvimento de novos farmacos (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 variavel em funcdo de suas formas
quimicas (espécies) presentes em um alimento (Silva et al., 2010).

O corpo humano necessita de uma série de minerais, a fim de manter
uma boa saude. Um nimero de minerais essenciais para a nutricdo humana é
acumulado em diferentes partes das plantas (Ajasa et al., 2004). A analise dos
niveis de minerais em plantas é importante, porque eles sdo essenciais na
dieta humana, mas uma ingestédo inadequada destes componentes nutricionais
ocorre frequentemente (Rehecho et al., 2011). Os elementos presentes em
plantas medicinais desempenham um papel significativo na formacédo de
produtos quimicos ativos, tais como Zn, Cu e Fe e sO se tornam toxicos em
concentracdes elevadas (Nookabkaew et al., 2006; Abugassa et al., 2008).

E importante ter um bom controle de qualidade para as plantas
medicinais, a fim de proteger os consumidores de contaminacdo. A medicina
tradicional desempenha um importante papel no estado geral de saude de uma
populacdo. Muitas plantas medicinais e as suas misturas podem apresentar um
risco para a salde devido a presenca de elementos téxicos tais como o Pb, Cd,
Al, Hg e outros elementos, tais como Cr, que sdo perigosas para 0S seres
humanos, em funcdo da sua estados de oxidacdo e presente em altas
concentracdes, o Pb e Cd sdo considerados perigosos para o corpo em baixas
concentracdes (Garcia, et al., 2000; Lopez, et al., 2000; Basgel & Erdemoglu,
2006).

As plantas medicinais podem ser facilmente contaminadas durante cultivo
e processamento, existe um elo importante na transferéncia de oligoelementos
do solo para as plantas e consequentemente para o homem. O nivel de
elementos essenciais para as plantas € condicional, o contetdo que esta sendo

afetado pelas caracteristicas geoquimicas do solo e pela capacidade das

115



plantas de acumular seletivamente alguns desses elementos (Basgel &
Erdemoglu, 2006).

Espécies de plantas foram identificadas por conter nutrientes que
apresentam novas propriedades medicinais ou terapéuticas benéficas; e que
possuem elementos que apresentam um papel preventivo ou curativo no
combate as doencas, sendo de grande interesse estabelecer os niveis de
alguns elementos em plantas medicinais, uma vez que estes elementos em
altas concentracfes podem apresentar um potencial toxico (Ajasa et al., 2004).

As plantas medicinais sdo coletadas nas florestas ou quintais
residenciais e podem ser comercializados em feiras livres, supermercados,
farméacias de manipulacdo ou em lojas especializadas. A utilizacao das plantas
medicinais para o tratamento de doencas € muito comum e pode-se utilizar
varias partes das plantas como raiz, caule, folha, flores, frutos ou sementes
dependendo da espécie vegetal. A forma de preparacdo também pode ser
variada, porém, a mais utilizada é a infusdo (cha), que se apresenta como uma
das bebidas mais consumidas no mundo, seja pelo sabor agradavel, seja por
seu potencial terapéutico que auxilia a cura de doencas. Nao ha um rigor, por
parte dos consumidores, na preparacao e na utilizacdo das infusdes (chas) de
plantas medicinais, uma vez que sua preparagcdo e sua indicacdo na maioria
das vezes € heranca de antigas culturas (Diniz et al., 2013).

O cha é uma bebida obtida da infusdo de folhas, cascas ou raizes na
forma seca ou in natura de uma planta. Os chas foram mundialmente
difundidos pela Companhia Inglesa das indias Orientais e amplamente
popularizados na cultura brasileira como ‘remédios caseiros’. Apesar da grande
evolucdo da medicina alopatica, a populacdo carente enfrenta varios
obstaculos na sua utilizacdo que vao desde o acesso aos centros de
atendimento hospitalares a obtencdo de exames e medicamentos. Estes
motivos, associados com a facil obtencdo e a grande tradicdo da populacdo
sobre o uso de plantas medicinais, contribuem para o aumento da sua
utilizacdo no Pais (Amarante et al., 2011).

O cha é a bebida mais consumida depois da agua, devido aos seus
efeitos refrescantes e levemente estimulantes e desempenha um papel

importante na entrada de um nimero de elementos vestigiais nutricionais e
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toxicos nos seres humanos (Malik et al., 2008). Beber cha esta associado com
a reducdo do colesterol, prevencdo da oxidacdo de lipoproteinas de baixa
densidade e a diminuicdo do risco de doenca cardiovascular, o consumo
regular de cha pode contribuir para as necessidades nutricionais diarias de
alguns elementos (Karak et al., 2010).

Nos ultimos anos, vem sendo crescente o0 numero de estudos
envolvendo ndo apenas a determinacdo de nutrientes minerais em plantas
medicinais, mas também estudos que fornecam informacdes mais completas
para identificar as formas quimicas (espécies) e a estrutura dos compostos aos
quais diferentes nutrientes minerais estdo associados (Almeida et al., 2002;
Ajasa et al., 2004; Silva et al., 2010).

Existe uma grande preocupacdo em se conhecer a composicdo das
plantas medicinais, visto que muitas delas sdo indicadas para as mais diversas
enfermidades que acometem o homem. Muitas pessoas ainda utilizam as
plantas ou preparados medicinais como primeiro recurso terapéutico no
tratamento de enfermidades. Um grande interesse vem sendo dado ao estudo
de constituintes inorganicos presentes em alimentos, bebidas e fitoterapicos,
porque estes elementos podem auxiliar no metabolismo ou, dependendo da
sua concentracdo, podem ser prejudiciais a saude do homem (Diniz et al.,
2013).

Alguns nutrientes minerais presentes em plantas possuem um papel
preventivo no combate de doencas, mas € importante ressaltar que niveis
elevados desses minerais podem ser perigosos e toxicos ao organismo. Alguns
minerais como Cu, Fe, Mn, Mg e Zn séo considerados essenciais a saude por
atuarem em importantes vias metabdlicas, participando de atividades
associadas a sintese de proteinas, vitaminas e controle do metabolismo de
diversas enzimas, que atuam em processos de sintese e degradacéo,
necessarias ao homem (Silva et al., 2010).

Os sais minerais realizam diversas fun¢des especificas no corpo humano
estando relacionados com o bom desempenho do metabolismo de enzimas, as
quais sao responsaveis pela manutencdo da saude do organismo. O corpo
humano necessita de sais minerais dentro de certos limites admissiveis para
obter um bom crescimento e a manutencdo da saude. A concentracdo de
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elementos tracos diversos € importante para determinar a eficacia das plantas
medicinais no tratamento de varias doencas e também para compreender sua
acdo farmacoldgica e sua importancia nutritiva (Nookabkaew et al., 2006;
Abugassa et al., 2008).

O estudo da composicdo mineral nas plantas medicinais tem se mostrado
bastante relevante, uma vez que as plantas podem ser uma fonte alternativa de
minerais necessarios para manter a saude do corpo. Os constituintes
inorganicos estdo envolvidos em muitas funcdées importantes do corpo humano,
tais como a mineralizacdo 6ssea, reacdes enzimaticas, secrecdo de hormoénios,
protecdo de células e lipidios. Os elementos quimicos podem ser encontrados
incorporados a estrutura de proteinas (metaloproteinas), enzimas
(metaloenzimas) e a complexos de carboidratos que participam de reacfes
bioquimicas no organismo em diferentes matrizes. Os constituintes inorganicos
podem exercer algumas funcbes metabdlicas no corpo humano. O célcio, por
exemplo, esta presente nos 0ssos e dentes, auxilia na coagulagdo sanguinea,
na contracdo e no relaxamento muscular e € ativador de varias enzimas. O
cobre € necessario para o transporte do ferro, estd envolvido na sintese do
tecido conjuntivo e na protecdo antioxidante. O ferro é essencial na formacao
da hemoglobina e esta presente em varias enzimas. O magnésio atua como
coenzima em todas as enzimas envolvidas na transferéncia de fosfato e é
importante para a transmissao de impulsos nervosos. O zinco tem efeito na
sintese de proteinas, essencial para a mobilizacdo hepatica da vitamina A, atua
na maturacao sexual, fertilidade e reproducéo e apresenta um importante papel
no desenvolvimento e na regulacdo do apetite (Tirmizi et al., 2007; Diniz et al.,
2013).

Os teores de minerais de alguns chas de ervas foram determinados em
varias publicaces (Gallaher et al., 2006; Ozcan & Akbulut, 2008; Ozcan et al.,
2008; Kara, 2009). Nestes estudos sdo normalmente utilizados métodos
univariados, tais como andlise de variancia (ANOVA), comparando a
concentracdo de um elemento com outro ou a uma amostra com outra. No
entanto, metodos multivariados, como a analise de componentes principais
(PCA) pode fornecer maiores interpretacées. A PCA € uma técnica de reducdo
de dados que tem o objetivo de explicar a maior parte da variagdo nos dados

118



ao mesmo tempo reduzindo o numero de variaveis a alguns componentes néo
correlacionados (Mehra & Baker, 2007).

Para a andlise de metais nas plantas medicinais o0 método mais utilizado
€ a espectrometria de absorcdo atdbmica. Se uma determinada quantidade de
energia e aplicada sobre o atomo e esta e absorvida, um dos elétrons mais
externos serd promovido a um nivel energético superior, levando o atomo a
uma configuragdo energética menos estavel denominada “estado excitado”.
Uma vez que esta configuracdo e instavel, o atomo retorna imediatamente para
o “estado fundamental”, liberando a energia absorvida sob a forma de luz.
Esses dois processos (absor¢cdo e emissdo de luz) sdo explorados, com fins
analiticos, através das técnicas de Emissdo Atdmica e Absorcdo Atdmica
(Skoog et al., 1992).

A determinacdo dos teores de minerais na espécie Verbena minutiflora
foi considerada de grande importancia. O objetivo deste estudo foi avaliar o
teor de minerais nas partes aéreas e infusbes da Verbena minutiflora e
monitorar a variabilidade dos minerais durante quatro anos consecutivos, a fim
de determinar a contribuicdo das partes aéreas e infusbes para a dieta
humana. Consequentemente, 0s elementos essenciais e ndo essenciais para o
organismo humano (Cu, Fe, Zn, Mg, Na, K, Al, Ca, Pb, Cd e Cr), foram
quantificados. A analise foi realizada utilizando espectrometria de absorcao
atbmica de chama e espectrometria de emissdao atdbmica. Os dados foram
analisados estatisticamente por analise de componentes principais (PCA) para
avaliar possiveis correlacdes entre os ions metalicos, ano de coleta da planta e

partes, bem como semelhancas entre as amostras.
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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 Especificos

v' Otimizacdo do processo de digestdo por via seca da planta Verbena
minutiflora por meio da variacdo do tempo de calcinacéo e solubilidade das

cinzas em meio acido;

v" Quantificacdo dos minerais essenciais e toxicos em amostras da Verbena
minutiflora por espectrometria de absor¢cao atbmica em chama — FAAS e
espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado
(ICP-OES);

v Avaliagao temporal dos teores de minerais da Verbena minutiflora;

v' Avaliacdo dos teores de minerais da infusdo das folhas da Verbena

minutiflora.
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4.3. Materiais e Métodos

4.3.1. Otimizagé&o do processo de digestao da Verbena minutiflora

A otimizacao do processo de digestdo 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 digestdo por via seca (calcinacéo). Pesou-
se, aproximadamente, 1g da amostra, partes aéreas (folhas, flores e caule), em
cadinhos de porcelana, carbonizou-se em bico de Bunsen até completa
liberacdo de fumos e calcinou-se em mufla durante tempo variavel (4h, 5h e 7h)
a 550°C. Apds, solubilizou-se as cinzas com volume variavel (3 mL e 5 mL) de
uma solugéo de HCI 1:1 v/v, e transferiu-se para baldo de 50 mL (completando-
0 com agua deionizada). Os procedimentos foram feitos em triplicata.
Quantificacdes dos ions metalicos Fe e Zn foram feitas para avaliar o melhor

processo de calcinagdo da planta.

4.3.2. Avaliagdo da Variagdo Mineral na Verbena minutiflora

As amostras da Verbena minutiflora utilizadas nas determinagdes foram
coletadas nos anos de 2009, 2010, 2011 e 2012 respectivamente, sendo
realizadas as andlises em trés partes da planta, as folhas, flores e caules.
Infusdes das folhas também foram quantificadas, a preparacéo das infusdes 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 gervao (folhas, flores ou caule) em cadinhos
previamente pesados, carbonizou-se em bico de bunsen até a completa
liberacdo de fumos, apos foi feita a calcinacdo em forno mufla durante 4h a
550°C. Apds, esfriou-se em dessecador, pesou-se as cinzas, solubilizou-se em
3 mL da solucado de acido nitrico (HNO3) 1:3 (v/v), transferiu-se para baldo de
50 mL e completou-se com agua deionizada.

As determinacdes de diversos minerais como Cu, Fe, Zn, Mg, Na, K, Al e
Ca foram realizadas em um espectrometro de absor¢do atbmica modo chama

(FAAS) (Modelo Varian 220), equipado com lampadas de catodo oco da marca
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Varian e lampada de Deutério como corretor de fundo. Todos os metais foram
determinados pelo modo absorcdo com a excecdo do Na e K que foram
realizados no modo emissao. Os parametros instrumentais do FAAS estao

apresentados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1- Parametros instrumentais para determinagéo de metais por
espectrometria de absorcao atdbmica (FAAS)

Metal A (nm) Res(g#lj)g:ao C(%Frr]eAr)lte Chama
Cu 324,8 1,0 5 Ar/C;H;
Al 309,3 0,5 10 C2H2/N,O
Fe 248,3 0,2 5 Ar/C;H;
Zn 213,9 1,0 5 Ar/C,H;
Mg 285,2 0,5 4,0 Ar/C;H;
Na 589,0 0,2 - Ar/CayH;
K 766,5 0,2 - Ar/CyH;
Ca 4227 0,5 10 C2H2/N,O

As determinacdes dos metais Cd, Cr e Pb foram realizadas em um
espectrometro de emissao atdbmica (ICP-OES) modelo Optima 8000 DV, da
Perkin Elmer. Argonio comercial (White Martins/Praxair) foi utilizado para
geracado do plasma, como gas de nebulizacéo e auxiliar. Como gas de purga do
sistema Optico do equipamento de ICP OES foi utilizado nitrogénio com pureza
de 99,996%, da White Martins/Praxair. As linhas espectrais para os elementos
foram as seguintes: Cd (228,8 nm), Cr (267,71 nm) e Pb (220,35 nm). Os
parametros instrumentais usados estdo listados na Tabela 4.2. Todas as
amostras foram preparadas em triplicatas. Curvas de calibragao foram obtidas
atraves da utilizacdo de solucdes padrao estoque 1000 mg/L (J.T.Baker Instra-
Analysed®) dos metais avaliados. Todas as solu¢des foram preparadas com
agua ultrapura, proveniente do aparelho HUMAN UP 900®.
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Tabela 4.2 - Parametros instrumentais para o ICP-OES Optima 8000

Parametros Instrumentais Valor

Poténcia de radiofrequéncia 1500 W

Fluxo do gas principal 15 L min-1

Fluxo do gas auxiliar 0,2 L min-1

Fluxo do géas de nebulizacdo | 0,8 L min-1

Fluxo da amostra 1,5L min-1
Posicéo do detector Axial
Numero de replicata 3

4 4. Resultados e Discussdes

4.4.1. Avaliacao das condi¢cdes para Otimizacao do processo de digestao
da Verbena minutiflora

Através da variacdo do tempo de calcinagdo e volume acido usado na
solubilizac&o de cinzas foi possivel otimizar o método de digestao por via seca
(calcinacdo) e a solubilizacdo das cinzas em meio acido das amostras de
Verbena minutiflora.

ApGs a calcinacdo, 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 graficos das médias entre as replicatas para cada procedimento e
seus limites de confianca a 95 %.

Pode-se observar que a primeira medida do segundo procedimento
experimental ndo esta em concordancia com as demais medidas, e isso pode
ser atribuido a perda de massa durante o processo em um dos cadinhos, baixa
solubilizacdo das cinzas e ainda, a presenca de caules grossos presentes na
amostra que ndo foram totalmente degradados durante o processo de

calcinacéo.
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Tabela 4.3. Resultados obtidos com a otimizacdo do experimento para o
preparo de amostra de Verbena minutiflora

Procedimento Massade Cinzas % de cinzas Fe (mg/L) Zn (mg/L)
gervéo (9) (9)
1,0214 0,0394 3,85 0,865 0,4409
1)
Teatcinacio= 4 1,0610 0,0405 3,82 0,998 0,4429
h, Vacido= 3
mL
1,0075 0,0419 4,16 1,304 0,4668
1,0343 0,0352 3,40 0,189 0,1637
(2)
_ 1,0026 0,0400 3,99 0,952 0,4466
Tcalcinagéo— 5
h, Vacido= 3
mL
1,0925 0,0409 3,74 1,251 0,4588
1,0071 0,0447 4,44 1,046 0,4539
3)
1,0069 0,0445 4,42 1,044 0,4537
Tcalcinagéo: 7
h, Vacido= 5
mL
1,0535 0,0546 5,18 1,353 0,4347
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O terceiro procedimento, no qual o tempo de calcinacdo e o volume de
acido utilizados foram maiores (7h, 5 mL), mostrou melhores resultados no
quesito concentracdo de Fe e menor para o Zn. No entanto, a Figura 4.1
demonstra que a diferenca obtida para esses ions ndo foram significativas no
limite de confianca de 95 %. Assim, pode-se considerar que 0s trés
procedimentos apresentaram resultados iguais. Este fato também pode ser

observado pelo desvio padrao das triplicatas em cada procedimento.
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Figura 4.1 - Média das replicatas e limite de confiangca para cada procedimento de
digestdo da planta avaliada.

O método de digestao por via seca (calcina¢do) € um dos mais utilizados
em analise foliar, porém é um procedimento que exige cuidados para evitar a
contaminacgdo e/ou perda do material (Moraes & Rabelo, 1986).

Um maior tempo de calcinagdo (7h) e uma maior quantidade de acido (5
mL) ndo proporcionaram um melhor resultado na determinacdo dos minerais
avaliados ( Fe e Zn). Portanto, podemos concluir, qgue o tempo de digestao de 4
h e 3 mL de acido cloridrico (1:1) foram suficientes para o preparo de amostra e

posterior determinacdo dos minerais na Verbena minutiflora.
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4.4.2 Analise da Variacao Mineral na Verbena minutiflora

A determinacdo de metais por espectrometria de absorcdo atomica
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™, respectivamente. J& para 0s
metais Al (0,449 mg.g™), Fe (0,140 mg.g), Cu (0,012 mg.g™) e Zn (0,025 mg.g°
1, os valores médios foram moderados (Tabela 4.4). Para todas as amostras o
nivel de Cd, Cr e Pb ficaram abaixo do limite de detec¢do do método, indicando
gue esta planta ndo 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 concentracdo em todas as coletas. O
teor de K foi elevado em comparacédo ao de Na. Este fato é considerado como
sendo uma vantagem do ponto de vista nutricional, uma vez que menor
consumo de cloreto de sddio e dieta com um maior consumo de potassio tem
sido relacionada a uma menor incidéncia de hipertensdo (Rehecho et al.,
2011).

O valor elevado de Ca encontrado demonstra que pode ser considerada
uma fonte de alimentacdo apropriada para a manutencéo da funcdo biolégica
na mediacdo da contracdo vascular, na vasodilatacdo e na transmissao
nervosa da contracdo muscular (Rehecho et al., 2011).

As folhas e flores séo ricas em Mg, a ingestdo de magnésio inadequada
leva a anormalidades bioquimicas e a manifestacdes clinicas, principalmente
relacionadas com cardiopatia isquémica, 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™ + desv. Padréo)

Amostras Ferro Zinco Cobre Célcio Magnésio Aluminio Potassio Sodio
Caule 2009 0,0503¢ 00266+ 0,01042 5,189 1,016t 0,0900+ 1292+ 058361
0,0072 0,0021 0,0024 0,5039 0,099 0,0046 04578 0,103

Flor 2009 0,1926¢ 0,0383¢ 0,0180+ 6,716+ 1,091 0,5476¢ 1033t 036471
0,0189 0,0023 0,0013 0,295 0,0974 0,0346 0,5134 0,0783

Folha 2009 04215 0,0381¢ 0,02361 13,642 2314 1,236t 12,20+ 05139t
0,020 0,0008 0,0021 0,6439 02587 0,0867 0,2609 0,074

Caule 2010 0,0562¢ 0,0218¢ 0,0043+ 4604+ 070171 01372+ 1439 03412+
0,0089 0,0043 0,0008 01767 0,0991 0,0213 0,9243 0,0232

Flor 2010 0,1525¢ 0,0314¢ 0,01362 1,500+ 1342+ 04296 9,47+ 02325+
0,0031 0,0027 0,002 0,3810 0,002 0,0180 0,6638 01027

Folha 2010 0,3575¢ 0,0316¢ 0,02441 13,63t 21044 1223t 11,23 04316
0,0066 0,0046 0,0011 0,0818 0,0040 0,0635 0,1887 0,0931

Caule 2011 0,0372¢ 0,0163¢ 0,0081z 3735 08218+ 0,110+ 12,841 02334+
0,0010 0,0006 0,0008 0,0383 0,0919 0,013 0,9433 0,014

Flor 2011 017971 00323t 0,0135: 1621t 1119t 0,5935¢ 9,046¢ 02324+
0,0161 0,0004 0,0006 0,2628 0,088 0,0844 0,5236 0,0039

Folha 2011 0,3635¢ 003441 0,051 12,76t 1830t 119164 11,35 04552+
0,0278 0,0003 0,000 0,9546 0,1861 0,0811 0,0997 0,0907

Caule 2012 0,0543¢ 0,0245¢ 0,00812 4,324+ 05762+ 0,1405¢ 13,85¢ 026471
0,013 0,0003 0,0006 0,1826 0,0539 0,0142 0,3372 0,0207

Flor 2012 0,107 0,0316¢ 0,01312 8247+ 09082+ 0,3718: 12,83t 02479+
0,008 0,0007 0,002 0,2834 0,0228 0,0273 0,9780 0,0411

Folha 2012 0,2644+ 00371t 0,01912 10,52+ 1197+ 1,078t 13,96t 03215
0,0276 0,0015 0,0018 1,097 00623 01013 0,3632 0,0463

Infuso 2009 0,001t 00151t 0,0030+ 3,604+ 07273t 0,00712 03435+ 02000+
0,0002 0,0039 0,0008 0,2541 0,1206 0,0007 0,0663 0,0082

Infuso 2010 0,0014¢ 0,0104¢ 0,00241 48871 10211 0,077 01975t 02523t
0,0009 0,0001 0,0006 0,0033 0,0700 0,0022 0,0133 0,0378

Infusdo 2011 0,0021% 00112t 0,0018: 5,298+ 1,076t 0,00841 01603t 02435+
0,0006 0,0013 0,0004 0,1866 0,071 764107 0,0326 0,0426

Infusdo 2012 0,0019¢ 0,010+ 0,0035 4,579 0,6709¢ 0,0083t 01996+ 02832+
0,0007 0,0012 0,0007 0,1897 0,0325 0,0003 0,0674 0,0087

Um tratamento estatistico através da andlise de componentes principais
(PCA) foi usado para correlacionar as amostras (partes da planta e ano de
coleta) com as variaveis (ions metalicos). As Figuras 4.2 A e B apresentam os
scores e loading da PCA envolvendo os ions metalicos. A primeira e segunda
componentes principais responderam a 71,3% e 14,3% da variabilidade dos
dados, respectivamente. Os niveis de ions metdlicos (em mg.g™) foram as
variaveis 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)
Variaveis, (B) Amostras

As Figuras 4.2 (A) e (B) apresentam uma relagdo positiva no grupo das
folnhas da Verbena minutifora entre a maioria dos ions metalicos,
demonstrando que existe uma concentracdo maior dos mesmos nas folhas
(pelo fator 1, 71,36%).

As folhas apresentaram a maior concentracdo dos elementos seguido
das flores e caule, isso ocorre devido as mobilidade que os metais tem na
planta, isto é, a absorcao de diversos elementos pela planta através do sistema
radicular (raiz), que depende de varios fatores, como o tipo de solo a estrutura
botanica e tecidos especificos da planta, além disso, os microelementos podem
ser sorvidos na planta por outros compartimentos externos. A presenca de
maior concentracao dos elementos nas folhas € importante, pois essa é a parte
da planta mais consumida pela populagcédo no preparo de cha (infusdo), sendo
uma fonte de suplemento alimentar.

Pelo Fator 2 (14,36%), foi possivel verificar que o Na e K apresentaram
uma correlagdo 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 possivel interacdo entre eles, na composi¢cado
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mineral das partes aéreas da planta (dados ndo apresentados). A analise para
a significancia estatistica de 95% demostrou que, a parte da planta utilizada é
uma fonte de variagéo altamente significativa para o teor de cada elemento. As
folnas seguidas das flores tiveram a maior concentracdo de todos os
elementos, sendo a Unica excecdo o teor de potassio 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 extensdo que as partes da planta.
Efeito de interacdo entre os fatores partes da planta e ano de coleta foi
observado para todos os metais exceto para o Cu.

A determinacdo de metais por espectrometria de absor¢do atdmica nas
amostras das infusdes 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™,
respectivamente, como apresentado na tabela 4.4.

Os minerais determinados nas infusdes aquosas de Verbena minutiflora
apresentaram proporc¢des 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 recomendac¢fes de ingestao
diaria.

Do ponto de vista nutricional, alguns componentes valiosos também
estdo contidos em quantidades consideraveis nas plantas medicinais. E
bastante entendido que o0s componentes minerais, particularmente
macrominerais e elementos vestigiais desempenham um papel essencial para
a ativacdo de sistemas enzimaticos ou o envolvimento no metabolismo de
biomoléculas. A presenca destes micronutrientes nas plantas, em grande parte
dependente das condi¢cfes de cultivo, incluindo as técnicas de cultivo, estresse
abidtico ou bidtico e estado nutricional, j& foi estabelecida que a deficiéncia de
varios minerais (nitrogénio, fésforo, boro e manganés) pode induzir a
acumulacao de flavonoides, enquanto potéssio, célcio, cobalto e niquel podem
promover um aumento na producdo de flavonoides e, como consequéncia a
atividade antioxidante da planta (Rehecho et al., 2011).

A composi¢cdo mineral de extrato aquoso e hidroalcoodlico da Verbena
officinalis, demonstra que as concentracbes de sais minerais nos extratos da
planta tinha o mesmo perfil em ambos, e diferencas quantitativas foram
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detectadas de acordo com a diferenca do solvente de extracdo. O
macroelemento mais abundante foi o potassio em ambos 0s extratos, seguido
de fosforo, célcio e magnésio; sendo que a determinagdo de metais por
espectrometria de absorcdo atdbmica na amostra do extrato hidroalcodlico
demonstrou os teores de K, P, Ca e Mg de 7934 + 319; 2307 + 48; 926 + 3 e
689 + 8 (mg.Kg'/planta seca), respectivamente; sendo que os niveis 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. Conclusodes

Os elementos mais abundantes presentes na Verbena minutiflora séo K,
seguido de Ca, Mg e Na. A andlise da variabilidade anual do contetdo mineral
e de metabdlicos secundarios das diferentes partes aéreas da Verbena
minutifiora demonstra que existe uma estabilidade na concentracdo de
compostos fendlicos e de metais, bem como, na atividade antioxidante dos
extratos e infusdes. Foi verificado que, considerando apenas as partes aéreas
da planta, as folhas apresentaram a maior concentracdo dos elementos
inorganicos e organicos seguido da flor e do caule. A investigacdo estatistica
dos dados por ANOVA de dois fatores indicou que as partes da planta
analisada sao a principal fonte de variacdo tanto para o conteddo mineral
quanto de métabolitos secundarios. O ano de coleta, bem como a interacdo
entre os fatores ano de coleta e partes da planta, foi menos significativo para

explicar a variabilidade na composicdo quimica da planta.
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CAPITULO 5. ANALISE DA ATIVIDADE DIURETICA DA
Verbena minutiflora (VERBENACEAE)

134



5.1. Introducéao
Diversas plantas medicinais sao utilizadas pela populacdo para o

tratamento de diversas patologias que afetam o sistema cardiovascular como a
hipertenséo, aterosclerose e a diabetes mellitus (Vora e Mansoor, 2005). No
entanto, poucas dessas plantas tém sua seguranca, efetividade e mecanismo
de acdo confirmada cientificamente (Vora e Mansoor, 2005). A validagéo das
plantas medicinais como medicamentos eficazes e seguros nao pode ser
realizada somente com base no conhecimento e usos populares. Por isso a
autorizacao oficial do uso de plantas medicinais como medicamento ou de seus
derivados fitoterdpicos é necesséaria e deve ser fundamentada em dados
experimentais (estudos farmacodinamicos, farmacocinéticos e toxicoldgicos,
pré-clinicos e clinicos), que demonstrem que os beneficios obtidos a partir do
uso de drogas de origem vegetal sejam superiores aos riscos que eles
oferecem aqueles que os utilizam (Yunes et al, 2001).

Vérias plantas conhecidas sdo importantes por sua contribuicdo como
fonte natural e potencial para a producéo de farmacos. Alguns fitoterapicos que
tem atividade diurética apresentam caracteristicas que facilitam a eliminacéo
de liquidos do organismo, ajudando na desintoxicacdo e no tratamento de
algumas infecgbes urinarias. Além disso, também s&o indicados no combate de
outras patologias, varios relatos sobre a atividade diurética das plantas
medicinais estdo descritos na literatura. Tendo em vista o grande uso que a
populacao faz desses medicamentos para tratar varios tipos de enfermidades,
os estudos com plantas medicinais objetivam estabelecer parametros de
seguranca e visam comprovar seu efeito farmacol6gico em animais, como
ratos, por exemplo, com possibilidade de um futuro uso popular desses
medicamentos (Pucci et al., 2010).

Plantas do género Verbena sdo frequentemente usadas pela populacao
como diurético, embora a eficacia e a seguranca do uso de suas preparacdes
nao tenham sido ainda todas comprovadas cientificamente.

A planta que possui atividade diurética pode ser utilizada no tratamento
da hipertenséo. A Hipertenséo Arterial Sistémica (HAS) € uma doenca crénico-
degenerativa que afeta o sistema cardiovascular, e seu controle tem constituido

um desafio para todos os profissionais da salde (Axon et al., 2010). E
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caracterizada como uma das mais importantes causas de mortes em todo o
mundo que pode ser prevenida através de mudancas no estilo de vida ou com
medidas farmacoldgicas (SBC/SBH, 2006; Nola et al., 2010).

Tanto a morbidade quanto a mortalidade por doencas cardiovasculares
s&o comumente elevadas em pessoas com hipertenséo (Zhang et al., 2006). E
sabidamente uma doenca de alta prevaléncia na populacdo, ocasionando
quando ndo tratada adequadamente, complicacbes clinicas graves como o
acidente vascular cerebral (AVC), doenca das coronarias, insuficiéncia
cardiaca e insuficiéncia renal (Williams et al.,, 2004). Além disso, também é
considerado um grave problema de saude publica por sua magnitude, risco e
dificuldades no seu controle (Molina et al., 2003; Axon et al., 2010).

As complicacbes da HAS derivam das modificacbes anatbmicas e
fisiolégicas decorrentes do regime de pressdo elevadas a que estdo
submetidas as camaras cardiacas e as artérias, e também, da aceleracédo do
processo aterosclerético (Who, 2005). A HAS atua sinergicamente com outros
fatores de risco aterogénicos como o0 sedentarismo, o estresse, o tabagismo, o
envelhecimento, a histéria familiar, a raca, o género, o peso, a elevada
ingestdo de sal, a baixa ingestao de potassio e 0 consumo excessivo de alcool
(SBC/SBH, 2006; Costanzo et al., 2010).

A HAS apresenta elevados custos meédicos e socioecondmicos,
decorrentes principalmente das suas complicacdes, tais como: doenca
cerebrovascular, doenca arterial coronariana, insuficiéncia cardiaca,
insuficiéncia renal cronica e doenca vascular das extremidades (Lewington et
al., 2002; Quinn et al., 2010). Estudos mostram que no Brasil, em 2003, 27,4%
dos Obitos foram decorrentes de doencas cardiovasculares, sendo a principal
causa de morte o AVC. Assim, a elevacao da pressao arterial representa um
fator de risco independente, linear e continuo para as doencas

cardiovasculares (Lotufo, 2005).
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5.1.2. Pressao Arterial
As doengas cardiovasculares sdao uma das principais causas de

acompanhamento médico em pacientes de muitos paises do mundo (Yusuf et
al.,, 2001). Um dos principais fatores de risco para as desordens
cardiovasculares € a pressdo sanguinea elevada (Carretero et al., 2000). A
hipertensdo é uma das doencas mais comuns em humanos, sendo que de 90 a
95% dos hipertensos desconhece a causa (Ku, 2006). E considerada de origem
multifatorial (Jacob, 1999), envolvendo predisposicdo genética e fatores
ambientais (fisioldgicos e psicoldgicos) como dieta, atividade fisica, obesidade
e fumo (Crackower, et al., 2002; Kakar, et al., 2006). De acordo com Ku (2006)
a ideia mais aceita € que a hipertensdo € causada por uma interacdo entre
fatores génicos, multiplos fatores pressores patogénicos e desordens de
fatores depressores fisioldgicos.

O tratamento para a hipertensdo se faz necessario para garantir a
sobrevivéncia do paciente bem como a qualidade de vida do mesmo (Mar et
al., 2001). A hipertensdo arterial € uma das principais causas de eventos
cardiovasculares, como infartos, insuficiéncia cardiaca e AVCs (acidentes
vascular cerebrais). E um dos fatores de risco cardiovascular mais preocupante
porque, em 80% dos casos, ndo apresenta sintomas. Um dos grandes
problemas para alcancar o sucesso do controle dos niveis presséricos durante
periodos longos estd na adesdo do paciente ao tratamento. Esta adesdo ao
tratamento pode ser aumentada se for ofertado o Produto Natural/Plantas
Medicinais que consegue reunir um enorme grupo de simpatizantes que
acreditam na acao benéfica da planta e desta forma pode beneficiar o paciente
reduzindo significativamente a morbidade/mortalidade. Além disto, as
descobertas de novas substancias com acdo inédita irdo aumentar a
probabilidade quimiocombinatéria, beneficiando maior nimero de pacientes
(Yunes et al, 2001).

Neste contexto, torna-se necessario investir em novos estudos para
identificar substancias eficazes que possam oferecer novas acdes terapéuticas

contra a hipertenséo arterial.
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5.1.3. Mecanismos fisioldgicos que atuam no controle da presséo arterial
A pressao arterial € definida como a for¢ca que o sangue exerce contra

as paredes dos vasos. Em seres humanos, a pressdo sangiinea varia
constantemente, porém, raramente desvia do normal mais do que 10 a 15%
durante o dia. Em um adulto normal os niveis pressoricos se mantém em média
entre 120 e 80 mmHg, geralmente proximo a 100 mmHg. Entretanto ela pode
ser elevada a mais de 160 mmHg em individuos com hipertensdo ou até
mesmo chegar a 0 nas pessoas que se encontram em situacdes que
comprometem a circulagcdo sangiinea normal (hemorragias) (Guyenet et al,
2006). Felizmente o organismo possui mecanismo de controle da pressao
arterial que conseguem promover uma resposta adequada frente as ocasides
gue a alteram (Guyenet et al, 2006).

De acordo com Guyton (1991) os mecanismos de controle da pressao
sanglinea podem ser classificados de acordo com o tempo necessario para
produzir uma acdo. Uma resposta rapida (podendo reagir em segundos) é feita
pelos barorreceptores, quimiorreceptores e o sistema nervoso central. O
controle dos niveis pressoéricos 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, calicreina-
cinina, fator natriurético atrial e autacdides derivados do endotélio. Os
barorreceptores estdo situados nas paredes das artérias, no seio carotideo e
arco aortico. Estes sdo receptores de extensdo que respondem alteracdes
estruturais nas paredes dos vasos (distensdo ou constricdo). Consistem na
primeira linha de defesa a hipertensdo ou hipotensdo aguda (Guyton, 1991;
Opie, 1998), ajustam tanto o tbnus vagal quanto o sistema nervoso simpatico.
Os barorreceptores respondem a taxa de aumento de presséo induzida por
deformacBes e a acdes estaticas causadas por mudancas continuas na
pressdo arterial. Eles se originam de nervos aferentes do vago e nervos
glossofaringeos e se dirigem para o nucleo do trato solitario que faz parte do
centro vasomotor na medula oblonga. Impulsos destes receptores sao
inibitérios por natureza, assim, na hipertensdo aguda os baroreflexos geram
uma transmissdo neuronal aumentada para o0 centro vasomotor, com

consequente inibicdo do sistema simpatico e aumento do ténus vagal (Opie,
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1998). Essas mudancas reduzem a forca e a frequéncia cardiaca (Opie, 1998;
Guyenet, 2006) e induzem diminuicdo da resisténcia vascular periférica.

Dessa forma um aumento agudo na pressao arterial induz mudancas
que tendem a reduzi-la. No caso de hipotensdo aguda, ha uma reducdo na
distensdo produzida pela pressdo nos barorreceptores, resultando em uma
diminuicdo da frequéncia de descarga reduzindo os sinais enviados ao centro
vasomotor e um consequente aumento da atividade simpética e inibicdo do
ténus vagal (Guyenet et al, 2006).

Também ocorre a ativagdo dos quimioreceptores devido as
concentracbes elevadas de CO, (dibxido de carbono) e as baixas
concentracbes de O, (oxigénio) no sangue. Desta forma, um sinal é enviado
aos centros cerebrais de controle da pressédo sanguinea, causando a reducédo
da mesma. Esse controle é extremamente importante durante a atividade
fisica, onde o consumo de O, pelos musculos e a excrecdo de CO, sdo
igualmente elevados (Guyenet et al, 2006).

O controle em longo prazo (horas ou dias) é feito principalmente pelos
rins. Quando a pressdo sobe além do normal os rins passam a excretar mais
agua e sal, isso reduz a volemia e faz com que o coracdo bombeie menos
sangue levando a queda da pressao arterial. Reciprocamente quando a
pressdo cai abaixo do normal ha um aumento no balanco entre fluidos que
entram e saem, aumentando assim as concentracdes dos liquidos e eletrélitos
corporais e a pressao sanguinea (Guyenet et al, 2006).

Os mecanismos intermedidrios sdo ativados minutos apds a ativacao
dos controladores neurais da pressdao. Um dos principais € o sistema renina-
angiotensina, que tem funcdo vasoconstritora ativada quando a baixa pressao
sanguinea 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 sanguinea. A renina € uma enzima glicoproteica que
catalisa a conversdo do angiotensinogénio em angiotensina |, que é convertida
em angiotensina Il pela enzima conversora de angiotensina (ECA). A
angiotensina Il causa vasoconstricdo ao longo dos vasos sanguineos corporais
e consequentemente restabelece os niveis pressoricos normais (Guyton, 1991;
Opie, 1998; Crackower et al., 2002).
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Opie (1998) propde que a liberacdo de renina pelas células
justaglomerulares ocorre em resposta a trés estimulos principais: aumento da
estimulac&o dos receptores 31 adrenérgicos; reducéo da pressao arterial renal
e diminuicdo na reabsorcao tubular de sédio (Na*).

Outros sistemas hormonais participam do controle da pressédo sanguinea
como o hormdnio antidiurético (ADH) ou vasopressina. O ADH é um hormonio
(peptidio) neurohipofisario envolvido em varios processos fisioldgicos, inclusive
regulacdo dos fluidos corporais, do toénus vascular e da contratilidade
cardiovascular. Sua ativacdo ocorre com o0 aumento da osmolaridade
plasmatica, principalmente ao sédio (Na*), e reducdo da pressao intravascular.
Atua aumentando a reabsorcdo de agua, pelos tubulos renais, sem interferir na
eliminacdo de sodio (Na'), isso contribui para a elevacdo da sobrecarga
sanguinea e consequentemente da presséo arterial (Lee et al., 2003).

Os peptideos sdo importantes no auxilio ao controle da presséao arterial,
dentre eles destacamos o peptidio natriurético atrial (PNA), que possui
propriedades diuréticas/natriuréticas e vasodilatadoras e ambas contribuem
para uma reducdo nos niveis pressoricos. Estes efeitos sdo mediados pela
ligacdo do PNA a um receptor de superficie de membrana, que ira ativar a
guanilato ciclase A (GC-A) que por sua vez aumentara as concentracdes de
cGMP (monofosfato ciclico de guanosina) (Ku, 2006) que vai inibir a quinase da
cadeia leve de miosina (MLCK) e causar vasodilatacdo. O PNA também
contribui para a inibicdo da secrecdo de aldosterona e é antagonista endégeno
da angiotensina Il (Opie, 1998).

5.1.4. Endotélio vascular e o controle do ténus vascular
O endotélio vascular € considerado um érgdo dinamico que responde a

diversos estimulos fisicos e humorais, possui uma posicdo estratégica, na
interface entre o0 sangue e o tecido que favorece o desempenho de diversas
funcBes relacionadas a homeostase vascular. Os vasos sanguineos sao
constituido de trés camadas: a camada intima, a camada média e a camada
adventicia. A camada intima consiste em uma Unica camada de células
delgadas, altamente ativas no controle da circulacdo. Elas produzem varios

compostos vasoconstritores como a endotelina, a angiotensina Il 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
oxido nitrico (NO). O endotélio através destes agentes tem influéncia sobre o
fluxo sangiiineo e ainda sobre as células circulantes, como os leucécitos, as
plaguetas e ainda sobre substancias envolvidas na coagulacdo sangiinea.
Todos estes efeitos contribuem para a modulacdo do tbnus das paredes
vasculares na hipertensédo e participam no desenvolvimento de complicacdes
aterotromboticas associadas as doencas cardiovasculares. A camada média &
composta principalmente de células musculares lisas, que com a estimulacao
apropriada contraem para estreitar o didmetro da artéria. Outro componente
desta camada € a matriz, que une as células musculares mantendo a
orientacdo correta da parede do vaso. A camada adventicia, que € a mais
externa, constituida de fibroblasto, coladgeno e poucas células além das dos
vasos sanguineos. Nela também se encontram os vasos linfaticos e nervos
autdbnomos que controlam o tdnus arteriolar (Opie, 1998).

O oxido nitrico (NO) é um radical livre, gasoso, inorgéanico e incolor, que
possui sete elétrons do nitrogénio e oito do oxigénio, tendo um elétron
desemparelhado. Até meados da década de 1980, o NO era considerado
apenas membro de uma familia de poluentes ambientais indesejaveis e
carcindgenos potenciais. Atualmente, o NO constitui um dos mais importantes
mediadores de processos intra e extracelulares. Este radical € produzido a
partir da L-arginina. Por uma reacdo mediada pela enzima NO-sintase
constitutiva (cNOS) e induzivel (iNOS). O NO apresenta um papel dubio, as
vezes benéfico, outra vezes prejudicial ao organismo. Esta envolvido no
relaxamento vascular e tem um papel de grande importancia na protecdo do
vaso sanguineo. O NO derivado das células endoteliais é atualmente
considerado essencial para a homeostase vascular e tem sido alvo para a
prevencdo de doencgas cardiovasculares. Constitui um importante mediador
citotoxico de células imunes efetoras ativadas, capaz de destruir patbgenos e
células tumorais. Possui, ainda, um papel como mensageiro/modulador em
diversos processos bioldgicos essenciais. No entanto o NO é potencialmente
toxico, a toxicidade se faz presente particularmente em situacfes de estresse

oxidativo, geragcdo de intermediarios do oxigénio e deficiéncia do sistema
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antioxidante. A caracterizacéo de ativadores e inibidores especificos da sintese
de NO constitui 0 novo desafio para o entendimento e o tratamento de véarias
doencas (Toda et al., 2007).

5.1.5. Tratamento da Hipertensao
Uma das principais estratégias no tratamento farmacologico da

hipertensdo refere-se as drogas diuréticas, que exercem suas atividades
principalmente pela reducdo do volume extracelular e do débito cardiaco. Este
efeito pode ser decorrente, entre outros, da inibicdo da bomba Na*/K*/2CI" no
ramo ascendente espesso da al¢ca de henle (diuréticos de alga), do bloqueio do
co-transportador Na*/ClI” no tdbulo convoluto distal (tiazidicos), do antagonismo
dos receptores da aldosterona (espironolactona), do bloqueio dos canais de
sédio no epitélio renal (amilorida) e/ou por alteracdes no fluxo sanguineo renal.
Por outro lado, durante o tratamento prolongado, o efeito hipotensor € mantido
devido uma reducdo na resisténcia periférica total, que frequentemente, é
acompanhada da normalizacdo do débito cardiaco e do volume extracelular.
Neste sentido, alguns autores tem postulado que os diuréticos, principalmente
os tiazidicos, podem apresentar efeito direto sobre o musculo liso vascular, que
é independente do seu efeito salurético. Ndo obstante, acredita-se que estas
drogas possam modular canais de potassio, e considerando que o efeito
natriurético prolongado pode reduzir secundariamente a concentracao
intracelular de célcio, estes efeitos poderiam resultar em vasodilatacdo e
consequentemente hipotensao (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
hemorragicos, insuficiéncia cardiaca e a insuficiéncia renal decorrentes da
hipertensdo (Cominacini et al., 2003).

Um dos maiores problemas da farmacoterapia anti-hipertensiva € a nao
adesdo ao tratamento, assim contribuindo para o inadequado controle dos
niveis pressoricos do paciente (Busnello et al., 2001; Hackam et al., 2010).
Véarios sdo os fatores que contribuem para a ndo adesdo do paciente ao
tratamento farmacologico, entre eles, destacam-se: a falta de conhecimento

sobre a doenga, ou de motivacdo para tratar uma doenca assintomatica e
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cronica; baixo nivel sécioecondmico; aspectos culturais e crencas erradas
sobre a patologia; relacionamento inadequado com a equipe de saude;
dificuldades em marcar a consulta e em ser atendido; custo elevado dos
medicamentos; ocorréncias de efeitos adversos desagradaveis; e a
interferéncia na qualidade de vida apos o inicio do tratamento (Andrade et al.,
2002; Pierin et al., 2004; Klarenbach et al., 2010).

Da mesma forma, uma das maiores dificuldades encontradas nas
terapias farmacologicas refere-se ao fato de que alguns pacientes mostram-se
refratarios aos tratamentos convencionais, enquanto outros tém seus niveis
pressoricos reduzidos substancialmente, podendo elevar o risco aos portadores
de doenca coronariana associada (Messerli et al., 2006). Neste contexto, o
investimento em novos estudos que visem investigar alternativas de prevencao
e tratamento (que possam ser utilizadas isoladamente ou aliadas as terapias
convencionais) seriam extremamente Uteis (Egan et al., 2010). Assim, uma
opcdo 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 quimicas, assim como um recurso ativo na
forma de fitoterapico padronizado e eficaz (Schenkel et al., 1999).

Diversas pesquisas utilizando plantas medicinais tém procurado
demonstrar a contribuicdo de substancias de origem natural no efeito
cardioprotetor e antihipertensivo (Suzuki et al., 2002; Testai et al., 2002), pois
se sabe, ha muito tempo, que a reducdo vigorosa da pressédo arterial a limites
préximos ao normal proporciona enormes beneficios em termos da reducédo 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 acdo que,
futuramente, talvez possa auxiliar como meio farmacolégico para o controle de

disturbios cardiovasculares.
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5.2. Objetivos
5.2.1. Objetivo Geral

Investigar a atividade diurética aguda de extratos, fracdes e infusdes de

V. minutiflora em ratos Wistar.

5.2.2. Objetivos Especificos

v Investigar a influéncia de diferentes fatores como: temperatura, tempo de
coleta da urina e adaptacdo dos animais na gaiola metabdlica no modelo
de diurese;

v Avaliar a atividade diurética aguda (dose Unica) do extrato bruto, fracéo
acetato de etila e infusdao da Verbena minutiflora utilizando modelo de

diurese em ratos.
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5.3. Metodologia
5.3.1. Avaliagcdo da Atividade Diurética

A avaliagdo da atividade diurética foi realizada no Laboratorio de Analise
Comportamental da Faculdade Guairaca. Foram utlizados grupos
experimentais constituidos por ratos Wistar, que foram acondicionados em
gaiola metabolica de aco inoxidavel, nas quais foi possivel monitorar o
consumo de agua e producao de urina.

A atividade diurética foi determinada segundo métodos previamente
descritos por (Kau et al., 1984), com pequenas modificacdes. Para estes
protocolos os animais foram divididos em trés grupos experimentais (n=6), um
grupo (controle positivo) foi tratado com furosemida, grupo tratado (extrato
metandlico, fracdo acetato de etila e infusdo) e o grupo (controle negativo) foi
tratado apenas com agua deionizada.

As administracbes foram feitas pela via oral, através do método de
gavagem. A avaliagdo da atividade diurética aguda foi testada, através da
administracdo de uma Unica dose para cada tratamento. Antes dos
tratamentos, todos os animais receberam uma solucdo de cloreto de sodio
0,9% (5 mL/100g) para impor uniformidade corporal de sal e agua (Benjumea
et al; 2005).

A atividade diurética foi feita através de protocolos separados, onde 0s
animais foram divididos em cinco grupos (n=6), que foram formados da
seguinte forma: um grupo controle foi tratado com agua deionizada (5 mL/kg do
peso corporal), outros trés foram grupos foram tratados com o extrato bruto
metandlico (10, 50, e 100 mg/kg), fracdo acetato de etila (1, 5, e 25 mg/kg) e
infus&o (5 mL/kg do peso corporal) da planta Verbena minutiflora solubilizadas
em solucédo fisiologica 0,9%, (5 mL/kg do peso corporal); e o ultimo grupo
(controle positivo) foi tratado com furosemida (10 mg/kg - 5 mL/kg do peso
corporal).

As administracdes foram feitas pela via oral, através do método de
gavagem. A avaliacdo da atividade diurética aguda foi testada, através da
administracdo de uma Unica dose para cada tratamento, 0s experimentos

foram realizados em temperatura controlada (20° + 2°C), o tempo de coleta de
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urina foi realizado em intervalos de 2 horas durante 8 horas, apdés a
administragao dos tratamentos. Ao final do experimento, todos os animais
foram anestesiados com solugéo 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 Coémite de Etica em Experimentacdo Animal.

O volume de urina foi monitorado nesses mesmos intervalos. Andlises
fisico-quimicas foram realizadas nas amostras de urina de 12 horas. Os
parametros 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 estimagcao da densidade foi feita pela massa da

amostra na balanca analitica 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
Parana (TECPAR). Até a realizacdo dos experimentos, 0os animais tiveram livre
acesso a racao e agua. A temperatura ambiente foi mantida em 20 + 2° C, com
ciclo claro/escuro de 12 horas. O numero de animais por grupo foi de 6 (seis)
individuos. Este nimero foi estimado com base em estudos prévios, dos quais
se extraiu a variabilidade esperada (variancia) e se estimou estatisticamente o
N por grupo de 6 animais, pois este numero permite que se detecte uma

diferenca maior ou igual a 20% nos parametros a serem investigados.

5.3.3. Andlise Estatistica
Os resultados para o estudo da atividade diurética foram expressos

através da Média + DP, organizados e resumidos na forma de gréficos e
tabelas. Para verificar diferencas significativas entre os grupos estudados, foi
aplicado, por meio de software “Graphpad Instat Prism 5” os testes de analise
de variancia (ANOVA). Para todos os grupos foi considerado resultado

estatisticamente significativo quando p < 0,05.
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5.4. Resultados e Discussodes

5.4.1. Andlise da atividade diurética da Verbena minutiflora

Foram analisados os resultados sobre a atividade diurética da Verbena
minutiflora através da investigacdo farmacoldgica do seu extrato metandlico
das partes aéreas, da fracdo acetato de etila e da infusdo das folhas. A
presenca de atividade diurética é constatada quando ha alterag6es do volume
de urina coletado.

Neste trabalho foi analisado o volume de urina coletado em relacdo aos
diferentes tratamentos, sendo dividido em 5 grupos de ratos (n=5), o grupo 1 -
C (controle negativo, recebeu agua deionizada), os grupos 2, 3 e 4 receberam
10, 50 e 100 mg/kg do extrato metandlico, fracdo acetato de etila (1, 5, e 25
mg/kg) e infusdo (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 0os

resultados obtidos sdo observados nas figuras 5.1; 5.2 e 5.3.
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Figura 5.1: Avaliacdo da Atividade diurética do Extrato Metanélico Bruto da Verbena
minutiflora em ratos
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Figura 5.2: Avaliacdo da Atividade diurética da Fracao Acetato de Etila da Verbena

minutiflora em ratos
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Figura 5.3: Avaliacdo da Atividade diurética da Infusdo da Verbena minutiflora em ratos

Para a verificacdo da atividade diurética foi seguido um padrdo onde o

volume de urina foi medido por meio de uma proveta graduada, a cada 2h

durante um periodo 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 metandlico € significativa quando comparada com 0 grupo

controle positivo furosemida, que € um diurético de referéncia utilizado na

clinica, devido seu mecanismo de agdo. Era de se esperar que a furosemida
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aumentasse a diurese dos animais por ser um diurético que atua nos tubulos
renais em especial na alga de Henle, o aumento do volume urinario se da por
causa da menor reabsorcédo tubular de sddio, j& que este eletrélito € bastante
reabsorvido neste segmento tubular, esta maior presenca de sodio provoca
retencdo de agua, gerando uma maior diurese. O principal mecanismo dos
diuréticos é elevar a eliminagéo renal de sal e agua, diminuindo assim o volume
de fluido intravascular intersticial e a pressdo de enchimento ventricular,
reduzindo a retencao de fluido e eliminando a congestao pulmonar, os edemas
e a pressao arterial (Araujo, et al., 2010).

A fracdo acetato de etila apresentou atividade diurética e uma potencia
maior em relag@o ao extrato metandlico e a infusdo. Nos estudos quantitativos
descritos nos capitulo 2 desta tese a fracdo acetato de etila apresentou maior
concentracdo de fendlicos e flavonoides.

A infusdo (10g de folhas mais 200mL de &gua quente) apresentou
atividade diurética menor que a furosemida, que € o diurético de referéncia,
mais mostrou atividade diurética com potencia maior em relacdo ao grupo
controle agua, sugerindo que a infusdo também promova essa atividade.

Estudo com o extrato etandlico e infusdo da Tropaeolum majus, planta
medicinal muito utilizada e conhecida popularmente como “chaguinha”, o
extrato etandlico na dose de 300mg/kg e a infusdo apresentaram efeito
diurético no modelo de diurese aguda, aumentando a excrecdo de Na'
(Gasparotto Junior, et al., 2009).

A validacao cientifica do uso de plantas medicinais é muito importante,
pois a populacdo utiliza as plantas para determinada finalidade terapéutica,
onde muitas vezes a planta ndo possui 0 principio ativo para exercer essa
funcdo. A acdo diurética das plantas citadas pela populacdo pode ser
confundida pelo préprio consumo da infuséo (cha), muitas vezes a utilizacdo da
planta medicinal proporciona o aumento da diurese, devido ao aumento da
ingestdo de liquidos na forma do cha. A comparacdo do grupo tratado com a
infusédo e o grupo 4gua com mesmos voumes de administracdo demonstra que
a infuséo possui atividade diurética.

A analise do pH foi feita utilizando-se pHmetro. Segundo estudos
realizados por (Barros & Gilvana, 2008) nao existem valores fixos para o pH da
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urina, podendo este variar durante um periodo de 25h de valores que variam
entre 5,5 até 8,0. Durante esta pesquisa ndo foram detectadas alteracdes
relevantes, pois o pH das amostras variou ligeiramente de acido a basico, 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 andlise 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. Conclusodes

Os diuréticos sdo uma classe de farmacos muito utilizados no tratamento
da hipertensédo, uma patologia que vem aumentando a incidéncia cada vez
mais na populacdo, as plantas medicinais representam potencialmente, uma
fonte alternativa no fornecimento de novas estruturas quimicas e substancias
gue podem contribuir no efeito cardioprotetor e antihipertensivo.

A analise dos resultados do modelo de diurese aguda pode se afirmar
que a Verbena minutiflora possui atividade diurética, e o efeito diurético sao
dose-dependente, onde a fracdo acetato de etila apresentou uma potencia
maior em relacdo ao extrato metandlico bruto e a infusdo da Verbena
minutiflora, esse foi um estudo prévio, onde mais investigacfes devem ser

realizadas.
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ANEXOS

Anexo 1 — Fingerprints obtidos por ESI-MS para o Extrato Etandlico das
Folhas, Flores e Caules coletados nos anos de 2009 a 2012 da Verbena
minutiflora
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Anexo 2 — Cromatograma das infusbes das folhas da Verbena minutiflora

coletada no ano de 2010
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Anexo 3 - ESI(-)-MS para Verbascosideo e Compostos Estruturalmente

Relacionados no Extrato Etandlico das Flores, coletada no ano de 2010 da

Verbena minutiflora
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Anexo 4 — Artigo cientifico intitulado Variability and Chemical Composition of
Aerials Parts of Verbena minutiflora publicado pela revista Journal of Food

Processing and Preservation

Anexo 5 — Artigo cientifico 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

Verbena minutiflora (Verbenaceae) is popularly 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
crucial. In this study, extracts and infusions of the aerial parts of V. minutiflora
(leaves, flowers and stems) were analyzed 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. Samples were analyzed by
HPLC with photodiode array detector (HPLC-DAD) and by LC-ESI-MS/MS, and
the potent antioxidants verbascoside and isoverbascoside (phenylpropanoids) and
the iridoid hastatoside were tentatively identified in extracts and infusions of the
aerial parts of V. minutiflora.

PRACTICAL APPLICATIONS

Medicinal plants are used since ancient times and are increasingly attracting
worldwide attention as functional foods or beverages. Verbena minutiflora is
popularly consumed as an infusion to reduce the levels of glucose and cholesterol
in blood. Despite its popularity, so far there is no pharmaceutical or chemical vali-
dation to support their therapeutic applications. Therefore, it is extremely impor-
tant to identify the main bioactive constituents of V. minutiflora in order for the
plant to be safely used as a phytotherapeutic resource. All extracts showed high
concentration of phenolic compounds and therefore potential antiradical capac-
ity, especially the extracts of leaves and flowers. Despite lower amounts of phenolic
and flavonoid compounds extracted by hot water, infusions showed high antiradi-
cal capacity that might be due to the presence of hastatoside, verbascoside and its
isomers. This result justifies the popular intake of infusions of V. minutiflora as a
source of antioxidant compounds.

uted preferentially in tropical and temperate regions of

INTRODUCTION America. Several species of Verbena are found in the Andean
The Verbenaceae family comprises approximately 100 region of Chile to Peru, Guyana, Venezuela, Argentina and
genera of tropical and subtropical distribution, including South and Southeast regions of Brazil (Souza et al. 2005).
the Verbena genus with approximately 250 species distrib- The Verbena genus contains medicinal plants traditionally

Journal of Food Processing and Preservation ee (2015) ee—ee © 2015 Wiley Periodicals, Inc. 1



CHEMICAL COMPOSITION OF VERBENA MINUTIFLORA

used as infusion due to therapeutic effect such as diuretic,
expectorant, anti-rheumatic (Schonbichler et al. 2013), anti-
bacterial (Herndndez eral. 2000), antifungal (Casanova
et al. 2008), anti-inflammatory (Calvo et al. 1998; Deepak
and Handa 2000; Speroni etal. 2007), analgesic (Calvo
2006) and antioxidant (Bilia et al. 2008; Casanova et al.
2008; Rehecho ef al. 2011). The major classes of secondary
metabolites present in Verbena officinalis are iridoids,
phenylpropanoids, flavonoids, triterpenes and monoter-
penes (Deepak and Handa 2000; El-Hela et al. 2010). The
iridoid verbenalin and the phenylpropanoid verbascoside
are compounds with hepatoprotective (Singh et al. 1998)
and neuroprotective effects, respectively (Sheng et al. 2002),
commonly identified in species of Verbena.

Verbena minutiflora Briq. ex Moldenke is known in Brazil
as gervdo. It is popularly consumed as a diuretic infusion
used to treat several gastrointestinal and skin disorders
(Lorenzi and Abreu Matos 2002; Panizza 2002). However,
there is no chemical or pharmacological validation to subsi-
dize the therapeutic applications. Therefore, it is important
to study the chemical composition of V. minutiflora and the
chemical variability of its bioactive compounds. The current
research aimed to investigate for the first time the main sec-
ondary metabolites in aerial parts (leaves, flowers and
stems) of V. minutiflora. Plant material was collected
throughout four consecutive years and was extracted with
ethanol to qualify and quantify the chemical variability and
antiradical capacity of V. minutiflora.

MATERIALS AND METHODS

Plant, Extracts and Infusions

V. minutiflora plant was collected in Guarapuava in Parand
state located in southern Brazil (25 23’08.57”S, 51°26°50
63”W; altitude 1,115 m). The species was identified and
classified by the Curator Osmar Ribas Santos at Municipal
Botanical Museum located in Curitiba, Parana, Brazil. A
voucher specimen of the plant was deposited and cata-
logued in the Herbarium Museum under registration no.
359683. The plant samples were collected in the same loca-
tion for four consecutive years from 2009 to 2012 and
always in November (spring season) when the plant has
many flowers and leaves.

The aerial parts of the plant (leaves, flowers and stems),
collected in 2009, 2010, 2011 and 2012, were dried at room
temperature and crushed. Samples were macerated with
ethanol (plant material/ethanol 1:20) under stirring at
room temperature. The extraction solution was filtered
every 12 h for 2 days with renewal of the solvent. Evapora-
tion of solvent was carried in a rotary evaporator to give the
crude ethanolic extracts (average extraction yield: leaves

K.C.N. SOARES ET AL.

14.27%, flowers 14.27% and stems 11.13% of dry plant
mass). The infusions of V. minutiflora were prepared with
10 g of leaves and 200 mL of boiling water. The capped
mixture was maintained for 20 min, then cooled and

filtered.

Determination of Total Phenolic and
Flavonoid Contents

The total phenolic content was measured using the Folin—
Ciocalteu method with some modifications (Schmidt et al.
2014). Methanolic standard solutions of gallic acid were
prepared from a stock solution at 1,000 mg/L. The reaction
mixtures were prepared by mixing 300 uL of gallic acid
standards at different concentrations with 500.0 L of
Folin—Ciocalteu reagent and 500.0 UL of a buffer (1.2 g of
carbonate buffer and 20.0 g of sodium tartrate in 100.0 mL
of water, pH =11.0 £0.2). The volume was adjusted with
ultrapure water to 5.0 mL. The absorbance readings were
made on UV-vis spectrophotometer at A = 760 nm. For the
samples, the same procedure was employed, simply by
replacing the gallic acid standard solutions by extract solu-
tions or infusions of V. minutiflora obtained in four con-
secutive years. Before spectrophotometric analysis, all
samples were left for 30 min in the dark to complete the
reaction. The results for extracts were expressed as milli-
grams of phenolic compounds per grams of dry extracts
(mg/g). For infusions, the results were expressed as total
amount of phenolic compounds in 200 mL of water.

Spectrophotometric determination of flavonoids was
accomplished by complexation with aluminum chloride in
methanol. Stock solutions of quercetin at 1,000 mg/L and
aluminum chloride at 5.0% (w/v) were prepared in metha-
nol (Bors et al. 1990; Buriol et al. 2009). To elaborate the
calibration curve, aliquots of 500.0 UL of standard solutions
of quercetin and 250.0 puL of AICl; solution were added. The
volume was adjusted to 5.0 mL with methanol. After
30 min, the absorbance was read at 425nm. For the
samples, the same procedure was used simply by replacing
the quercetin standard by extract solutions or infusions of
V. minutiflora. The results for extracts were expressed as
milligrams of flavonoids per grams of dry extracts (mg/g).
For infusions, the results were expressed as total amount of
flavonoids in 200 mL of water.

Evaluation of the Antiradical Capacity

The antiradical activity was determined by the spectropho-
tometric method that used 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
(DPPH) according to Rufino et al. (2009) with some modi-
fications (Schmidt et al. 2014). The reaction was carried out
by direct dilution in the cuvette by adding a fixed volume
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(25mL) of a solution of DPPH (absorbance 0.7 at
515 nm). Tests were performed with variable amounts of
the extract solutions and infusions and supplementing with
methanol to a final volume of 3 mL. For each sample, an
analytical curve was developed with the radical scavenging
percentage, RS% (100 X Ainitial — Afina/ Ainii) against extract
concentration. Ay is the absorbance of the solution con-
taining only 2.5mL of DPPH (working solution) and
500 UL of methanol PA. The final absorbance is the value
obtained after 30 min of reaction between DPPH and the
antioxidants in the extracts and infusions of V. minutiflora.
The antiradical capacity of each extract was reported as an
ICso, which is the required extract concentration to reduce
50% of the initial absorbance of DPPH solution. For infu-
sions, the antiradical capacity was reported as an ICs, value,
meaning the infusion concentration (milligrams of vegetal
material per solution volume) required to reduce 50% of
the initial absorbance of DPPH solution.

Analysis by HPLC-DAD

Extracts and infusions were analyzed by HPLC (Waters 600
Waters Technologies do Brasil Ltda, Barueri, SP, Brazil) with
UV diode array detection (Waters 2996) (HPLC-DAD).
Chromatography was performed on a Waters XT Terra MS
C18 column (250 x 4.6 mm, 5 pm) (Waters Technologies do
Brasil Ltda, Barueri, SP, Brazil) maintained at 26C and with
pre-column with the same stationary phase. The mobile
phase flow rate was 0.8 mL/min and consisted of aqueous
formic acid solution at pH 3.2 (solvent A) and acetonitrile
(solvent B). The linear gradient was performed according to
Bilia et al. (2008) and started with 87-85% of solvent A in
10 min and then to 25% in 20 min. This mobile phase com-
position was held until 26 min and then the percentage of
solvent A was gradually decreased to 5% until 28 min and
remained unchanged for 2 min. Afterward the initial elution
condition was established for subsequent injection. The
total chromatographic analysis took 31 min with a 10-min
equilibration time. The UV-vis spectra for chromatographic
peaks were recorded between 220 and 500 nm, and the
chromatograms were monitored at 240, 330 and 350 nm
according to previous reports by Bilia efal. (2008). Each
sample was injected in triplicate.

Qualitative Analysis by ESI-MS and
LC-ESI-MS/MS

The samples were analyzed by flow injection using the
autosampler of a UHPLC system coupled with a triple qua-
druple mass spectrometer equipped with ESI ionization
source (Model Acquity, Waters Corp., Manchester, UK),
available at the Department of Plant Biology, Institute of

CHEMICAL COMPOSITION OF VERBENA MINUTIFLORA

Biology (UNICAMP). The v.4.1 MassLynx (Waters Corp.)
software was used for the acquisition and data process.
Crude extracts were diluted in methanol to a final concen-
tration of 5 ug/mL and then filtered through 0.22 um PTFE
syringe filter. Sample volume of 10 and 3 UL was directly
inserted to obtain ESI-MS fingerprints and LC-ESI-MS/MS
runs, respectively. The chromatographic separation of the
components was performed using a Waters Acquity BEH Cy;
(50 x 2.1 mm i.d., 1.7 um) column at 30C. Water with 0.1%
of formic acid (solvent A) and acetonitrile (solvent B) was
used as mobile phase at a flow rate of 0.2 mL/min. The
initial condition was 95% A and 5% B changing to 100% B
in 9 min, holding during 1 min and then returning to the
initial condition and stabilizing in 12 min. Nitrogen and
argon were used as nebulizer and collision gases, respec-
tively. The electrospray ionization was obtained under the
following conditions: capillary 3.5 KV, cone+30V,
desolvation and source temperature was 150 and 350C,
respectively. For LC-ESI-MS/MS of selected ions, the energy
for the collision-induced dissociation was 25 eV. Data were
acquired in the range m/z 100-800 in negative ion mode.

Statistical Analysis

All data were statistically investigated by analysis of variance
(ANOVA) of one and two factors at 95% level of
confidence.

RESULTS

Variability of the Content of Total Phenolics,
Flavonoids and Antiradical Activity in
V. minutiflora

The determination of total phenolics, flavonoids and anti-
radical capacity was performed for extracts of leaves, flowers
and stems, separately and for infusions of leaves of
V. minutiflora, collected in the spring of the years 2009,
2010, 2011 and 2012. Overall a total of 16 samples were ana-
lyzed. The content of total phenolic compounds, flavonoids
and antioxidant activity in extracts and infusions is shown
in Table 1. For extracts, the content of phenolics and flavo-
noids was expressed as mean values plus their standard
deviation in milligrams of organic compounds per grams of
dry extract. For infusions, the total amount of phenolics
and flavonoids extracted from 10 g of leaves with 200 mL of
hot water was reported. Levels of phenolic compounds in
extracts varied widely among the aerial parts and through-
out the study period. For example, total phenolics in
extracts of stems ranged from 49.46 to 104.41 mg/g while
for extracts of leaves and flowers they varied from 118.81 to
217.99 mg/g and 73.50 to 202.55 mg/g, respectively. To
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V. minutiflora  Collection year

Total phenolics (mg/g)

Flavonoids (mg/g)

TABLE 1. TOTAL PHENOLICS, FLAVONOIDS

ICso (DPPH) (mg/L)t
AND ANTIRADICAL CAPACITY FOR EXTRACTS

Flowers 2009 176.25+£2.27° 23.33+0.47°
Leaves 2009 192.39+2.18¢ 34.47 £2.02¢
Stems 2009 104.41 £1.43° 23.10+0.28*
Flowers 2010 202.55+0.87¢ 17.18 £1.59°
Leaves 2010 217.99 £ 3.58¢ 20.61 +0.59*P
Stems 2010 79.11 +£0.95° 19.68 £ 1.64%0
Flowers 2011 195.72 + 18.82° 2218 +1.14°
Leaves 2011 207.12 +3.30%¢ 61.04 +2.40°
Stems 2011 74.50 +3.01° 23.39+2.37%
Flowers 2012 73.50 £9.24° 11.89 +£0.04¢
Leaves 2012 118.81 £9.59° 47.69 + 2.83"
Stems 2012 49.46 £ 1.39° 28.94 £ 2.87°¢
Infusion 2009 24.87 £0.95° 1.58 £0.08°
Infusion 2010 28.08+£2.11° 2.96 £ 0.02"
Infusion 2011 25.68 £1.45° 2.64 +0.00°
Infusion 2012 28.62 +0.09° 2.88+0.08"

11.21+£0.019f
10.31+0.43¢
28.69+1.12°
18.75+0.67°
12.23 £ 0.65'
26.43+0.33°
16.69+0.21'
19.75 £ 0.439"
27.60 + 0.06%°
20.49 £ 0.62"
19.23 £0.54¢
45.68 £ 0.24¢
391.77 £27.33°
358.45+11.61°
415.93 +16.79°
330.59 + 13.06°

AND INFUSIONS OF THE AERIAL PARTS OF
VERBENA MINUTIFLORA COLLECTED FROM
2009 TO 2012

Different letters within a column mean statistical difference P < 0.05 by Fisher’s least significant

difference and Tukey's honestly significant difference tests.

T For extracts ICso is expressed as milligrams of extracts per volume of solution. For infusions ICsq

is expressed as milligrams of vegetal material per volume of solution.
DPPH, 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl.

highlight this variability among chemical constituents and
antiradical capacity, a one-way ANOVA was carried out and
results were summarized in Table 1.

Additionally, a two-way ANOVA was carried out to
further investigate the influence of the factors year of collec-
tion and parts of the plant on the phenolic content, flavo-
noids and antiradical capacity of the extracts. All factors as
well as the interaction between them were highly significant
(P <0.00000). The part of the plant extracted was the most
important factor to influence the average levels of phenolics
and flavonoids and the antiradical capacity of extracts. On
average, the ethanol extracts of leaves and flowers had sig-
nificantly higher phenolic content than the ethanol extract
of the stems regardless of the year of collection (Fig. 1).
Consequently, the leaves and flowers presented the best
antiradical capacity.

Regarding V. minutiflora infusions, high and constant
concentration of phenolic components was observed
throughout the study period that resulted in excellent anti-
radical capacity (Table 1).

Chemical Composition and Analysis of the
Annual Chemical Variability of Aerial Parts
of V. minutiflora

The negative ion mode ESI(-)-MS fingerprints obtained for
the extracts of flowers collected throughout the years 2009
to 2012 and the ESI(-)-MS fingerprints of the extracts of all
the aerial parts of V. minutiflora analyzed in 2010 are shown
in Fig. 2 and Fig. 3, respectively. The other fingerprints are
available in the supplementary material.

ESI(-)-MS fingerprints for extracts of V. minutiflora show
that this species has a chemical composition similar to other
species of the same genus (Deepak and Handa 2000;
Castro-Gamboa and Castro 2004; Bilia ef al. 2008; Funes
et al. 2009; Rehecho et al. 2011; Schonbichler et al. 2013).
Ions [M-H]™ m/z 403 and 623 were tentatively assigned
to the iridoid hastatoside and the phenylpropanoids
verbascoside and/or isoverbascoside based on interpretation
of their ESI(-)-MS/MS fragmentation pattern and compari-
son with data from the literature (Funes efal. 2009;
Rehecho et al. 2011). These compounds were mainly identi-
fied in extracts of leaves and flowers regardless of the year
of collection and are commonly present in other species
of Verbenas (Deepak and Handa 2000; Castro-
Gamboa and Castro 2004; Bilia et al. 2008; Funes et al. 2009;
Rehecho et al. 2011; Schonbichler et al. 2013). V. minutiflora
was always collected in the spring because it is a deciduous
plant that loses its leaves during fall and winter leaving only
bare branches and stems. As the leaves and flowers of
V. minutiflora are the richest in bioactive metabolites and
these parts are absent in autumn and winter, this study was
not undertaken to evaluate seasonal variability of secondary
metabolites of V. minutiflora (Gobbo-Neto and Lopes
2007).

The constituents of V. minutiflora were tentatively identi-
fied by HPLC-DAD and ESI(-)-MS/MS by comparing the
observed UV spectra (HPLC-DAD; Fig. 4) and MS (ESI[-]-
MS/MS; Fig. 5) of peaks observed with data reported in the
literature (Bilia et al. 2008; Funes et al. 2009; Rehecho et al.
2011). These researchers monitored the presence of iridoids,
phenylpropanoids and flavonoids in V. officinalis by HPLC/
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FIG. 1. INTERACTION PLOT FOR FACTORS YEAR OF COLLECTION AND
PLANT PART TO THE AVERAGE LEVELS OF PHENOLICS, FLAVONOIDS
AND ANTIRADICAL CAPACITY IN VERBENA MINUTIFLORA
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DAD/ESI/MS at wavelengths of 240, 330 and 350 nm,
respectively (Bilia efal. 2008; Funes efal. 2009; Rehecho
etal 2011).

Figure 4 shows the chromatograms obtained by HPLC/
DAD for the ethanol extract of the leaves 2010 of
V. minutiflora. The chromatograms for infusions are shown
in the supplementary material. The peak at 10 min in the
chromatogram detected at 240 nm was assigned to the
iridoid hastatoside. Likewise, the chromatograms moni-
tored at 330 nm have a peak at 21 min, which is indicative
of the phenylpropanoid verbascoside or isoverbascoside or
another isomer previously reported for Verbena (Bilia et al.
2008).

To tentatively identify the main chemical components of
V. minutiflora, ESI-MS/MS analysis was carried out with
electrospray ionization in the negative ion mode. By inspec-
tion of the fragmentation pattern and comparison with data
from the literature (Bilia et al. 2008), the presence of iridoid
hastatoside was attributed to the ion [M-H]~ of m/z 403
(Fig. 5A) and the isomers verbascoside and isoverbascosde
to the ion [M-H]~ of m/z 623 (Fig. 5B).

The base peak in the spectrum of hastatoside is at m/z
195, caused by the loss of 208 Da, consistent with the loss of
a glycoside unit (179 Da) and 28 Da for the loss of a neutral
molecule CO [M-2H-179-CO]". Other fragment ions are
observed at m/z 358 corresponding to a loss of 46 Da, which
can be explained as [M-OCH;-CH;], and at m/z 237
[M-H-163-3H]~.

The presence of various derivatives of the phenyl-
propanoid verbascoside is inferred by the occurrence of
several ions [M-H]™ at m/z 623 with different retention
times and with identical fragmentation pattern (Figs. S4
and S5 at supplementary material). Verbascoside is slightly
more polar than isoverbascoside and has a lower retention
time on reverse-phase chromatography than its isomer
(Bilia et al. 2008).

The ESI-MS/MS spectrum of verbascoside showed its
deprotonated ion at m/z 623. Fragment ion at m/z 461 is
formed by the loss of 162 Da from the deprotonated
molecular ion [M-H-162]" or either by the loss of 163 Da
directly from the molecular ion. This fragmentation might
involve the loss of the caffeoyl unit or the rhamnose unit. A
similar fragmentation pathway might produce the ion at
m/z 161 by the loss of 462 Da from the deprotonated
molecular ion [M-H-462]".

DISCUSSION

Phenolic compounds have been extensively studied because
of their many health benefits as antioxidants and for the
prevention of chronic inflammatory diseases, cardiovascular
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FIG. 2. ESI(-)-MS OF THE ETHANOL EXTRACTS OF FLOWERS OF VERBENA MINUTIFLORA COLLECTED FROM 2009 TO 2012

diseases, cancer and diabetes (Atoui etal. 2005; Acosta-
Estrada er al. 2014).

The chemical analysis of infusions of V. minutiflora
showed a similar concentration of bioactive components

regardless of the year of extraction. It is worth noting that
infusions showed antiradical scavenging activity and then
the potential to have antioxidant activity in vivo. The results
show that the infusion of roughly 0.4g of leaves of
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FIG. 3. ESI(-)-MS OF THE ETHANOL EXTRACTS OF THE LEAVES, FLOWERS AND STEMS OF VERBENA MINUTIFLORA COLLECTED IN 2010

V. minutiflora might present antioxidant potential. There-
fore, the popular intake of V. minutiflora as infusions is jus-
tified as a source of antioxidants (Table 1). Teas and
infusions are some of the most widely consumed beverages
due to their refreshing and mildly stimulating effects and
also play an important role in supplying a number of nutri-
tional elements to the human diet (Malik efal. 2008).
Drinking tea is associated with reduced cholesterol, the pre-
vention of oxidation of low-density lipoproteins and
decreased risk of cardiovascular disease and its regular con-
sumption can contribute to the daily nutritional needs and
is also considered an important source of antioxidant
(Almajano et al. 2008; Malik et al. 2008; Karak and Bhagat
2010; Sang et al. 2011).
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Other medicinal plants of the genus Verbena have
demonstrated high antiradical capacity such as V. officinalis
L. with IG5 =21.04+1.61 pg/mL and IC5=33.8%
0.43 pg/mL for the hydroalcoholic and aqueous extracts of
aerial parts (Rehecho et al. 2011).

The chemical profiles of the extracts of leaves and flowers
were similar but had qualitative differences when compared
with stem extracts. In general, the ESI(-)-MS fingerprints
showed that there was no substantial change on the qualita-
tive composition of the extracts during the 4 years of study
(Fig. 2), indicating that the metabolism of the plant was not
significantly altered by specific weather variation. As known,
the secondary metabolites in plant occur at different con-
centrations and might be affected by changes in environ-
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mental conditions, such as seasonality, rainfall, temperature,
altitude, nutrient availability and atmospheric pollution. A
study is currently in progress in our research group to assess
if there was a statistically significant annual variation in the
amounts of the main metabolites of V. minutiflora.
However, it is important to note that the antiradical capac-
ity kept the same trend throughout the years of the study
and extracts of leaves and flowers had higher antiradical
capacity than extracts of stems (Fig. 1), regardless of the
year of collection.

The period of plant collection is known as one of the
most important factors to affect metabolite composition
and seasonal variations of the content of almost all classes
of secondary metabolites such as phenolic acids, flavonoids
and iridoids, among others, have been reported. Plants gen-
erally have higher levels of their secondary metabolites in
the spring and tend to decrease in autumn (Gobbo-Neto
and Lopes 2007).

In this study, the main metabolites of V. minutiflora,
hastatoside, verbascoside and isoverbascoside were tenta-
tively identified through their fragmentation pattern by
ESI(-)-MS/MS. These compounds have been isolated and
identified by some authors for different species of the genus
Verbena (Deepak and Handa 2000; Castro-Gamboa and
Castro 2004; Bilia eral. 2008; Rehecho etal. 2011;
Schonbichler et al. 2013). Yet it is the first time that these
compounds are reported for the species V.minutiflora.
Several biological activities are known for the
phenylpropanoid  verbascoside as anti-inflammatory,
gastroprotective, antimicrobial, antitumor and antioxidant
activities. This compound and others structurally related
may be the chemical compounds responsible for the potent
antioxidant activity of Verbena extracts and infusions
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(Funes et al. 2010; Singh et al. 2010). Furthermore, Funes
etal. (2009) carried out acute oral toxicity assessment in
mice to evaluate the effect of oral intake of lemon verbena
(Lippia citriodora), a plant belonging to the Verbenaceae
family that shows high levels of verbascoside. The authors
tested an extract containing a high content of verbascoside
to establish the approximate oral LDs, in mice. No sign of
toxicity at a concentration as high as 2,000 mg/kg was
observed.

To conclude, this is the first report about the chemical
composition of V. minutiflora. LC-ESI(-)-MS/MS analysis
allowed to suggest the presence of hastatoside, verbascoside
and isoverbascoside in extracts and infusions of
V. minutiflora. These metabolites have been identified for
other plants of the genus Verbena. The analysis of the
annual variability of the chemical composition of the aerial
parts of V. minutiflora showed that there was no significant
change in the profile of secondary metabolites, but quanti-
tative differences were found in the content of phenolic
compounds and consequently in the power of the antiradi-
cal capacity. Overall, the ethanol extracts of leaves and
flowers had significantly higher levels of phenolic com-
pounds than the ethanolic extract of the stems, indepen-
dently of the year of collection. The results support the
popular use of the herbal infusion or phytochemical formu-
lations of V. minutiflora as all extracts showed high concen-
tration of phenolic compounds and therefore potential
antiradical capacity, especially for extracts of leaves and
flowers. The infusion of V. minutiflora is a good source of
phenolic compounds and showed high antiradical capacity
that might be due to verbascoside and its isomers but also to
the presence of iridoids. This result reinforces the popular
use of V. minutiflora as infusions.
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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, 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) ug ml™, phenylpropanoids (1996.39 — 2674.13) ug ml™ and
verbascoside (1029.38 — 1456.42 pug ml™) in infusions support the popular consume of

V. minutiflora.

Keywords: Medicinal plants; Verbenaceae; Gervao; 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)
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