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RESUMO
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Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas
Universidade Federal de Santa Maria

CONTROLE DE QUALIDADE E ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE
VERBENA LITORALIS KUNTH

AUTORA: Rachel de Lima
ORIENTADORA: Melania Palermo Manfron
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 31 de julho de 2013.

Verbena litoralis Kunth pertence a familia Verbenaceae € nativa da América
do Sul, podendo ser encontrada nas regides tropicais e subtropicais, principalmente
nas regides temperadas do hemisfério sul e pouco nas regides temperadas do
hemisfério norte. E conhecida popularmente como gervaozinho-do-campo ou erva-
de-pai-caetano e utilizada na medicina tradicional como antidiarréico, antifebrifugo e
em desordens gastrintestinais. E uma planta herbacea perene, possui caule ereto,
quadrangular e folhas ovadas, ovado-lanceoladas, lanceoladas, espatuladas ou
lineares, suas inflorescéncias séo longas e pouco densas de cor lilas. O objetivo
deste trabalho foi realizar o controle de qualidade fisico-quimico das partes aéreas
da droga vegetal, realizar o doseamento de polifendis, flavondides e taninos
provenientes das quatro estacfes do ano, extrair o 6leo essencial, assim como
submeter esses extratos juntamente com o 6leo de V. litoralis ao ensaio de atividade
antimicrobiana. No controle de qualidade fisico-quimico realizado nas quatro
estacdes do ano verificou-se que a perda por dessecacdo e a porcentagem de
matéria estranha estdo de acordo com os valores estabelecidos para drogas
vegetais. A coleta realizada no outono apresentou o maior teor de cinzas totais,
cinzas insoluveis e cinzas sulfatadas. O indice de intumescéncia foi mais elevado no
outono e o indice de amargor foi maior no inverno. As dosagens de polifendis e
taninos apresentaram valores mais elevados no inverno, enquanto que o teor de
flavondides foi maior no outono. Na determinacéo da atividade antimicrobiana in vitro
dos extratos hidroetandlicos e do Oleo essencial de V. litoralis frente a
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Providéncia rettgeri,
Streptococcus agalactiae, Micrococcus luteus, Staphylococcus intermedius, Proteus
mirabilis, Klebisiella pneumoniae, Salmonella pullorum, Listeria monocytogenes,
Enterococcus faecalis, Candida albicans, Cryptococcus neoformans e Aspergillus
fumigatus foram verificadas que todas as bactérias apresentaram sensibilidade
frente aos extratos das quatro estagcbes do ano, com excecdo de Aspergillus
fumigatus. A maior sensibilidade dos micro-organismos para os extratos foi na coleta
de inverno. O 06leo de V. litoralis apresentou atividade antimicrobiana frente a
Providéncia rettgeri, Streptococcus agalactiae, Micrococcus luteus, Staphylococcus
intermedius e Klebisiella pneumoniae, sendo cis-crisantenol, neo-verbanol, isobornil
propanato, mirac aldeido, ternine, isofilocladeno e fenil etil antranilato os compostos
majoritarios do Oleo.

Palavras-chave: Verbena litoralis. Parametros fisico-quimicos. Atividade
antimicrobiana. Oleo essencial.
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Verbena litoralis Kunth belongs to the family Verbenaceae is native to South
America and can be found in tropical and subtropical regions, mainly in temperate
regions of the southern hemisphere and some temperate regions of the northern
hemisphere. It is popularly known as gervaozinho of field or herb-of-father-caetano
and used in traditional medicine against diarrhea, against fever and gastrointestinal
disorders. It is a herbaceous perennial has erect stems, ovate leaves and
guadrangular, ovate-lanceolate, lanceolate, spatulate or linear, its inflorescences are
long and sparcely lilac. The aim of this study was to control physical and chemical
quality of the aerial parts of the plant drug, perform the assay of polyphenols,
flavonoids and tannins from the four seasons, extract essential oil, as well as submit
these extracts together with the oil of V. litoralis to test antimicrobial activity. In quality
control physicochemical conducted in four seasons found that the loss on drying and
the percentage of foreign matter are in agreement with the values established for
herbal drugs. The collection realized in the autumn had the highest content of total
ash, insoluble ash and sulphated ash. The swelling index was higher in autumn and
bitter index was higher in the winter. Dosages of polyphenols and tannins showed
higher values in winter, while the flavonoid content was higher in the fall. In
determination the in vitro antimicrobial activity of hydroethanolic extracts and
essential oil of V. litoralis front of Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Providencia rettgeri, Streptococcus agalactiae, Micrococcus luteus, Staphylococcus
intermedius, Proteus mirabilis, Klebisiella pneumoniae, Salmonella pullorum, Listeria
monocytogenes, Enterococcus faecalis, Candida albicans, Cryptococcus neoformans
and Aspergillus fumigatus were found that all bacteria showed sensitivity to the
extracts of the four seasons, with the exception of Aspergillus fumigatus. The greater
sensitivity of micro-organisms to the extracts was collection in the winter. The oil of V.
litoralis showed antimicrobial activity against the Providence rettgeri, Streptococcus
agalactiae, Micrococcus luteus, Staphylococcus intermedius and Klebisiella
pneumonia and cis-chrysanthenol, neo-verbanol, isobornyl propanate, myrac
aldehyde, ternine, isophyllocladene, phenyl ethyl anthranilate are the major
compounds of the oil.

Key words: Verbena litoralis. Physico-chemical parameters. Antimicrobial activity.
Essential oil.
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1 INTRODUCAO

Os produtos naturais séo utilizados pela humanidade desde tempos remotos.
A busca por alivio e cura de doencas pela ingestdo de ervas e folhas talvez tenha
sido uma das primeiras formas de utilizacdo dos produtos naturais. A histéria do
desenvolvimento das civilizagcbes oriental e ocidental é rica em exemplos da
utilizacdo de recursos naturais na medicina, no controle de pragas e em
mecanismos de defesa, destacando-se a civilizacdo Egipcia, Greco-Romana e
Chinesa. A medicina tradicional chinesa estuda até hoje espécies e preparados
vegetais na busca pelo entendimento de seu mecanismo de acdo e no isolamento
dos principios ativos (VIEGAS; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

Plantas medicinais sdo os mais antigos produtos no mundo de cuidado com a
saude ja conhecidos. A sua importancia esta crescendo cada vez mais nos centros
urbanos. Por isso, as plantas medicinais estdo sendo o foco de pesquisas
fitoquimicas e farmacolégicas para o desenvolvimento de novos medicamentos (LlI;
OHIZUMI, 2004). As plantas sdao uma fonte importante de produtos naturais
biologicamente ativos, muitos dos quais se constituem em modelos para a sintese
de um grande numero de farmacos (GUERRA; NODARI, 2004).

O Brasil € o pais com maior diversidade vegetal do mundo contando com
mais de 55.000 espécies catalogadas de um total estimado entre 350.000 e 550.000
(GUERRA; NODARI, 2004). Muitas vezes a comercializacdo de plantas medicinais é
feita em farmacias e lojas de produtos naturais, sendo que comumente no Brasil
plantas medicinais sdo vendidas em feiras e mercados populares. Entretanto, as
suas supostas propriedades farmacologicas ndo possuem validade por nédo terem
sido comprovadas cientificamente (VEIGA-JUNIOR, 2005).

Pesquisadores de varios campos da ciéncia véem nos metabdlitos
secundarios vegetais uma fonte promissora de novas moléculas para o
desenvolvimento de novos farmacos. Assim, por serem fatores de interacédo entre
organismos, 0s metabdlitos secundarios apresentam frequentemente varias
atividades farmacoldgicas. Portanto, ha um interesse crescente nessas substancias
nas areas alimentar, agrondmica, cosmética e farmacéutica (SANTOS, 2004).
Metabolitos secundarios como os flavonoides apresentam interesse econdmico

devido a suas diferentes propriedades. Ensaios biolégicos revelam que os
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flavondides demonstram efeitos antimicrobiano, antiviral, antiulcerogénico,
antineoplasico, citotdéxico, antioxidante, antihipertensivo, hipolipidémico e
antiinflamatorio (MACHADO et al., 2008).

Nas décadas recentes produtos vegetais antimicrobianos ganharam interesse
especial por causa da resisténcia a antibiéticos que alguns micro-organismos tém
adquirido (ESSAWI; SROUR, 2000). O uso de antimicrobianos necessita de critérios
rigorosos por conta dos efeitos colaterais produzidos pela grande maioria desses
compostos. Assim, a pesquisa com extratos, fracdes e 6leos essenciais oriundos de
espécies vegetais visa a uma possivel aplicacdo racional de principios ativos no
tratamento de infeccbes causadas por fungos, bactérias, parasitas e virus (ARAUJO
et al., 2004).

Muitas espécies vegetais sdo usadas na medicina popular para diferentes
finalidades e poucos estudos tém avaliado o potencial medicinal dessas substancias
ativas (MONTEIRO et al., 2005). O uso tradicional de uma planta pode ser uma pré-
triagem quanto a utilizacdo terapéutica desta. Entre as inUmeras espécies vegetais
de interesse medicinal encontram-se as plantas do género Verbena utilizadas
popularmente como antitérmico, antiespasmadico, anti-inflamatorio, antidiarrérico,
antioxidante, analgésico (ADAMS et al., 2009; TURKER, YUCESAN, GUREL, 2010).

Para avaliar os usos populares de Verbena litoralis, este trabalho teve como
objetivo realizar o controle de qualidade fisico-quimico, realizar o doseamento de
polifendis, flavonoides e taninos dos extratos brutos provenientes de coletas das
quatro estacdes do ano, extrair o 6leo essencial, assim como submeter os extratos

juntamente com o 6leo de V. litoralis ao ensaio de atividade antimicrobiana.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Verbena litoralis Kunth

A espécie Verbena litoralis pertence a familia Verbenaceae a qual ocorre nas
regides tropicais e subtropicais, principalmente nas regides temperadas do
Hemisfério Sul e em menor quantidade nas regides temperadas do Hemisfério
Norte, compreendendo cerca de 175 géneros e 2800 espécies. No Brasil ocorrem 17
géneros e cerca de 250 espécies (BARROSO, 1991; LORENZI, 2005; BUENO;
LEONHARDT, 2011).

Esta familia esta entre as dicotileddneas com principios ativos aromaticos, €
considerada importante por ter alguns de seus representantes utilizados na medicina
popular devido a suas propriedades digestivas (GOULART; MARCATI, 2008).

O género verbena se caracteriza por possuir o par superior de estames sem
apéndice no conectivo, este Ultimo ndo ultrapassado pelas tecas; estilete até trés
vezes 0 comprimento do ovario; calice maduro geralmente do mesmo comprimento
que as clusas; corola infundibuliforme; inflorescéncias em pleiobétrios heterotéticos
de trés a muitas florescéncias; caule com clorénquima cortical em uma banda
descontinua com colunas de colénquima e esclerénquima nos angulos e namero
cromossOmico igual a sete e seus multiplos (BOTTA, 1989).

A espécie Verbena litoralis é conhecida como gervaozinho-do-campo ou erva-
de-pai-caetano, uma planta herbacea perene, as vezes um pouco lenhosa na base,
com até 2 metros de altura. Apresenta caule ereto, muitas vezes profusamente
ramificado, quadrangular de até 1,2 cm de espessura na base. Essa espécie é
nativa da América do Sul sendo também conhecida na América Central e do Norte,
Africa, Australia e Oceania (RZEDOWSKI; RZEDOWSKI, 2002). Vegeta na regiéo
andina do Chile ao Peru, Guianas, Venezuela, Argentina e regides sudeste e sul do
Brasil, pode ser também encontrada na Austrdlia e Africa (LORENZI, 2000),
apresenta folhas ovadas, ovado-lanceoladas, lanceoladas, espatuladas ou lineares,
de base afiliada com peciolo curto, suas inflorescéncias séo longas e pouco densas
de cor lilds (SOUZA, 2005).
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Figura 1 — Verbena litoralis Kunth
Fonte: http://www.actaplantarum.org/cpgl414/displayimage.php?album=2797&pos=0

Esta espécie é utilizada em diarréias, desordens gastrintestinais, como
desintoxicante do organismo, pelas propriedades antifebris, em doencas
sexualmente transmissiveis, febre tiféide e amidaglite (CACERES, 1999; LI et al.,
2003c; CASTRO-GAMBOA; CASTRO, 2004).

Dentre o0os compostos isolados em extratos de V. litoralis temos a
verbenachalcona que é o primeiro exemplo de dihidrochalcona dimérica com uma
ligacdo interchalcona através de oxigénio (LI et al., 2001).

As dihidrochalconas sao de ocorréncia esporadica na natureza e as diméricas
extremamente raras. Somente dois compostos brackenin e cinnabarone formados
por duas dihidrochalconas unidas por uma ligacdo carbono-carbono séo relatados
(LI et al., 2001).

Carrillo-Rosario e Diaz de Ramirez (2006) estudaram a atividade antimalarica
in vivo de extratos aquosos obtidos de trés espécies de plantas usadas na medicina
popular venezuelana como febrifugas e ou antimalaricas. Dentre as espécies
estudadas, V. litoralis, na dose de 500 mg/Kg/dia administrado oralmente inibiu em
43% o crescimento do parasita Plasmodium berghei em ratos albinos, dado esse,
segundo os autores, altamente significativo.

Segundo Castro e colaboradores (1990), o acido 3,4 dihidroxicinamico,
composto derivado do acido cafedilico, introduzido em grandes moléculas como
verbascosideo (isolado de V. litoralis) constituem uma nova alternativa para

guimioterapia antiviral agindo principalmente contra herpes simples e influenza A. Os


http://www.actaplantarum.org/cpg1414/displayimage.php?album=2797&pos=0
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extratos desta espécie vegetal aplicados topicamente se mostram efetivos para
curar eritemas causados por picadas de insetos.

Compostos que possuem propriedades as quais aumentam a habilidade do
fator de crescimento neural (NGF) estimulando o crescimento de células PC12D,
podem ser Gtil no tratamento de doengas neuroldgicas tais como mal de Parkinson,
Alzheimer, doenca de Huntington, esclerose amiotréfica lateral e virus da
imunodeficiéncia humana associada a deméncia. Li e colaboradores (2003a)
estudando a acdo de diferentes substancias isoladas em extratos de V. litoralis
sobre o fator de crescimento constataram que a dihidrochalcona dimérica
litorachalcona aumentou NGF, mediado pelo crescimento de células PC12D quando
avaliadas frente a cultura de células de ratos Wistar. Em outro trabalho dos mesmos
autores, gelsemiol, litoralisona, verbenachalcona (Figura 2) e os esteroidais
estigmasterol-5 ene 383, 4B, 7a, 22a—tetraol e o estigmasterol 5—ene 33, 7a, 22a-triol,
analisados juntamente com &cido ursolico e acido oleandlico apresentaram
potencializacdo do NGF (LI et al., 2003c). A mesma atividade foi observada para o
gelsemiol 6-trans-cafeoil-1-glicosideo quando analisado juntamente com quatro
glicosideos feniletandides, acteosideo, 2-acetilacteosideo, jionosideo, e
isoverbascosideo (LI et al., 2003b).

Castro-Gamboa e Castro (2004) estudando o extrato bruto de V. litoralis e 0os
iridoides isolados, (6S-hidroxi-8S-metil-4-metileno-hexahidro-ciclopentan|c]piran-3-
ona e 6S, 9S-dihidroxi-8S-metil-4-metileno-hexahidro-ciclopenta[c]piran-3-ona),
obtiveram atividade antimicrobiana moderada quando avaliados por bioautografia

frente Bacillus subtilis e Klebsiella pneumoniae.
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Figura 2 - Verbenachalcona
Fonte: LI et al, 2001

A oxidacdo nos sistemas bioldgicos ocorre devido a acdo dos radicais livres
no organismo. Os flavonoides, que ocorrem naturalmente em plantas tém atividade
antioxidante sendo que a ingestdo de quercetina e catequina estd associada a
reducdo do colesterol (LDL) e da agregacao plaquetaria contribuindo para a
diminuicdo da lesdo aterosclerdtica (SOARES, 2002; ABE et al., 2007). Através do
método do DPPH utilizando o reagente 2,2-difenil-1-picrilhidrazila, utilizado para
verificar a capacidade de determinadas substancias de neutralizarem radicais livres
(CHOI et al., 2002) o extrato de V. litoralis apresentou inibicdo de 50% da
concentracéo (ICsp de 31,08 pg/mL) sendo mais eficaz quando comparado a outros
extratos vegetais. Como exemplo, podemos citar Platypodium elegans em que seu
ICso foi de 184,92 pug/mL e Brosimun guianense (ICso de 119,31 pg/mL). Ja em
relacdo a rutina utilizada como controle, a atividade antioxidante foi menor (ICsp de
14,16 pg/mL) (MENSOR et al., 2001).

2.2 Controle de qualidade

Qualidade é o conjunto de critérios que caracterizam a matéria-prima para o
uso ao qual se destina. A partir do estabelecimento dos parametros de qualidade
para a matéria-prima vegetal a qualidade do produto final estara na maior parte
assegurada (FARIAS, 2004).
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Dentre os fatores que afetam a qualidade de um produto vegetal estdo as
condi¢bes do clima e do solo fundamentais no rendimento de principios ativos.
Existe um consenso de que plantas silvestres concentrariam maior quantidade de
principios ativos do que as cultivadas, no entanto plantas silvestres que crescem a
beira de caminhos ndo devem ser colhidas devido aos riscos de contaminacao.
Orgdo ou parte utilizada da planta também deve ser considerado, no entanto
existem casos em que por contarmos com uma adequada distribuicdo dos principios
ativos pode-se usar toda planta. A época da colheita também € outro fator, ja que
algumas espécies devem ser colhidas na primavera e outras no inverno devido a
variacdo de concentracao de seus principios ativos (ALONSO, 2008).

Para as espécies vegetais que nao constam em coédigos oficiais, formularios e
ou Farmacopéias, é necessario que se elabore uma monografia da matéria-prima
vegetal estabelecendo parametros de qualidade.

A origem geografica exata e as condicbes de cultivo, estagio de
desenvolvimento, colheita, secagem e armazenamento, bem como tratamentos com
agrotoxicos, descontaminantes e conservantes devem ser conhecidos, pois sao
variantes que podem influenciar na qualidade da matéria-prima vegetal (FARIAS,
2004).

As drogas vegetais apresentam frequentemente certas impurezas que podem
ser representadas por Orgdos da propria planta, fragmentos de outras plantas,
materiais de outra origem como areia ou terra que ndo fazem parte do farmacégeno,
ainda presenga de fungos, insetos e outros materiais contaminantes
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). O mesmo ¢ preconizado pela Organizac&o
Mundial de Saude (OMS) especificando auséncia de contaminacdes visiveis por
fungos ou insetos, bem como outras contaminagcdes animais, em materiais vegetais
para fins medicinais (WHO, 1998). De maneira geral, o percentual maximo aceitavel
de elementos estranhos é 2%, porém existem algumas exce¢bes como Melissa
officinalis em que a Farmacopéia Brasileira (2010) admite para seus caules e flores
até 10% de material estranho.

A determinacdo do teor de cinzas totais permite a verificacdo de impurezas
inorganicas nao-volateis que podem estar presentes como contaminantes. Isto inclui
as cinzas fisiolégicas as quais séo derivadas do proprio tecido da planta e as néo-
fisiologicas as quais séo residuos de matéria estranha como areia e solo que podem

estar aderidas na superficie da planta (WHO, 1998). Pereira e colaboradores (2011)
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ao analisarem sazonalmente o conteudo de cinzas totais de Morus alba obtiveram
20,48%, 9,57%, 11,88% e 17,86% no outono, inverno, primavera e verao
respectivamente.

A determinacado de cinzas insoluveis em acido cloridrico permite a verificacao
de contaminantes como residuo de terra ou areia. Barni e colaboradores (2009) ao
analisarem as cinzas insollveis de Ipomoea pes-caprae obtiveram 12,60% nas
folhas, 6,85% no caule e 8,48% na planta inteira. O acido consome as cinzas
fisiologicas expressando o conteudo em derivados de silica e constituintes silicosos
decorrentes da contaminacdo da droga com areia, pedra e terra (CIRIO et al., 2003;
MARQUES, 1996).

Cinzas sulfatadas sédo representadas pelo residuo nao volatilizado apés
calcinagdo com &cido sulfarico concentrado. Casoti (2012) em seu estudo com trés
amostras de Pithecoctenium echinatum obteve 7,15%, 7,10% e 7,57% de cinzas
sulfatadas. Os metais presentes na droga convertem-se em sulfatos e como estes
sdo mais resistentes ao calor, permitem obter resultados mais precisos do que
agueles obtidos somente com calcinacdo (SHARAPIN, 2001).

O excesso de umidade em matérias-primas vegetais permite a acdo de
enzimas, podendo acarretar a degradacdo de constituintes quimicos, além de
possibilitar o desenvolvimento de fungos e bactérias (FARIAS, 2004). Alvarenga e
colaboradores (2009) avaliaram o teor de agua de folhas de guaco através do
método gravimétrico obtendo 9,55%, 11,11% e 12,71% nas trés amostras
analisadas. O teor maximo de umidade estabelecido nas diferentes farmacopéias
varia entre 8 e 14%, com poucas excec¢oes especificadas nas monografias.

O indice de amargor é calculado como o valor reciproco da maior diluicdo em
que o sabor amargo € percebido. A sensibilidade individual da pessoa que ira
experimentar a solucdo da planta deve ser determinada. Para isso € empregado
uma solucdo de uma substédncia amarga, geralmente cloridrato de quinina, cujo
indice de amargor é 200.000 (FARIAS, 2004). Segundo Frasson e colaboradores
(2003) o caule de Caesalpinia ferrea ndo pode ser considerado fortemente amargo,
pois o indice de amargor encontrado foi de 1,68 unidades/g. Plantas medicinais que
contém um forte sabor amargo séo utilizadas terapeuticamente, pois o amargor
estimula as secrecdes do trato gastrointestinal, principalmente do suco gastrico
(WHO, 1998).
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A mucilagem é composta por derivados de carboidratos que provavelmente
representam produtos de decomposicao de celulose (PRATT, YOUNGKEN, 1951).
Drogas contendo mucilagens sdo analisadas através da determinacao do indice de
intumescimento que corresponde ao aumento do volume de 1 g da amostra apds o
intumescimento em contato com um volume pré-estabelecido de 4gua por 4 horas.
Davilla elliptica e Davilla rugosa apresentam 4,1% e 2,2% de indice de
intumesceéncia, respectivamente (JACOME et al., 2010), de acordo com Costa
(1972), a quantidade de mucilagens esta diretamente relacionada com a atividade

antidiarreica por reterem agua.

2.3 Metabdlitos secundarios

Os metabdlitos primarios sdo responsaveis pela sobrevivéncia do vegetal
exercendo funcdo nos processos de fotossintese, respiracdo e assimilacdo dos
nutrientes, enquanto que os metabdlitos secundarios estao intimamente associados
a estratégia de defesa das plantas, como fungicidas e inseticidas (NASS, 2007;
SILVA et al., 2010Db).

O aparecimento de metabdlitos biologicamente ativos na natureza €
determinado por necessidades ecoldgicas, sendo que a co-evolucdo de plantas,
insetos, micro-organismos e mamiferos conduz a sintese de metabdlitos
secundarios com funcées de defesa ou atracdo (SIMOES, 2004).

A capacidade de sintetizar metabdlitos secundarios € mais comum entre as
plantas selvagens que ao longo do seu ciclo evolutivo desenvolvem mecanismos de
adaptacdo para competir com outras. Embora os produtos secundéarios possuam
uma variedade de funcdes nas plantas, é provavel que a sua importancia ecolégica
tenha relacdo com potencial efeito medicinal para os seres humanos. Assim,
produtos secundarios envolvidos na defesa das plantas através de toxicidade para
patdgenos microbianos, podem ser Uteis como medicamentos antimicrobianos para
humanos. Os constituintes quimicos encontrados nas espécies vegetais se
distinguem guimicamente em terpenos, fendlicos e compostos nitrogenados, com
importantes funcbes nas plantas de protecdo contra herbivoros e patdgenos e
atracdo para polinizadores (VIZZOTTO; KROLOW; WEBER, 2010).
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Os compostos fendlicos apresentam uma diversidade estrutural devido a
grande variedade de combinagcbes que acontece na natureza e estes compostos
resultantes sdo chamados de polifendis. Os polifendis sdo metabdlitos secundarios
de plantas biossintetizado a partir da via dos fenilpropandides, os quais ganharam
especial atencdo devido a capacidade de neutralizar radicais livres. Varios efeitos
benéficos a salde humana tém sido atribuidos a estes compostos que estdo
presentes em frutas, vegetais, chas e vinhos como atividade antimicrobiana, anti-
inflamatoria, antioxidante e anticarcinogénica (WOLLGAST; ANKLAM, 2000; ABE et
al., 2007; ANGELO; JORGE, 2007).

Os flavonoides sédo pigmentos de plantas sollveis em agua que atuam como
antioxidantes potentes capazes de eliminar radicais hidroxila e anions superoéxidos
(DUNNE, 2009), possuem uma estrutura basica formada por C6-C3-C6 (RHODES,
1994; SOARES, 2002). Sdo os compostos mais diversificados do reino vegetal,
encontrados em leguminosas, frutas, flores e folhas, onde estédo relacionados com
funcdes, contra raios ultravioleta, acdes antifingica, antibacteriana, atracdo de
polinizadores (SOARES, 2002; SILVA et al., 2002).

Alguns compostos fendlicos ndo se apresentam em forma livre nos tecidos
vegetais, sdo polimeros, no qual estdo incluidos os taninos, substancias
polifendlicas, sollveis em agua de alto peso molecular e adstringentes (SOARES,
2002; ALONSO, 2008). De acordo com seu tipo estrutural temos taninos
hidrolisaveis (elagitaninos e galhotaninos) e taninos condensados. Plantas ricas em
taninos sdo empregadas na medicina tradicional no tratamento de diversas doencas
como diarréias, queimaduras, problemas estomacais e renais, pProcessos
inflamatorios e hipertenséo arterial (SANTOS; MELLO, 2004).

As saponinas possuem diversas propriedades biolégicas tais como
hemolitica, esternutatoria, ictiotoxica apresentando uma distribuicéo diferenciada no
reino vegetal. S&o utilizadas como adjuvantes para aumentar a absorcdo de
medicamentos através do aumento da solubilidade ou interferéncia nos mecanismos
de absorcdo de membranas. Aesculus hippocastanum L. (castanheira-da-india) cuja
sementes, contém escina que € o principio ativo da espécie, as quais sao utilizadas
para fins medicinais. A este componente quimico € atribuido propriedades anti-
edema, anti-inflamatoérias e venotbnicas. As saponinas apresentam também outras

propriedades farmacolégicas como acdo hipocolesterolemiante, antifingica,
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atividade antiviral e antimicrobiana (MELO et al., 2007; SCHENKEL; GOSMANN,;
ATHAYDE, 2004).

2.4 Oleos volateis

Oleos volateis sdo misturas complexas de substancias lipofilicas, volateis
geralmente odoriferas e liquidas, podendo também ser chamados de 6leos
essenciais, Oleos etéreos ou esséncias, denominacdes essas devido as suas
caracteristicas fisico-quimicas, liquidos de aparéncia oleosa a temperatura ambiente
e volatil. Localizados em qualquer parte do vegetal, liquidos incolores (alguns
amarelados) a temperatura ambiente, solliveis em alcool e solventes organicos,
pouco sollveis em agua e menos densos que esta, representam entre 0,1 e 1% do
peso seco da planta, com algumas exce¢des como cravo-de-cheiro (15%) e anis
estrelado (5%) (ALONSO, 2008).

A composicdo quimica dos Oleos volateis podem variar desde
hidrocarbonetos terpénicos, alcodis simples, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres,
éteres, oxidos, peréxidos, furanos, acidos orgéanicos, lactonas, cumarinas e até
compostos com enxofre em diferentes concentracdes sendo que um deles é o
composto majoritario, existindo outros em menores teores e alguns em baixissimas
guantidades (SPITZER, 2004).

Os oleos volateis possuem diversas acfes farmacoldgicas, sdo considerados
importantes agentes antimicrobianos presentes em plantas e também podem ter
propriedades antioxidantes e atividades anti-inflamatorias. Estimulam as secrecdes
naturais do aparelho digestivo, hortela-pimenta, melissa e gengibre que possuem
propriedades carminativas e eupépticas. A atividade especifica sobre musculos lisos
explica seu emprego na dismenorréia (canela, acafrdo) e em doses elevadas como
abortivo (arruda, losna, salsa). Sobre o sistema nervoso central determinam efeitos
diferentes, assim, a canfora, borneol, fenchona, carvona podem determinar uma
acdo analéptica, com excitacdo do sistema nervoso central. Outras drogas
aromaticas como a melissa, a camomila e a valeriana possuem acao sedativa e
narcotica. Os farmacos aromaticos sao utilizados com maior frequéncia para destruir
agentes causadores de infecgbes como as bactérias e fungos patogénicos e insetos
parasitas (COSTA, 1994). A aromaterapia muito difundida na Europa, especialmente

na Franca e Inglaterra surgiu devido as diversas atividades terapéuticas dos 6leos
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essenciais que abrangem quase todos os sistemas do organismo. O aromatograma
€ uma forma de antibiograma que permite analisar o poder antibiético de muitos
Oleos essenciais (ALONSO, 2008).

O método de escolha para separar e quantificar as substancias que compdem
0s Oleos volateis € a cromatografia gasosa (CG). A amostra é solubilizada em
solventes apolares e injetada no cromatografo no qual ocorre a separacdo em
colunas capilares. O gas da fase movel tem a finalidade de transportar as moléculas
a serem separadas através da coluna, sendo por isso conhecido como gas de
arraste. Um detector é conectado na saida da coluna onde é constatada a eficiéncia
da separacédo pelos picos que séo registrados em um cromatograma (SPITZER,
2004; SILVA, 2005).

A cromatografia gasosa acoplada a espectometria de massas, permite a
separacdo dos componentes e fornece um espectro de massas para cada pico. O
indice de Kovatz (IK) relaciona o tempo de retencdo dos compostos ao tempo de
retencdo de uma série de hidrocarbonetos homologos. Existem grandes listas de
indice de Kovatz para compostos volateis que permitem uma comparacdo com 0S
componentes da amostra. Os valores encontram-se entre 900 (volatil) e 1900
(menos volatil) (SPITZER, 2004).

2.5 Atividade antimicrobiana

As plantas utilizadas na medicina tradicional como antimicrobiana sé&o
estudadas por serem possiveis fontes de substancias para a obtencdo de novos
antibioticos, pois o surgimento de micro-organismos resistentes aos antimicrobianos
comercializados incentiva a busca de novas moléculas nas plantas (MENDES et al.,
2011).

A resisténcia bacteriana é um problema crescente de saude publica mundial
devido ao uso indiscriminado de antimicrobianos nas infec¢gées, uma medida muito
utilizada, fazendo com que aumentem os indices de resisténcia das bactérias frente
aos antimicrobianos. A alta prevaléncia das infeccdes justifica a busca de recursos
para o desenvolvimento de novas alternativas de controle para doencas (SILVA et
al., 2010a; HAIDA et al., 2007).
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A concentragéo inibitéria minima (CIM) € menor concentracdo capaz de inibir
0 crescimento de um organismo, sendo considerada o padrao-ouro para determinar
a suscetibilidade de organismos aos antimicrobianos (ANDREWS, 2001).

Mendes e colaboradores (2011) pelo método difusdo em agar com o uso de
disco avaliaram extratos etandlicos brutos de Peperonia pellucida e Portulaca pilosa
frente a diferentes micro-organismos, sendo que Pseudomonas aeruginosa foi
sensivel ao extrato de P. pilosa e 0os micro-organismos Staphylococcus aureus e P.
aeruginosa, foram sensiveis ao extrato de P. pellucida. Através do método da
microdiluicdo em caldo, o extrato de P. pellucida frente a S. aureus e P. aeruginosa
apresentaram uma CIM de 62,5 ug/ml, enquanto que P. pilosa apresentou CIM igual
a 250 pug/ml frente a P. aeruginosa.

Pereira e colaboradores (2012) verificaram a atividade antimicrobiana do
extrato hidroetanolico e fracdes hexanica, cloroférmica, acetato de etila e butandlica
das folhas de Morus alba através do método da microdiluicdo em caldo sendo que
as fracdes acetato de etila e cloroférmica apresentaram melhores respostas com
CIM de 256 pg/ml.

Hentz e Santin (2007) avaliaram a atividade antimicrobiana do 6leo essencial
de alecrim (Rosmarinus officinalis L.) frente Salmonella sp através do método de
difusdo em &gar com o uso de disco demonstrando a baixa sensibilidade de
Salmonella frente ao dleo essencial de R. officinalis.
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3 MANUSCRITOS

Esta dissertacdo esta sendo apresentada sob forma de manuscritos.

3.1 Manuscrito 1

e Parametros fisico-quimicos e dosagens de polifendis, flavonoides e taninos
de Verbena litoralis

Submetido a Revista Ciéncia Rural

3.2 Manuscrito 2

e Atividade antimicrobiana e avaliagdo da composi¢ao quimica do 6leo
essencial e dos extratos de quatro coletas de Verbena litoralis Kunth

A ser submetido a Revista Natural Product Research
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Parametros fisico-quimicos e dosagens de polifendis, flavonoides e taninos de
Verbena litoralis
Physicochemical parameters and measurement of poliphenols, flavonoids and
tannins Verbena litoralis
Rachel de Lima', Daiane F. Dalla Lana', Raquel M. M. Necchi', Luisa M. Machado',

"' 'Melania Palermo Manfron'

Queila C. Fernandes", Rosiana Berté
RESUMO

Verbena litoralis € uma planta herbacea perene pertencente a familia \erbenaceae. Visando
estabelecer parametros para o controle de qualidade das partes aéreas de V. litoralis foram
realizados ensaios de pureza através das determinacdes de umidade, matéria estranha, cinzas
totais, cinzas insolUveis em &cido, cinzas sulfatadas, teor de mucilagem, indice de amargor e
rendimento do extrato bruto. Os ensaios foram realizados de acordo com a Farmacopeia
Brasileira e a Organizacdo Mundial da Salde, com amostras coletadas nas quatro estacdes do
ano. A perda por dessecacdo apresentou teor de umidade mais elevado na primavera. Os
indices de matéria estranha encontrados estdo de acordo com a quantidade permitida pela
Farmacopeia Brasileira. A coleta de outono apresentou o maior teor de cinzas totais, cinzas
sulfatadas e cinzas insoluveis. O indice de intumescéncia mostrou valores mais elevados nas
amostras coletadas no outono. Foram realizadas também dosagens de polifendis, flavonoides
e taninos com o extrato etanolico 70 % das partes aéreas de V. litoralis, sendo que o maior
teor encontrado de polifendis e taninos foi no inverno.

Palavras-chave: Verbena litoralis; Verbenaceae; Controle de qualidade; Partes aéreas.
ABSTRACT:

Verbena litoralis is a perennial herbaceous plant belonging to the family Verbenaceae. Aiming
to establish parameters for quality control of aerial parts V. litoralis were done tests of purity

by determining the loss on drying, foreign matter, total ash, acid insoluble ash, sulphated ash,
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swelling index, bitterness index and yield of crude extract. The tests were done with samples
collected on the four seasons according to the Brazilian Pharmacopeia and World Health
Organization. The percentage of loss on drying found are the highest content was in spring.
The indices of foreign matter found are agreement with the amount allowed by Brazilian
Pharmacopeia. The autumn collection showed the highest content of total ash, sulphated ash
and insoluble ash. The swelling index showed higher values in samples collected on autumn.
Were realized dosages of total polyphenols, flavonoids and tannins with 70% ethanol extracts
of aerial parts V. litoralis, the highest content of polyphenols and tannins were found in the
winter.

Key words: Verbena litoralis; Verbenaceae; Quality Control; Aerial parts.

' Programa de P6s-Graduac&o em Ciéncias Farmacéuticas (UFSM), Santa Maria, RS, Brasil.

" Curso de Farmacia , Departamento de Farmécia Industrial, Centro de Ciéncias da Satde,
(UFSM), Santa Maria, RS, Brasil

" Programa de Pés-Graduacéo em Agrobiologia (UFSM), Santa Maria, RS, Brasil.

INTRODUCAO

O controle de qualidade de drogas vegetais é importante para a utilizacdo como
matéria-prima no desenvolvimento de medicamentos e fitoterapicos (HUBINGER et al.,
2009). Para garantir o uso com seguranca de determinada planta € necessario estabelecer
parametros de qualidade. A familia Verbenaceae ocorre nas regides tropicais e subtropicais,
principalmente nas regides temperadas do Hemisfério Sul e poucas nas regides temperadas do
Hemisfério Norte, compreendendo cerca de 175 géneros e 2800 espécies. No Brasil ocorrem

17 géneros e cerca de 250 espécies (BARROSO, 1991; LORENZI, 2005).

A espécie Verbena litoralis Kunth da familia Verbenaceae apresenta folhas ovadas,
ovado-lanceoladas, lanceoladas, espatuladas ou lineares de base afiliada com peciolo curto.
Suas inflorescéncias sdo longas, de cor violacea e pouco densas. Esta planta é popularmente

conhecida como gervaozinho-do-campo ou erva-de-pai-caetano, encontrada na regido andina
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do Chile ao Peru, Guianas, Venezuela, Argentina e regides Sudeste e Sul do Brasil (SOUZA,
2005).

V. litoralis é utilizada amplamente na medicina popular para diarréia e amigdalite (LI
et al., 2003b). CASTRO-GAMBOA & CASTRO (2004), relata que V. litoralis € utilizada em
algumas doencas sexualmente transmissiveis na América Central e também na Ameérica do
Sul.

Estudo das partes aéreas caracterizaram diversos compostos, entre eles flavonoides,
cardioativos, antracenosideos, saponinas hemoliticas, taninos catéquicos e carotenoides. Em
menor concentracdo foi detectada a presenca de Oleos volateis, cumarinas e mucilagens
(SOUZA, 2005). A administracdo intraperitoneal de doses graduais de decoc¢bes de partes
aéreas de V. litoralis em ratos produz reducdo da atividade motora e reacdo de alarme, ataxia,
sedacdo, analgesia, anestesia, piloerecdo, movimento antiperistaltico com significante reducao
da temperatura corporea em cerca de 8,4°C. Estes efeitos corroboram com o uso popular
como antidiarréico e antitérmico (CASTRO-GAMBOA, CASTRO, 2004).

LI e colaboradores (2003a) atribuem ao extrato de V. litoralis uma melhoria no fator de
crescimento neural mediada pelo crescimento das células PC12D. As células da sub-linha
PC12D estendem as neurites muito rapidamente em resposta a este fator. Diferentes
compostos a partir de fontes naturais em combinacdo com fator de crescimento neural atuam
sinergicamente para induzir o crescimento de neurites. Portanto, o uso de produtos naturais
para neuroregeneracao fornece novas perspectivas no desenvolvimento de medicamentos para
o tratamento de les&o neuronal (MORE et al., 2012).

Como V. litoralis ndo possui monografia nas farmacopeias, objetivou-se a
caracterizacdo fisico-quimica das partes aéreas dessa, fornecendo pardmetros que auxiliem na
avaliacdo da sua qualidade.

MATERIAIS E METODOS
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Material vegetal

As partes aéreas de Verbena litoralis foram coletadas em marco, junho e novembro de
2011 e janeiro de 2012, ou seja, nas quatro estagdes do ano, no Campus da Universidade
Federal de Santa Maria, na cidade de Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil. Uma amostra
do material vegetal foi identificada pela Prof® Dr2, Thais Dorow e depositada no Herbério do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) sob o registro

SMDB 13095.

Preparacao do extrato etandlico

Os extratos foram obtidos a partir de 150 gramas do p6 da planta seca moida, atraves
da maceracdo com solvente hidroetandlico a 70%, com renovacdo de solvente para melhor
esgotamento dos constituintes quimicos. Os extratos foram liofilizados e o rendimento

calculado.

Controle de Qualidade Fisico-Quimico da Droga Vegetal

Todas as andlises foram realizadas em triplicata e de acordo com a Farmacopeia

Brasileira (Farm. Bras., 2010) e a Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 1998).

Determinacéo do teor de agua

A determinacdo do teor de agua foi realizada a partir de 3,0 gramas do p6 da droga,
submetida a aquecimento em estufa por 5 horas a 105°C. A perda de peso foi calculada em

relacdo & amostra seca.

Matéria estranha

Para o exame macroscépico foram pesados 25 gramas da droga vegetal, a qual foi

espalhada em uma superficie plana sendo dividida em quadrantes e analisados a olho nu e
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com o uso de uma lente de aumento. O contelldo de matéria estranha foi calculado

considerando o peso inicial.

Cinzas totais

Foram pesados 3,0 g de droga vegetal e colocado em cadinho previamente calcinado,
resfriado e pesado. As amostras foram incineradas gradualmente até a temperatura de 450 °C,

depois de resfriadas em dessecador e pesadas foram calculados os teores de cinzas.

Cinzas insoltveis em &cido

Aos cadinhos contendo as cinzas totais foi adicionado 25 ml de &cido cloridrico,
recobertos com vidro de relégio e fervidos durante 5 minutos em uma chapa de aquecimento.
Os vidros de relégio foram lavados com 5,0 ml de &gua quente a qual foi recuperada nos
cadinhos. O material contido em cada cadinho foi filtrado separadamente em Blichner com
papel filtro isento de cinzas e lavado com &gua quente até que o filtrado se torne neutro. O
papel filtro foi transferido para o cadinho original o qual foi seco em chapa de aquecimento e
incinerado a cerca de 500 °C em mufla, até peso constante. Depois de resfriado em

dessecador, foi pesado e o contetido de cinzas insoltveis em &cido foi calculado.

Cinzas sulfatadas

A droga (1,0 g) foi pesada, colocada em cadinho previamente calcinado, resfriado e
pesado. Apds a amostra foi umedecida com &cido sulfarico concentrado e levada a chapa de
aquecimento. Foi adicionado mais 1,0 ml de &cido sulfurico concentrado e levado a mufla até
atingir 800°C. Depois de resfriado em dessecador, o cadinho foi pesado e o conteido de

cinzas foi calculado.

indice de intumescéncia
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Um grama da droga pulverizada foi introduzida em uma proveta e apds adicionado 25
ml de agua. Essa foi agitada de 10 em 10 minutos por uma hora. A mistura foi mantida em

repouso, por 3 horas e apos medido o volume ocupado pelo material vegetal.
Indice de amargor

As propriedades amargas da planta foram determinadas comparando o limiar de
amargor de uma solucdo mae de V. litoralis a 1% com uma solucéo diluida de cloridrato de

quinina.
Rendimento do processo extrativo

Os extratos brutos foram obtidos por maceracéo a frio da droga em p6 com solvente

hidroetandlico 70% durante 30 dias e o rendimento foi calculado usando a equacao:

Rendimento (%) = Mf/ Mi x 100

Mi = massa inicial da amostra

Mf = massa final do extrato seco (g).

Dosagem total de polifenois

A dosagem de polifendis foi realizada através do método de Folin-Ciocalteau
conforme CHANDRA & MEJIA (2004) com modificacdes. Ao extrato de Verbena litoralis
na concentracdo de 0,05% diluido em agua, foi adicionado 1,0 ml do reativo Folin Ciocalteau.
ApoOs a incubacdo no escuro por 5 minutos, foi acrescentado 2,0 ml de carbonato de sédio a
20%. As solucbes foram homogeneizadas e permaneceram no escuro durante 10 minutos.
Através de uma solucdo de &cido galico nas concentracgdes de 1, 3, 5, 10, 20, 30, 40, 50 pg/ml
foi obtida a curva padréo para o calculo de teor de polifendis totais nas amostras. As leituras

das absorbancias foram realizadas em espectrofotdmetro a 730 nm.
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Dosagem de flavonoides

A dosagem de flavonoides foi realizada de acordo com a metodologia de RIO (1996)
modificada. Ao extrato de V. litoralis na concentracdo de 0,1% diluido em metanol 70% foi
adicionado 75 pl de cloreto de aluminio 5% em metanol € 4 ml de metanol 70%,
permanecendo em repouso no escuro por 30 minutos. A partir de uma solucdo de quercetina
nas concentragdes de 10, 20, 50, 100, 150, 200 e 300 pg/ml foi obtida uma curva padréo para
o célculo dos flavonoides presentes na amostra. As leituras das absorbancias foram realizadas

em espectrofotdbmetro a 425 nm.

Dosagem de taninos

A dosagem de taninos foi realizada de acordo com a metodologia de AGOSTINI-
COSTA (1999). O extrato de V. litoralis na concentracdo de 0,4% diluido em metanol 80%.
Em 1,0 ml da amostra adicionou-se 5,0 ml de reagente de vanilina (Vanilina; HCI; Metanol-
4-10-86). Ap6s 15 minutos em repouso foram realizadas as leituras. Com uma solucdo de
catequina nas concentragdes de 5, 50, 150, 300, 450, 600, 800, 900, 950 pg/ml foi obtida uma
curva padrdo, para o calculo dos taninos presentes nas amostras. As leituras das absorbancias

foram realizadas em espectrofotometro UV/Visivel a 490 nm.

Andlise estatistica

A anélise estatistica foi realizada utilizando Oneway ANOVA seguido pelo teste de
Tukey utilizando software estatistico especifico. Os resultados foram expressos como média +

desvio padrdo (SD) sendo considerados significativos quando p <0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Controle de qualidade Fisico-Quimico
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O teor maximo de umidade (TU) estabelecido para diferentes monografias na
Farmacopeia Brasileira (2010) estd entre 6 a 12 %. O excesso de umidade em matérias-
primas vegetais pode acarretar a degradacdo dos constituintes quimicos, como também o
desenvolvimento de fungos e bactérias. Os parametros de umidade das partes aéreas de V.
litoralis sdo importantes no controle de qualidade e estdo de acordo com valores encontrados
para outras monografias. Houve diferenca significativa na perda de dgua por dessecacdo entre

a primavera e as outras estagdes do ano (Tabela 1).

A andlise de matéria estranha (ME) tem por objetivo identificar por¢Ges nédo
especificas da droga, além de impurezas minerais ou de matéria organica néo relacionada com
a planta. A Farmacopeia Brasileira estabelece um méaximo de 2% de matéria estranha, para a
maioria das drogas vegetais. Nao houve diferenca significativa nas porcentagens de matéria
estranha (Tabelal) nas quatro estacGes do ano e esta dentro dos pardmetros estabelecidos por

orgaos oficiais.

A determinacdo do contetdo de cinzas totais na droga vegetal serve para verificar a
presenca de impurezas inorganicas nao volateis, que podem estar presentes como
contaminantes (WHO, 1998). Cinzas totais incluem as cinzas fisiol6gicas e nao fisioldgicas e
estabelece a quantidade de substancia residual ndo volatil. Na determinacdo de cinzas
insoliveis em &cido, o &cido cloridrico consome as cinzas fisiologicas expressando o
conteddo em silica e derivados silicicos, normalmente decorrentes de contaminacdo com
areia, terra e pedras (MARQUES, 1996; CIRIO et al., 2003). No outono houve um aumento
significativo nos teores de cinzas totais e insolUveis em acido (Tabela 2), quando comparadas
as quatro coletas. Como este aumento ocorreu tanto nas cinzas totais quanto nas insolveis em
acido, pode-se sugerir que estes teores mais elevados estejam relacionados com um maior

contetdo mineral da planta.
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Os cuidados na obtencdo da materia-prima vegetal fornecem teores de cinzas
insoliveis mais fidedignos. Quando os parametros estdo estabelecidos, valores acima

expressam contaminacgao por excesso de terra.

As cinzas sulfatadas sdo representadas pelo residuo nao volatilizado apds calcinacao
com acido sulfdrico concentrado. Os metais presentes na droga vegetal convertem-se em
sulfatos e como estes sao mais resistentes ao calor permitem obter resultados mais precisos do
que os obtidos somente com calcinagéo (Tabela 2). N&o foi observada diferenca significativa

entre as quatro estacdes do ano. O maior rendimento de extrato foi obtido no verdo (Tabela 1).

A mucilagem é constituida por derivados de carboidratos originados da decomposi¢do
da celulose (PRATT & YOUNGKEN, 1951), além de acidos urénicos e acidos glicurdnicos
(SIMOES, 2004). V. litoralis apresentou indice de intumescéncia mais elevado no outono,

indicando maior teor de derivados de carboidratos (Tabela 1).

Plantas medicinais com forte sabor amargo sdo empregadas como digestivas, pois
estimulam a producdo de suco gastrico (MORS et al., 2000). O gervaozinho-do-campo
apresentou o maior indice de amargor na coleta de inverno, corroborando com o contetido de

taninos condensados obtidos (27,90%) no inverno.

A curva de regressdo obtida dos polifendis foi y = 0,019 x + 0,038 (R= 0,96). Néo
houve diferenca significativa no teor de polifendis entre as quatro estacfes do ano. A curva de
regressdo obtida dos flavonoides foi y = 0,003 x + 0,044 (R= 0,954). Através de analise
estatistica foi observado que o teor de flavonoides foi significativamente maior no outono,
enguanto que as coletas do verdo e primavera obtiveram a menor concentracdo desta classe de
metabdlito. A curva de regressdo de taninos obtida foi y = 0,0002 x + 0,0004 (R= 0,996).

Atraveés da analise estatistica usada neste estudo, foi observada uma diferenca significativa no
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conteddo de taninos nas quatro estacGes do ano (Tabela 3) e (Figura 1), sendo que o maior

teor de taninos encontrado foi no inverno e o menor encontrado foi no outono.

CONCLUSAO

Os dados de controle de qualidade obtidos permitem o uso adequado de Verbena
litoralis e poderdo contribuir na obtencdo de fitoterdpicos com qualidade, eficicia e

seguranga.
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Tabela 1. Teor de umidade (TU), matéria estranha (ME), indice de intumescéncia (1), rendimento e indice de

amargor das partes aéreas de V. litoralis nas diferentes estacdes do ano.

TU % ME % 1% Rendimento Indice de amargor
Estacbes Média+SD Meédia+SD Média+SD (%) (unidades/qg)
Outono 3,49+0,01° 0,03+0,02* 16,6 +0,53° 17,540 1472
Inverno 3,00 £0,08° 0,04+0,01* 11,2+0,40° 24,320 36800
Primavera 6,09+ 1,50° 0,03+0,02*° 13,6 +0,80" 24,590 9200
Veréo 3,10+0,76° 0,02 +0,00* 10,8 +0,00° 27,080 9200

Letras comparam as médias entre 0s grupos em cada variavel (vertical). As médias seguidas pela mesma letra

ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Médias + desvio padrao

13
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Tabela 2. Cinzas totais (CT), cinzas insoltveis (Cl) e Cinzas sulfatadas (CS), média + desvio padrdo das partes

aéreas de V. litoralis nas diferentes estac6es do ano.

Estac0es Média (%) CT £ SD Média(%) CI + SD Média (%) CS £ SD
Outono 10,41 +0,22° 1,02 +0,08° 8,34 £ 0,022
Inverno 5,52 +0,12° 0,60 +0,21° 7,97 0,232
Primavera 5,62 + 0,55° 0,38 +0,14° 7,19 + 0,452
Verdo 5,38 + 0,06° 0,49 +0,15° 7,50 £ 0,85

Letras comparam as médias entre os grupos em cada variavel (vertical). As médias seguidas pela mesma letra

ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

14
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Tabela 3. Teor de polifenois, flavonoides e taninos

Estaces Polifendis (%) Flavonoides (%) Taninos (%)
Outono 70,13 + 3,132 44,07 + 0,392 17,98 + 0,61°
Inverno 70,91 + 0,842 40,74 + 0,47° 27,90 £ 0,442
Primavera 70,10 + 1,078 37,55 +0,72° 22,15 +0,89°
Verdo 70,28 + 0,85% 38,58 £0,17¢ 19,87 +0,67°

Letras comparam as médias entre os grupos em cada variavel (vertical). As médias seguidas pela mesma letra

ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

15
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Dosagens dos metabolitos Verbena litoralis

80-
E3E Polifendis
= Flavonodides
E=3 Taninos

-

== I ] L 1
Verao Inverno Outono Primavera
Estacoes do ano

Figura 1. Dosagem de polifendis, flavonoides e taninos nas diferentes estacdes do ano.
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RESUMO

Verbena litoralis Kunth é uma espécie pertencente a familia Verbenaceae,
nativa da América do Sul, usada como medicinal, na diarréia, na malaria, em
processos inflamatorios, como anti-espasmadico, cicatrizante e antioxidante. Este
trabalho relata a composi¢cdo quimica e a atividade antimicrobiana in vitro do 6leo
essencial e dos extratos hidro-etandlicos de quatro coletas de V. litoralis. A
composi¢do quimica do Oleo foi determinada através de CG/EM. Através da
concentracdo inibitéria minima (CIM) se observou que o extrato nas diferentes
coletas apresentou melhor atividade antimicrobiana que o 6leo essencial. A CIM foi
determinada frente a diferentes micro-organismos como Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Providéncia rettgeri, Streptococcus agalactiae,
Micrococcus luteus, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Salmonella pullorum,
Listeria  monocytogenes, Enterococcus faecalis, Staphylococcus intermedius,
Candida albicans, Cryptococcus neoformans e Aspergillus fumigatus. O Aspergillus
fumigatus apresentou fraca sensibilidade tanto aos extratos quanto ao Oleo
essencial. Os micro-organismos foram fracamente sensiveis ao 6leo essencial, com
excecdo do P. rettgeri e S. intermedius. V. litoralis apresentou 0,732% de 6leo volatil
constituido por cis-crisantenol, neo-verbanol, isobornil propanato, mirac aldeido,
ternine, isofilocladeno e fenil etil antranilato.

ABSTRACT

Verbena litoralis Kunth is a species belonging to the family Verbenaceae,
native to South America, used as medicine in diarrhea, malaria, in inflammatory
processes, such as antispasmodic, healing and antioxidant. This paper reports the
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chemical composition and in vitro antimicrobial activity of the essential oil and hydro-
ethanolic extract of four collections of V. litoralis. The chemical composition of the oll
was determined by GC / MS. Through the minimal inhibitory concentration (MIC) was
observed that the extract in different collections showed better antimicrobial activity
than the essential oil. The MIC was determined across the different micro-organisms
such as Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Providencia rettgeri,
Streptococcus agalactiae, Micrococcus luteus, Proteus mirabilis, Klebsiella
pneumoniae, Salmonella pullorum, Listeria monocytogenes, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus intermedius, Candida albicans, Cryptococcus neoformans and
Aspergillus fumigatus. A. fumigatus was weak sensitivity so as to extract as the
essential oil. The micro-organisms were weakly sensitive to essential oils, with the
exception of P. rettgeri and S. intermedius. V. litoralis showed 0,732% essential oll
consisting of cis-chrysanthenol, neo-verbanol, isobornyl propanate, myrac aldehyde,
ternine, isophyllocladene and phenyl ethyl anthranilate.

Palavras-chave: Verbena litoralis, Atividade Antimicrobiana, Oleo essencial

Key words: Verbena litoralis, Antimicrobial Activity, Essential Oil

INTRODUCAO

Verbena litoralis é uma espécie pertencente a familia Verbenaceae, nativa da
América do Sul e conhecida popularmente como gervaozinho-do-campo ou erva-de-
pai-caetano. Suas partes aéreas sdo usadas como antitérmico, antidiarréico,
antimalérico, anti-inflamatério, anti-espasmadico, cicatrizante e antioxidante (SOUZA
et al., 2005; CARRILO-ROSARIO; DIAZ DE RAMIREZ, 2006; BUSSMANN; GLENN;
SHARON, 2010).

V. litoralis apresenta nas partes aéreas verbenachalcona, litorachalcona
juntamente com 4-hidroxivogonin e 8,3-dimetoxi-5,7,4-trihidroxiflavona (LI et al.,
2001; LI et al., 2003a). A partir do extrato metandlico foram isolados e identificados
quatro glicosideos feniletandides, acteosideo, 2-acetilacteosideo, jionosideo, e
isoverbascosideo (LI et al., 2003b). Além disso, Castro-Gamboa e Castro (2004)
conseguiram isolar dois novos iridoides 6S-hidroxi-8S-metil-4-metileno-hexahidro-
ciclopenta[c]piran-3-ona e 6S, 9S-dihidroxi-8S-metil-4-metileno-hexahidro-
ciclopentalc]piran-3-ona. Apesar do uso popular desta planta em diferentes terapias,
nao ha relatos na literatura da presenca de 6leos essenciais em V. litoralis.

As diversas substancias produzidas no metabolismo secundario sao

produzidas como mecanismos de defesa contra insetos, micro-organismos e
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herbivoros e sdo aproveitadas pelo homem pela sua atividade terapéutica.
Polifendis, taninos, alcaloides, flavonoides, cumarinas sdo compostos que podem
apresentar atividade antimicrobiana (COWAN, 1999; RESCHKE; MARQUES;
MAYWORM, 2007). Um grande numero de extratos de plantas e produtos naturais
tem sido estudado na tentativa de descobrir novas classes de antimicrobianos que
resolveriam problemas como o aparecimento de efeitos secundarios indesejaveis e
infeccbes incomuns (ALVIANO, 2008).

O tratamento de infec¢Bes fungicas e bacterianas é baseado na agéao sobre o
agente etiolégico bem como da acdo supressora a instalacdo do processo
infeccioso. O uso de antimicrobianos necessita de critérios rigorosos devido aos
efeitos colaterais produzidos pela grande maioria desses compostos (ARAUJO et al.,
2004). A resisténcia a agentes antimicrobianos requer pesquisas para o
desenvolvimento de novas substancias, assim como o desenvolvimento de novos
métodos para o tratamento de infeccfes bacterianas (CUNICO et al., 2004).

A pesquisa de extratos, fracfes e 6leos essenciais de espécies vegetais visa
a uma possivel aplicacdo racional de principios ativos no tratamento de infeccdes
causadas por fungos, bactérias, parasitas ou virus (ARAUJO et al., 2004). Os 6leos
essenciais tém sua maior aplicacdo bioldégica como agentes antimicrobianos, a
capacidade presente na maioria destes compostos representa a extensao do papel
gue fazem nas plantas defendendo-as de bactérias e fungos fitopatogénicos (SIANI,
2000). Os farmacos aromaticos sao utilizados com frequéncia para destruir os
agentes causadores de infeccdes, pelos seus poderes bactericida e bacteriostatico
na terapéutica de varias doencas produzidas por bactérias e fungos patogénicos.
(COSTA, 1994; OLIVEIRA et al., 2007).

Extrair, caracterizar, verificar a atividade e determinar a composi¢cao quimica
dos Oleos essenciais presentes na espécie, bem como investigar a atividade
antibacteriana e antifungica dos extratos hidro-etandlicos tem como objetivo

respaldar o uso popular de V. litoralis.
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MATERIAIS E METODOS:
Material vegetal

As partes aéreas de V. litoralis foram coletadas, nas quatro estagbes do ano,
na cidade de Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil. Uma amostra do material
vegetal foi identificada e depositada no Herbario do Departamento de Biologia da
UFSM, conforme exsicata SMDB 13.095.

Obtencéao dos extratos

Foram preparados extratos hidro-etandlicos 70% por maceragdo com
renovacdo de solvente com as diferentes coletas. Os mesmos foram liofilizados e

armazenados em frascos ambar sob refrigeracao.

Obtencéao do 6leo essencial

O dleo essencial foi obtido das partes aéreas de V. litoralis com a coleta de
verdo, utilizando o sistema de hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger durante o
periodo de cinco horas. O 6éleo coletado foi separado da fase aquosa com uso de
éter etilico, dessecado com sulfato de sodio anidro (Na,S0O,), obtendo-se 0,732%. O

mesmo foi armazenado sob refrigeracao.

Determinacdo da composicao quimica do 6leo essencial

A composi¢do quimica do Oleo essencial foi realizada por cromatografia
gasosa através do cromatdégrafo a gas 3800 (VARIAN) acoplado a detector de
massas 2200 SATURN (VARIAN). As analises foram realizadas com uma coluna
capilar de silica fundida DB-5 com dimensées 30 m x 0,25 mm x 0,25 um, cuja
temperatura era 50°C-250°C com aumento de 4°C/min. A temperatura do injetor e do
detector eram 220°C e 280°C respectivamente. Foi utilizado hélio como gas de
arraste e a pressao na coluna de 8 psi. A amostra foi preparada pela diluicdo de 1pl

do oleo essencial em 1 ml de hexano, desta foi injetado no CG uma aliquota de 1 pl.
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As substancias foram identificadas através da comparagédo de seus espectros
de massas com espectros existentes na literatura e pela comparacao dos indices de
retencdo (ADAMS, 1995).

O indice de retencdo de Kovats (IK) foi determinado através da injecdo de
uma mistura de n-alcanos (C8 a C26) com tempo de retencdo e ordem de eluigao
conhecidos juntamente com 0s constituintes que tiveram seus indices calculados

através da seguinte formula:

IKi =100 n + 100 An [(tri — trn)]/(trm — trn)]

Onde:

IK = indice de retencdo de Kovats da substancia desconhecida
n = nimero de carbonos do alcano que elui antes de i

m = numero de carbonos do alcano que elui depois de i

An = numero de carbonos que elui depois de i menos numero de carbonos do alcano

que elui antes de i
tri = tempo de retencao de i
trn = tempo de retencéo do alcano que elui antes de i

trm = tempo de retencéo do alcano que elui depois de i

Atividade antimicrobiana

Para a determinacéo da atividade antimicrobiana foram utilizadas cepas de
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Klebisiella pneumoniae ATCC 13833, Enterococcus faecalis ATCC 51299 e isolados
clinicos de Providencia rettgeri, Streptococcus agalactiae, Micrococcus luteus,

Staphylococcus intermedius, Proteus mirabilis, Salmonella pullorum, Listeria
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monocytogenes, Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumigatus
disponiveis no Laboratério de Pesquisas Micologicas LAPEMI.

A atividade antimicrobiana dos extratos hidro-etandlicos e do Oleo essencial
foi determinada pelo método da microdiluicdo em caldo de acordo com Clinical and
Laboratory Standards CLSI M27-A3 (2008a) para leveduras, CLSI M07-A8 (2009)
para bactérias e CLSI M38-A2 (2008b) para fungos filamentosos determinando
assim a Concentracéo Inibitéria Minima (CIM).

Os testes foram realizados em placas estéreis de microdiluicio com cavidade
com capacidade de 500 pL, dispostas em 8 linhas e 12 colunas, totalizando 96
cavidades. Os in6culos das leveduras foram preparados a partir de cultivos em agar
Sabouraud durante 48 horas a 30°C. A seguir preparou-se uma solucdo em salina
estéril 0,85% ajustando-se a turvacdo em espectofotbmetro se obtendo
transmitancia equivalente de uma solucao padréo da escala de Mac Farland 0,5 em
comprimento de onda de 530 nm. A partir dessa foi obtida uma suspensao 1:100 em
solucéo salina estéril e posteriormente uma 1:50 em meio RPMI-1640, sendo 100 pl
desse inéculo adicionados em placas de microdiluicao.

O inéculo das espécies bacterianas foi preparado seguindo o protocolo CLSI
MO7 A8 (2009). As bactérias foram ativadas em agar Mueller Hinton (MH) durante 24
horas a 35°C. O in6culo foi obtido em solucao salina estéril 0,85% e padronizado em
espectofotbmetro de acordo com a escala de Mac Farland 0,5 em comprimento de
onda de 630 nm. A partir dessa diluicdo foi obtida uma nova diluicdo 1:10 com o
meio liquido caldo Mueller Hinton, sendo 10ul inoculado em placas de microdilui¢éo.

Para o fungo filamentoso testado seguiu o documento do CLSI M38 A2
(2008b). O fungo filamentoso foi inicialmente incubado em tubo com Agar batata-
dextrose a 30°C por 7 dias. ApoOs as colénias foram cobertas com aproximadamente
1ml de salina estéril 0,85% e uma mistura de conidios foi transferida para um tubo
estéril, ajustando a densidade em espectrofotbmetro a 530 nm, até atingir 80 a 82%
de transmitancia (0.009 a 0,11 de absorbancia). A suspensao do in6culo foi diluida
a 1:50 no meio de cultura (RPMI), sendo 100 pl inoculada nas placas de
microdiluicéo.

Os extratos e 0 0leo essencial foram diluidos em concentragbes de 512 pg/ml
a 4 pug/ml. As cavidades das placas de microdiluicdo contendo 100 pl dos extratos e

ou Oleo de V. litoralis, foram inoculadas com 100 ul de suspenséo de levedura e ou
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fungo filamentoso e 10 pl de suspensao bacteriana. O controle positivo continha 0,1
ml do in6culo e 0,1 ml do meio, sem as drogas teste.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade antimicrobiana dos extratos e do 6leo essencial estd apresentada
na Tabela 1. Em todas as coletas os micro-organismos foram sensiveis aos extratos
com excecao o S. agalactiae que foi fracamente sensivel. Bactéria responsavel por
quadros de septicemias, meningites e pneumonias neonatais (CAETANO, 2008). A
maior sensibilidade dos micro-organismos para os extratos foi na coleta de inverno,
sendo que P. rettgeri foi a mais sensivel com CIM de 32 pg/mL e fracamente
sensivel o A. fumigatus (CIM maior que 500 pg/mL). P. rettgeri € um patdégeno
oportunista em humanos e podem causar infeccdo do trato urinério principalmente
em pacientes com sonda ou queimaduras extensas enquanto que A. fumigatus
ataca predominantemente os pulmbes (LATGE, 1999). A L. monocytogenes
apresentou para todas as coletas uma alta sensibilidade (CIM de 64 pg/mL),
reconhecida como causa de meningo encefalite e septicemia em mulheres gravidas,
neonatos e pacientes imunocomprometidos (SLIFMAN et al., 2003). Na presenca do
6leo essencial os micro-organismos mostraram fraca sensibilidade com excecédo do
P. rettgeri (CIM de 64 pg/mL) e o S. intermedius que o CIM foi de 128 pg/mL. Esta
bactéria € encontrada na pele, na flora oral e nasal de caes saudaveis, podendo ser
também um agente patogénico invasor. E responsavel por infeccdes em feridas
humanas causadas por mordidas de caes (MAHOUDEAU et al., 1997).

Embora o S. intermedius também tenha apresentado moderada atividade nas
coletas de verdo, outono e primavera, na coleta de inverno mostrou uma alta
atividade. Pela sensibilidade demonstrada pelos micro-organismos frente aos
diferentes extratos se mostra a importancia do periodo da coleta para se obter a

atividade farmacoldgica e ou o0s principios ativos responsaveis por essa atividade.
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Tabela 1: Atividade antimicrobiana do extrato bruto das quatro estacdes do ano e do

Oleo essencial de Verbena litoralis (ug/mL).

CIM (pg/mL)

Micro-organismos Inverno Verdo Outono Primavera Oleo
Staphylococcus aureus 64 128 128 256 >512
Pseudomonas aeruginosa 64 64 128 128 >512
Providéncia rettgeri 32 128 128 128 64
Streptococcus agalactiae 64 512 64 128 512
Micrococcus luteus 64 64 128 128 512
Staphylococcus intermedius 64 128 128 128 128
Proteus mirabilis 128 128 128 128 >512
Klebisiella pneumoniae 64 128 128 128 512
Salmonella pullorum 128 128 128 128 >512
Listeria monocytogenes 64 64 64 64 >512
Enterococcus faecalis 128 128 128 128 >512
Candida albicans 256 64 128 128 >512
Cryptococcus neoformans 128 64 64 64 >512
Aspergillus fumigatus >512 >512 >512 >512 >512

Concentragao inibitoria minima (CIM)

A composicdo do 6leo essencial de V. litoralis foi determinada através de

cromatografia gasosa que resultou na separacdo de sete substancias (Figura 1)

(Tabela 2) com seus respectivos tempos de retencdo (TR), indice de Kovats (IK) e

concentracao.
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Figura 1: Perfil cromatografico do 6leo volatil das partes aéreas de V. litoralis.

Tabela 2: Substancias presentes no 6leo volatil de V. litoralis e suas respectivas

concentracoes.
Pico TR IK IK Adams % Substancia
1 12.299 1162 1162 3,14 cis-crisantenol
2 12.957 1182 1182 20,34 neo-verbanol
3 19.468 1381 1381 0,39 isobornil propanato
4 23.652 1516 1516 66,05 mirac aldeido
5 32.720 1839 1838 0,41 ternine
6 35.916 1965 1963 1,75 isofilocladeno
7 39.463 2113 2120 4,40 fenil etil antranilato

TR = tempo de retencao (min); IK = indice de Kovatz

Cis-crisantenol foi uma das principais substancias presentes no 6leo de V.

litoralis. Considerado um monoterpeno oxidado foi também um dos constituintes
majoritarios de Pulicaria gnhaphalodes (Vent.) Boiss (WEYERSTAHL et al., 1999).

Em um estudo realizado por Brito e colaboradores (2011), através de olfatometria de
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cromatografia gasosa de Cymbopogon citratus identificaram o aroma de crisantenol
como de eucalipto. Cis-crisantenol estad também presente nos o6leos volateis de
Melissa officinalis L.(BLANK et al., 2005).

O neo-verbanol foi a segunda substancia mais concentrada no 6leo essencial
de Verbena. Segundo Simakova e Semilkolenov (2003) a-pineno por reacdo de
oxidacao se transforma em verbenol que € convertido no &lcool saturado verbanol,
material para sintese de novos produtos quimicos através de uma hidrogenacéo.
Podendo assim ser convertido na fragrancia 3,4,6 trimetil-5-enal com forte aroma de
limdo ou em orto-mentol que tem um doce odor suave de cravo. Devido ao seu
agradavel aroma esta substancia é comumente usada em sabonetes, bases
cosmeéticas e outras aplicacdes de perfumaria. Stojkovic e colaboradores (2011)
relataram a presenca de trans-verbenol no 6leo de frutos de Vitex agnus-castus L.,
outra espécie da familia Verbenaceae.

O monoterpeno isobornil propionato esteve presente em pequena quantidade
no 6leo essencial de V. litoralis, enquanto que Lippia alba (Mill) N. E. Brown
apresentou 0,3% de acetato de isobornil. No 6leo essencial de V. officinalis L. foi
relatada a presenca de formato de isobornil e acetato de isobornil, ambas espécies
da familia Verbenaceae (BARROS et al., 2009; DE MARTINO et al., 2011).

Aldeidos sdo comumente encontrados na composicdo de 6leos essenciais
ocorrendo em plantas como Carduus nutans, Perlagonium graveolens,
Grammosciadium platycarpum (DE MARIA; MOREIRA, 2003; GHANNADI et al.,
2012; NAZEMIYEH et al.,, 2009). Matérias-primas de aromas como os aldeidos
podem ser usadas em formulacbes de nanoemulsGes para liberar fragrancias
incorporadas aos produtos cosméticos. Alguns aldeidos sdo também responsaveis
pelos sabores e aromas agradaveis presentes nos vinhos envelhecidos (BARIL,
2012; AZEVEDO, 2007). O mirac aldeido foi o constituinte majoritario presente no
Oleo de V. litoralis.

Através das analises comparativas do seu indice de Kovatz e espectro de
massas (ADAMS, 1995) o pico numero 5 no cromatograma de V. litoralis, indica a
presenca de ternine ou isobenzofuranona 4,5-dihidro-3-pentilideno, ja identificada
em Callophyllum brasiliense e com atividade hipoglicemiante. Em modelo de
atividade anticonvulsivante, na crise induzida por eletrochoque em ratos, o 3-
butilbenzofuranona, isolado nos frutos de Apium graveolens apresentou atividade
anticonvulsivante (CASTANEDA, 2011; CARDOSO, 2005).
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Hidrocarbonetos diterpenos ja foram isolados de muitas espécies de
Podocarpaceae endémicas da Nova Zelandia, hidrocarbonetos que incluem
filocladeno, isofilocladeno, caurenos, isocaurenos, normalmente os diterpenos
ocorrem em quantidades muito pequenas ou em tracos (APLIN, 1963; PIOZZI;
BRUNO, 2009). Na V. litoralis foi identificado o diterpeno isofilocladeno pela
semelhanca de sua fragmentacéo.

No o6leo de V. litoralis foi identificado fenil etil antranilato, na Vitis vinifera
foram identificados etil antranilato e metil antranilato (MOIO; ETIEVANT, 1995).
Ribeiro (2006) lista metil antranilato na concentragdo maxima de 5% como um dos
filtros solares permitidos no Brasil para uso em produtos de higiene pessoal,
cosmeéticos e perfumarias. Por apresentarem uma acdo como filtro solar, os

antranilatos possivelmente apresentam uma acéo de protecdo para a propria planta.

CONCLUSAO

Com os dados obtidos neste estudo foi possivel observar que os extratos
apresentaram uma melhor atividade antimicrobiana do que o Oleo essencial,
revelando desta forma a potencialidade de V. litoralis como um possivel insumo

farmacéutico para combater infec¢cdes causadas por micro-organismos.
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4 DISCUSSAO GERAL

Nas ultimas décadas, tem se observado em todo o mundo o uso de plantas
medicinais e a crescente utilizagdo de fitoterapicos. Nos paises em
desenvolvimento, o uso de plantas medicinais, muitas vezes constitui o principal
recurso disponivel para o tratamento primario de saude (SILVEIRA et al., 2010). O
controle de qualidade de drogas vegetais e seus extratos € importante quando
utilizados como matéria-prima para o desenvolvimento de fitoterapicos (HUBINGER
et al.,, 2009). Considerando que a eficacia e a seguranca terapéutica de drogas
vegetais dependem de diversos fatores extrinsecos como tipo de solo, clima,
irrigacdo, area geografica, procedimento de coleta, época do ano, fatores esses
também influenciardo na qualidade do medicamento obtido a partir destas drogas
(AMARAL et al.,, 2003; OMS, 2003). A Farmacopéia Brasileira (2010) preconiza
metodologias Uteis no estabelecimento de pardmetros de qualidade que estédo
disponiveis em compéndios oficiais. O estudo sazonal permite estabelecer
parametros de controle de qualidade assim como avaliar a presenca de metabdlitos
secundarios nas esta¢fes do ano.

Em todas as coletas V. litoralis manteve a porcentagem de matéria estranha
abaixo dos valores preconizados pela Farmacopéia Brasileira (2010), para outras
espécies como Baccharis trimera, € no maximo 2%, para os caules de Datura
stramonium 3%, ja para os caules e flores de Melissa officinalis é aceitavel até 10%
de material estranho. O excesso de agua pode levar ao desenvolvimento de fungos,
bactérias e insetos resultando em hidrélise dos constituintes quimicos, portanto o
processo de dessecacdo é um procedimento para manter a qualidade de drogas
vegetais 0 qual consta na Farmacopéia Brasileira (1988). Através da secagem foi
preconizado que V. litoralis deve apresentar teor de umidade aproximadamente de
3% a 6%; para manter a qualidade da droga. As folhas de Cissus verticillata
apresentam percentual de agua de 85,5%, levando a necessidade de se realizar um
processo adequado de secagem (BRAGA et al., 2007). Diferentes espécies tém
parametros de umidade estabelecidos (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010) em 8%
a 14% e para V. litoralis se estabeleceu parametros abaixo destes.

As cinzas totais de V. litoralis nas quatro estacfes do ano variaram de 5% a

10%. Na coleta do outono houve o maior teor de cinzas, o0 mesmo foi encontrado
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para Morus alba para o mesmo periodo do ano (PEREIRA et al., 2011). Ja as cinzas
inorganicas ficaram em torno de 0,3% a 1,0% o que mostra um alto teor de
substancias organicas. Do mesmo modo que para cinzas totais, 0s valores maiores
de cinzas insoluveis em acido foram encontrados na coleta de outono, embora bem
inferior aos encontrados em Peumus boldus Molina (6,26%) e Ipomoea pes-caprae
(12,60%) (BARBOSA et al., 2001; BARNI et al., 2009).

O indice de intumescéncia que caracteriza a mucilagem presente em uma
droga vegetal pelo aumento do volume ocupado pela droga quando adicionado a
esta agua. A mucilagem para V. litoralis foi de 10% a 16%, para as diferentes
coletas. Segundo Costa (1972) a quantidade de mucilagem estd diretamente
relacionada com a atividade antidiarréica por reterem agua. Os valores foram
superiores aos encontrados na folhas de Davilla elliptica (4,1%) e 2,2% nas folhas
de Davilla rugosa as quais ndo possuem acdo antidiarréica de acordo com a
literatura (JACOME et al., 2010).

O rendimento dos extratos hidro-etandlicos de V. litoralis obtidos nas quatro
estacdes do ano foram de 17% a 27% sendo que no verdo houve o maior
rendimento e o0 menor no outono, teores esses semelhante aos encontrados nos
extratos das folhas de Morus alba que foram 18% a 29%; sendo que 0 menor
rendimento encontrado para ambas as plantas foi no outono.

As plantas medicinais com forte sabor amargo sdo empregadas
principalmente como digestivas, pois o0 amargor estimula a producdo do suco
gastrico (MORS et al., 2000). V. litoralis apresentou substancias amargas com
indices de amargor de 36800 u/g a 1472 u/g, sendo que o maior valor encontrado foi
no inverno. Isto vem ao encontro de relatos de pessoas que fazem uso do cha de
gervaozinho-do-campo para casos de ma digestao e ingestdo excessiva de bebida
alcodlica. Esses indices encontrados podem ser considerados altos quando
comparados com Baccharis articulata (230 u/g) e Baccharis cylindrica (153,3 u/g)
(BUDEL et al., 2004).

Nas diferentes coletas de V. litoralis foi possivel estabelecer que o maior
conteudo de polifendis ocorreu no inverno (70,91%) n&o variando significativamente
entre as quatro estagbes do ano, enquanto que para Sida rhombifolia (MACHADO,
2012) foi determinado que esses compostos estdo em maior quantidade no veréo.
Pereira e colaboradores (2011) verificaram que o teor de polifenéis encontrados em

M. alba também estd em maior quantidade nesta estagdo. Em raizes de Heteropteris
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aphrodisiaca o maior teor de polifendis ocorreu na primavera (10,2%) (MARQUES et
al., 2007). Esses teores provavelmente variam de acordo com a incidéncia solar e a
espécie vegetal.

O teor de flavonoides encontrado em V. litoralis foi significativamente maior na
coleta do outono, o extrato etandlico de Aloe arborescens Mill. apresentou maior teor
de flavondides no outono embora com baixos teores, jA nos extratos cloroférmicos,
0os maiores teores de flavonoides foram encontrados nas coletas da primavera
(CARDOSO et al., 2010). Souza e colaboradores (2010) verificaram que o teor de
flavonoides dos extratos alcodlicos da prépolis foi maior no outono, que relacionaram
com a vegetacgdo disponivel ao redor do apiério para coleta de resina pelas abelhas
(KOO; PARK, 1997).

Aos taninos sdo atribuidas algumas propriedades farmacoldgicas incluindo
antioxidante, antidiarréico, anti-inflamatorio, cicatrizante, anti-séptico (PANSERA et
al., 2003). V. litoralis apresentou diferenca significativa no conteddo de taninos nas
quatro coletas, sendo que seus teores podem ser considerados expressivos se
comparados com extrato bruto de Tropaeolum majus L. (0,008%) e de Glechon
spathulata (0,25%) (ZANETTI, 2002; BANDERO, 2010).

O surgimento e a disseminacdo de micro-organismos resistentes aos
antimicrobianos levaram pesquisadores a estudar a acdo dos metabdlitos
secundarios. Muitos estudos tém sido realizados na tentativa de descobrir formas
menos agressivas para o controle de micro-organismos que sé&o patogénicos para 0s
seres humanos ou que provocam a deterioracdo dos alimentos. Segundo Holetz e
colaboradores (2002) através do método da microdiluicdo em caldo os extratos que
apresentam concentracdo inibitéria minima (CIM) abaixo de 100 pg/mL sao
considerados ativos ao micro-organismo testado, entre 100-500 pg/mL sé&o
moderadamente ativos, entre 500-1000 pg/mL s&o considerados de fraca atividade
sendo de dificil aproveitamento farmacéutico no tratamento de infec¢des fungicas e
bacterianas e acima de 1000 pg/mL sdo considerados inativos.

Cardoso e colaboradores (2010) avaliaram o potencial antimicrobiano de
extratos etandlicos e cloroférmicos de A. arborescens produzidos em diferentes
épocas do ano. De acordo com suas observagdes nao houve efeitos expressivos da
sazonalidade sobre o potencial antimicrobiano dos extratos etandlicos, sendo o
extrato de verdo o de menor eficiéncia antimicrobiana. A atividade antimicrobiana de

BN

um extrato pode ser devido a presenca de flavonoides e taninos os quais estédo



61

presentes em V. litoralis a qual apresentou atividade antimicrobiana pelo método da
microdiluicdo em caldo (BYLKA et al., 2004; VELURI at al., 2004; ANDRADE et al.,
2011; PEREIRA et al., 2012). De acordo com Silva e colaboradores (2003) a
atividade antimicrobiana de extratos vegetais ocorre pela acdo conjunta de
compostos quimicos presentes nas plantas e ndo pela atividade de compostos
isolados.

Todas as bactérias testadas frente aos extratos de V. litoralis das quatro
estacdes do ano, com excecdo de Aspergillus fumigatus apresentaram sensibilidade.
Os dleos essenciais podem ser considerados uma alternativa importante no controle
de micro-organismos. Providéncia rettgeri, Streptococcus agalactiae, Micrococcus
luteus, Staphylococcus intermedius e Klebisiella pneumoniae, frente ao 6leo de V.
litoralis apresentaram atividade antimicrobiana, enquanto que para Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Salmonella pullorum, Listeria
monocytogenes, Enterococcus faecalis, Candida albicans, Cryptococcus neoformans
e Aspergillus fumigatus o 6leo apresentou baixa sensibilidade o que também ocorreu
com o 6leo de Rosmarinus officinalis frente a Salmonella sp, em que ndo houve
formacgéo de halo de inibi¢do utilizando o método de disco (HENTZ; SANTIN, 2007).
Os extratos de V. litoralis apresentaram atividade antimicrobiana frente a
Staphylococcus intermedius, Salmonella pullorum e Enterococcus faecalis
semelhante aos extratos das raizes de Sida rhombifolia (MACHADO, 2012).

Através da cromatografia gasosa e espectro de massas foram identificados
sete diferentes constituintes no 6leo de V. litoralis ja identificados em outras
espécies vegetais como Melissa officinalis onde se encontrou cis-crisantenol
(BLANK et al., 2005). O verbenol e o mirac aldeido foram identificados também nos
frutos maduros de Vitex agnus castus, também pertencente a familia Verbenaceae
(STOJKOVIC et al., 2011).

Os resultados obtidos instigam a avaliacdo da toxicidade destes extratos e a
investigacdo dos principios ativos presentes responsaveis pelas atividades

farmacoldgicas, visando futuramente uma aplicacéo farmacéutica.
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5 CONCLUSOES

Os parametros fisico-quimicos preconizados pela Farmacopéia Brasileira
permitiram estabelecer pard@metros de qualidade para a espécie Verbena

litoralis;

O teor de polifendis ndo variou significativamente nas quatro estagées do ano;

V. litoralis apresentou maiores teores de taninos nos extratos de inverno;

V. litoralis apresentou maiores teores de flavonoides nos extratos de outono;

Os extratos de V. litoralis apresentaram atividade antimicrobiana;

A atividade antimicrobiana dos extratos de V. litoralis é melhor do que a

atividade antimicrobiana do 6leo essencial;

No oleo essencial de V. litoralis foram identificados sete constituintes

principais através do CG/EM: cis-crisantenol, neo-verbanol, isobornil

propanato, mirac aldeido, ternine, isofilocladeno e fenil etil antranilato;

O 6leo essencial de V. litoralis apresentou 0,732% de rendimento.
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