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RESUMO

Ao longo da histéria da humanidade, plantas com poder medicinal passaram a ser utilizadas
para curar doencas e ferimentos, e, para a comprovagdo destas atividades, cresceram os
estudos referentes a esses métodos de cura de doengas por meio natural. Dentre as familias
botanicas tradicionalmente com exemplares medicinais ou com potencial medicinal, destaca-
se Verbenaceae, familia com espécies amplamente utilizadas pela medicina popular e que
apresenta ainda poucos estudos relacionados a sua composicdo quimica. Neste contexto
insere-se a espécie Aloysia virgata, popularmente conhecida como lixeira, ¢ muito difundida
popularmente na América do Sul para tratar sintomas de doencas relacionadas principalmente
ao sistema digestorio. Apesar de ser bastante consumida pela populagdao em geral, a maioria
dos estudos referentes a essa planta sdo voltados ao seu 6leo essencial e sdo escassos 0s
trabalhos cientificos que relacionam os compostos quimicos de metabolismo secundario
responsaveis por suas atividades biologicas. Sendo assim, neste trabalho as folhas de 4.
virgata foram submetidas a extracdo com agua destila, simulando o chd popularmente
consumido, e hidroacodlica, com o intuito de isolar ¢ a identificar estruturalmente os
principais constituintes quimicos presentes em suas folhas em diferentes formas de extragao.
Com a finalidade de separar compostos de alta massa molecular daqueles de baixa massa, os
extratos brutos foram precipitados com 4alcool etilico refrigerado, resultado em fragdes
soliveis em etanol, contendo os metabolitos secundarios, denominadas AV-SBH para o
extrato hidroalcodlico e AV-SBA para o extrato aquoso. Os extratos aquosos e
hidroalcoodlicos apresentaram composi¢ao quimica semelhante, mas abundancia de compostos
diferentes. AV-SBH apresentou como pico majoritario a hoffmaniacetona, sendo identificado
pela primeira como composto em maior quantidade para 4. virgata, e, AV-SBA, apresentou
campferol/luteolina diglicosideo em maior concentragdo, composto este, descrito pela
primeira vez na planta. Além disso, outro composto inédito também foi encontrado em ambos
os extratos, o campferol/luteolina triglicosideo. Alguns metabolitos presentes nos extratos
puderem ser quantificados por padronizacao externa. Destes, os majoritarios foram o acido p-
cumarico e rutina. Verificou-se durante esta pesquisa que foram encontrados diversos
componentes que ja tiveram suas atividades bioldgicas descritas e comprovadas, contudo,
alguns compostos majoritarios descritos aqui, ndo haviam sido relatados anteriormente para A.
virgata. Estes compostos podem ser futuramente isolados e testados quanto as suas atividades
bioldgicas.

Palavras-chave: Lixeira. Fitoterapico. Metabolismo vegetal. Verbenaceae.



ABSTRACT

Throughout the history of mankind, plants with medicinal power have been used to cure
diseases and wounds, and to prove these activities, studies on these methods of natural healing
of diseases have grown. Among the botanical families traditionally with medicinal specimens
or with medicinal potential, stands out Verbenaceae, family with species widely used by folk
medicine and which still has few studies related to its chemical composition. In this context,
the species Aloysia virgata, popularly known as trash, is very popular in South America to
treat symptoms of diseases related mainly to the digestive system. Despite being widely
consumed by the general population, most studies concerning this plant are focused on its
essential oil and there is little scientific work relating the secondary metabolism chemicals
responsible for its biological activities. Thus, in this work the leaves of A. virgata were
submitted to extraction with distilled water, simulating the popularly consumed tea, and
hydroacoolic, in order to isolate and structurally identify the main chemical constituents
present in its leaves in different forms of extraction. In order to separate high molecular
weight compounds from low mass compounds, the crude extracts were precipitated with
refrigerated ethyl alcohol, resulting in ethanol-soluble fractions containing secondary
metabolites, called AV-SBH for hydroalcoholic extract and AV-SBA for the aqueous extract.
The aqueous and hydroalcoholic extracts presented similar chemical composition, but
abundance of different compounds. AV-SBH presented the major peak as hoffmaniacetone,
being identified by the first as the largest compound for A. virgata, and AV-SBA presented
higher concentration campferol / luteolin diglycoside, which was first described in the plant.
In addition, another unpublished compound was also found in both extracts, campferol /
luteolin triglycoside. Some metabolites present in the extracts can be quantified by external
standardization. Of these, the major ones were p-coumaric acid and rutin. It was found during
this research that several components were found that had their biological activities described
and proven, however, some major compounds described here had not been previously
reported for 4. virgata. These compounds may be further isolated and tested for their
biological activities.

Keywords: Trash. Herbal medicine. Plant metabolism. Verbenaceae.
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1. INTRODUCAO

As plantas medicinais s3o utilizadas por nossos antepassados desde meados da pré-
historia, onde os vegetais eram usados para a cura de doengas ou ferimentos (MONTEIRO &
BRANDELLI, 2017) e, atualmente, sdo conhecidas pela grande maioria da populacdo por
terem um papel importante na cura e tratamento de algumas enfermidades. De modo que em
algumas comunidades, essas plantas simbolizam a Uinica forma de tratamento de determinadas
patologias. Estima-se que aproximadamente 80% da populacdo do planeta ja tenha feito uso
de algum vegetal para aliviar sintomas de alguma doengca (SANTOS, 2019).

No Brasil, o uso dos vegetais e reconhecimento de suas propriedades, tanto
alimenticia, quanto farmacologica se deve em grande parte aos conhecimentos indigenas que
desde muito antes do descobrimento do pais pelos portugueses ja usavam tais plantas como
exclusiva fonte de alimento e cura de doengas (VEIGA, 2005). Além disso, o Brasil € o pais
com a maior diversidade genética vegetal do mundo, tendo 55.000 espécies catalogadas de um
total estimado brasileiro de aproximadamente 350.000 a 550.000. Entretanto, apenas 8%
dessas espécies ja tiveram seus compostos bioativos e propriedades medicinais estudadas
(HEINZMANN; BARROS, 2007).

Dentre as familias com alto poder medicinal, encontra-se a familia Verbenaceae.
Pertencente ao grupo das angiospermas, esse grupo possui diversas espécies que produzem
Oleos essenciais a partir de seus tricomas secretores (METCALFE; CHALK, 1983). Esses
Oleos sdo ricos em matéria prima para a produgdo de antibacterianos e antifungicos (SALLES,
2015). O uso popular das espécies deste familia ¢ muito frequente em paises da América do
Sul, incluindo o Brasil (SANTOS, 2015).

Aloysia virgata (RUIZ & PAVON) Juss. esta classificada dentro do género Aloysia e é
popularmente conhecida como lixa ou lixeira, por conta de suas folhas serem asperas tanto
quanto uma lixa de cozinha (PARANAGUA, 2015). Os estudos referentes a essa planta sdo
principalmente voltados ao seu potencial como o6leo essencial e sua atividade neuroativa
(WASOWSKI E MARDER, 2011),

Apesar da principal forma de uso popular da planta ser na forma de infusdo, ha poucos
trabalhos sobre a caracterizagdo quimica e bioldgica de compostos obtidos por meio deste tipo
de extragdo. Vandresen et al. (2010) relataram componentes como feniletandides
verbascosideo e arenariosideo, os diterpenos cauranicos hoffmaniacetona e seu monoacetato,

além da flavona luteolina. Em 2004, um estudo do extrato metanolico das folhas de A.


https://www.resumoescolar.com.br/geografia/caracteristicas-fisicas-da-america-do-sul-geomorfologia-paisagens-e-vegetacao/
https://www.resumoescolar.com.br/geografia/caracteristicas-fisicas-da-america-do-sul-geomorfologia-paisagens-e-vegetacao/
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virgata, revelou a presenga de ent-caureno, um precursor de giberilinas, que antes s6 havia
sido encontrado em espécies do género Calicarpa (OLIVEIRA, 2005).

Em 2012, Ferreira demonstrou o poder antioxidante do extrato etanolico das folhas de
A. virgata, comportamento este muito parecido com o controle positivo usado no estudo
(trolox), concluindo que este extrato se apresenta como uma fonte promissora de
antioxidantes naturais. Porém, até o momento ndo se sabe dizer a quais componentes do
extrato € atribuida esta atividade antioxidante, uma vez que existem raros relatos na literatura
sobre a composi¢cdo quimica associada as atividades bioldgicas desta espécie. Uma pesquisa
recente revelou a presenca de dois diterpenos ((16R)-16,17,18-triidroxifilocladan-3-ona e
(16R)-16,17- diidroxifilocladan-3-ona) majoritarios, ambos com atividade neuroativa, nas
partes aéreas de A. virgata (WASOWSKI e MARDER, 2011). Mas na literatura ndo foram
encontrados relatos de atividade antioxidante para estes compostos, concluindo-se que a
capacidade de combater radicais livres € atribuida a outros componentes da planta.

Embora se conhegam alguns compostos presentes na planta, assim como algumas de
suas propriedades terapéuticas, considera-se importante avangar no conhecimento cientifico
sobre esta espécie de ambito nacional utilizada na fitoterapia popular, a qual pode ser uma
potencial fonte de novos principios de interesse medicinal. Assim, o presente trabalho
descreve uma investigacdo fitoquimica nesta espécie, e, o isolamento e a identificacdo
estrutural dos principais constituintes quimicos presentes em suas folhas, por meio de

extracao aquosa e hidroalcoolica.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 PLANTAS MEDICINAIS: HISTORICO E IMPORTANCIA

Os produtos naturais sdo utilizados pela humanidade desde tempos imemoriais. A
busca por alivio e cura de doengas, por meio da ingestdo de ervas e folhas, talvez tenha sido
uma das primeiras formas de utilizagdo desses produtos. Intuitivamente, o0 homem primitivo
buscava descobrir solucdes para suas necessidades bdsicas de sobrevivéncia, como
alimentacdo, moradia, protecdo e reprodugdo. Suas experiéncias e observacdes resultaram em
descobertas importantes para solugdes de tratamentos de injurias ou doencas através do uso
das plantas e ervas (VIEGAS JR. et al., 2006). Embora suas propriedades tenham passado a
ser estudadas recentemente, o uso de plantas como fitoterapicos vem desde meados da pré-
histéria, onde os vegetais eram usados para a cura de doencgas ou ferimentos (MONTEIRO &

BRANDELLI, 2017).
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Na historia, as antigas civilizagcdes possuiam suas proprias referéncias sobre as plantas
medicinais e apesar de inicialmente cultivarem plantas apenas para o consumo alimentar,
passaram a experimenta-las como método de cura para certas patologias (BRAGA, 2011).

Ao longo da historia, os recursos e uso dessas plantas foram sendo aprimorados
conforme o homem foi descobrindo o que estava ao seu redor sem medo de testar objetos e
plantas. Como um exemplo, podemos destacar a utilizagdo das ervas como medicina
alternativa desde a idade média, como alimento, bebida ou remédio, e na Europa, onde eram
utilizadas como principal fonte para a cura de doencas (VEIGA, 2005).

No Brasil, o uso dos vegetais e reconhecimento de suas propriedades, tanto
alimenticia, quanto farmacologica se deve em grande parte aos indigenas que desde antes do
descobrimento do pais pelos portugueses usavam-nas como exclusiva fonte de alimento e para
cura de doencas (VEIGA, 2005). Segundo o autor, s6 na regido amazonica, existem mais de
25 mil espécies de plantas das quais, apenas cerca de 5 mil ja foram catalogadas e estudadas,
comprovando seus fins terapéuticos.

Mais de 25% de todos os medicamentos fabricados hoje em dia sdo de origem vegetal.
Conforme ja mencionado, as plantas medicinais sao objeto de estudo de longa data, onde vem
se buscando novas fontes para obtengdo de principios ativos, responsaveis por sua agao
farmacologica ou terapéutica (VEIGA, 2005).

Neste sentido, comega a se desenvolver uma nova area de pesquisa, voltada aos
fitoterapicos, que sdo produzidos a partir de plantas frescas ou secas, ou ainda parte delas,
extraidos por destilagao, percola¢dao, maceragao e outras operagoes.

Caracteristicamente, os constituintes ativos sao obtidos juntos com outras substancias
presentes na planta. Algumas vezes estas substincias atuam sinergicamente melhorando a
atividade bioldgica. Sendo assim, para manter a qualidade de um fitoterdpico, antes ¢
necessario assegurar a coexisténcia destas substincias, ou de grupos quimicos, presentes na
espécie, visto que as substidncias responsaveis pela atividade bioldgica ainda sdo
desconhecidas. Um fitoterdpico de qualidade pode ser alcancado se todas as etapas de
processamento da matéria-prima ativa vegetal e manufatura do produto conservar o
constituinte ativo e as substancias sinérgicas (SCHIMIDT et al., 1993).

A fitoterapia, tem se tornado cada vez mais popular entre os povos de todo o mundo e
com o reconhecimento da Organizagdo Mundial de Saude em 1978, o interesse pelas
potencialidades dos produtos vegetais com a¢do farmacoldgica vem crescendo, aumentando

consequentemente a produgao dos fitoterapicos na industria farmacéutica (PACHU, 2007).
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A crescente demanda de medicamentos, associada ao elevado custo dos
medicamentos sintéticos, tornam o interesse pela fitoterapia ainda maior e a implementacao
de um projeto sistematico para o estudo e validacdo do uso de plantas medicinais
completamente justificavel. Ja em 1976, 25% de todos os medicamentos prescritos em paises
industrializados continham principios ativos, os quais, eram extraidos de plantas medicinais
(FARNSWORTH e MORRIS, 1976). Apesar disso, atualmente apenas uma pequena fragao
do imenso nimero de espécies de plantas superiores existentes foi adequadamente estudada
do ponto de vista quimico e ou farmacoldgico (PACHU, 2007).

A elucidacdo dos constituintes quimicos presentes nas plantas, bem como de suas
atividades biologicas, representa, ainda, um desafio (MACIEL et al., 2002). Embora existam
varios trabalhos que avaliem aspectos morfoanatomicos e histoquimicos de plantas com
potencial medicinal de diversas regidoes do mundo, tendo em vista a grande diversidade
genética vegetal, sabe-se que ainda ha um vasto campo a ser pesquisado, o que serve de
incentivo as investigacdes cientificas e a busca por novas drogas naturais (BORELLA et al.,

2006).

2.2 METABOLISMO VEGETAL

Do Norte ao Sul do pais, diferentes biomas abrigam as espécies vegetais de ocorréncia
natural que se adaptam as condi¢des de clima, solo e 4gua, existentes naquele local. Nesse
processo de interagdo, todo o complexo conjunto de substancias que faz parte da sua fisiologia
também esta em estreita interagdo com o ambiente. Condigdes sazonais, luminosidade,
temperatura ¢ clima podem alterar a composi¢do quimica dos mesmos, ou seja, seu
metabolismo (FREIRE, 2004).

O metabolismo vegetal ¢ o conjunto de reagdes quimicas que continuamente ocorrem
em cada célula vegetal. A presenca de enzimas especificas garante certa direcdo a essas
reagOes, chamadas de rotas metabodlicas. Resultantes, as rotas metabolicas sao formadas por
compostos quimicos denominados de metabolitos, juntamente com as reagdes enzimadticas
envolvidas, anabdlicas, catabdlicas e de biotransformagdo (SANTOS, 2003).

Primeiramente, as rotas metabdlicas visam a obtencdo de nutrientes para as
necessidades fundamentais da célula, como energia (ATP), poder redutor (NADPH) e
biossintese de compostos essenciais a sua sobrevivéncia (macromoléculas celulares)
(SANTOS, 2003). No reino vegetal, os processos anabolicos, responsaveis pela biossintese de

macromoléculas a partir de mondmeros, apresentam também vias alternativas de
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metabolismo, possibilitando a produ¢do de grande variedade de compostos que participam,
principalmente, da adaptagdo da planta ao meio em que vive (LEITE, 2009).

O metabolismo estd atualmente dividido em primdrio e secundario. O primario,
essencial a todos os seres vivos, se caracteriza pela sustentagdo funcional da planta,
responsabilizando-se por sintetizar, degradar e interconverter compostos. Esse grupo inclui
lipideos, protideos e glicideos, com fungdes vitais bem definidas (PERES, 2013).

J& o metabolismo secundario € caracterizado pela biossintese de micromoléculas com
diversidade e complexidade estrutural e distribui¢do restrita e especifica. Tem papel de
adaptagdo ao meio, defesa, protecdo UV, atragdo de polinizadores e animais dispersores de
sementes, sendo influenciado pelas condi¢des edafocliméticas e encontrado apenas em alguns

grupos de organismos vegetais (PERES, 2015).

2.2.1 Metabolismo secundario

Em grande parte das células e organismos, rotas metabolicas de sintese, degradagao,
interconversao das moléculas e reacdes de conservagao de energia sdo similares. Contudo, as
rotas de sintese de metabdlitos secundarios ndo estdo presentes em todos os organismos €
provavelmente sejam ativadas apenas durante alguns estagios particulares de crescimento e
desenvolvimento ou em periodos de estresse da planta (SOUZA, 2008).

O metabolismo secunddrio esta restrito a processos quimicos Unicos para espécies
especificas, ou seja, ndo estd presente em todas as plantas. O metabolismo ¢ a quimica que
conduz a formagao de um produto natural de uma planta e atualmente, a quimica dos produtos
naturais usualmente ¢ diferente de uma planta para outra, onde precursores quimicos comuns
podem conduzir a resultados diferentes (PEREIRA, 2012).

Esses metabolitos ainda ndo possuem suas fungdes fisiologicas completamente
elucidadas, no entanto sua produgdo ¢ associada a defesa da planta contra-ataque de
patogenos, radiacdo solar e herbivoria (MONTANARI, 2002) ou ainda, atuam na competi¢cdo
entre plantas e atragdo de organismos benéficos como polinizadores, dispersores de sementes
e microrganismos simbiontes (PERES, 2008). Na maioria dos casos, os metabolitos
secundarios ndo parecem ser necessarios para a sobrevivéncia das plantas, mas podem
fornecer uma vantagem competitiva consideravel (PEREIRA, 2012).

Os principais fatores que podem coordenar ou alterar a taxa de produgdo de
metabolitos secundérios sdo os seguintes: sazonalidade, ritmo circadiano e desenvolvimento;

temperatura; disponibilidade hidrica; radiacdo ultravioleta; nutrientes; altitude; polui¢ao
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atmosférica; indugdo por estimulos mecanicos ou ataque de patéogenos (GOBBO NETO;
LOPES, 2007).

Além de sofrer a influéncia de fatores ambientais o metabolismo secundario vegetal
também ¢ afetado por varios inimigos potenciais, como bactérias, fungos, insetos, mamiferos
e outros animais herbivoros. Como plantas ndo conseguem evitar esses predadores
simplesmente deslocando-se, elas dispdem de outros mecanismos de protecdo. Barreiras
fisicas como cuticulas, formadas pela camada externa cerosa e pela periderme, além de
reduzirem a perda de 4gua, funcionam como obstaculo a entrada de microrganismos. Em nivel
molecular, a planta se protege biossintetizando uma enorme gama de metabolitos secundarios
que atuam ndo apenas na defesa do vegetal contra varios herbivoros e microrganismos
patogénicos, como também auxiliam a adaptacdo da planta ao seu ambiente (MARTINS;
FIGUEIREDO, 2009).

A producdo de metabolitos secundarios na planta também ¢ influenciada por fatores
genéticos, em conjunto com fatores ambientais e ontogenéticos. O fator ontogenético ¢ a
variacao da composi¢do e concentragdo dos metabodlitos secundarios de acordo com a idade e
estagio da planta. (MARTINS; FIGUEIREDO, 2009, p. 145). Os metabdlitos secundarios sao
biossintetizados a partir de metabdlitos primarios pré-existentes, e€ para ocorrer tal
transformagao sao necessarias reagdes de catabolismo molecular, o que € feito por intermédio
de enzimas celulares, e estas sdo expressas pelos genes, que sdo controlados, assim como os
demais processos celulares, por um controle genético (LEITE, 2009).

Ja em relagdo a importancia dos metabdlitos secundarios para as plantas medicinais,
sabe-se que as drogas vegetais sdo constituidas por uma mistura complexa desses agentes, que
podem ser responsaveis pelas suas atividades farmacoldgica. Sendo assim, podem ser
diretamente utilizados como medicamentos, ou entdo utilizados como uma espécie de molde
para o desenvolvimento de novas drogas. Contudo, muitos produtos naturais apresentam
estruturas muito complexas e ndo podem ser sintetizados em laboratorios. Além disso, muitas
drogas “ndo-naturais”, ou seja, drogas sintéticas podem causar efeitos colaterais graves que
geralmente ndo sdo aceitdveis em muitos tipos tratamentos. Assim, a descoberta produtos
naturais biologicamente ativos a partir de plantas pode ajudar a prevenir os efeitos colaterais

das drogas sintéticas (EL-SHEMY et al., 2007).

2.3 FAMILIA VERBENACEAE

Fazendo parte da grande diversidade de espécies vegetais ricas em metabolitos

secundarios, encontra-se a familia Verbenaceae, que compreende cerca de 98 géneros e 2614
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espécies no mundo. No Brasil, encontram-se 16 géneros e 310 espécies nos diferentes hébitos,
desde ervas perenes, arbustos e até subarbustos, encontrados nas regides tropicais e
subtropicais, apresentando distribui¢do pantropical, mas principalmente neotropical
(SALIMENA, et al., 2013).

Suas espécies estao distribuidas em todas as regides do pais, ocorrendo em vegetacdes
do tipo Campo Rupestre, Cerrado (latu sensu) e Floresta Ombrofila (Floresta Pluvial), sendo
presente em diversos dominios fitogeografico, como: Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata
Atlantica e Pampa (SALIMENA, et al. 2013). Apresentam diferentes aplicagdes, podendo ser
utilizadas pelas propriedades medicinais, na ornamentacdo e como madeiras, sendo esta
ultima amplamente empregada na economia (MELO, et al. 2010). Uma caracteristica da
familia € a presenga de tricomas secretores, geralmente produtores de oleos essenciais de
grande valor medicinal (FAVORITO, 2009).

Na natureza podem ser encontrados sob a forma de ervas, arvores, arbustos ou lianas.
Possuem tricomas glandulares ou tectores na epiderme vegetal. As folhas quase sempre sao
opostas, mas também podem ser verticiladas, inteiras ou lobadas. As inflorescéncias podem
ser politélicas (cimeiras com um par de flor). As flores sdo bissexuais € com simetria
zigomorfa. O calice tem suas sépalas unidas e a corola pode ter cinco lobos e aparentar ter
somente quatro, isso gracas a unido dos lobos. Os estames sdao em numero de quatro, sendo
dois pequenos e dois maiores, e estdo aderidos as pétalas (ARAUJO, 2019)

Diversas espécies de Verbenaceae possuem Oleos essenciais que sao produzidos em
seus tricomas secretores (METCALFE & CHALK, 1983). Eles sao ricos em mono ¢
sesquiterpenos, o que faz dos exemplares excelente matéria-prima para produgdo de ativos
antibacterianos e antifingicos (SALLES, 2015), sendo frequentemente usada em paises da
América do Sul, incluindo o Brasil (SANTOS, 2015).

Como exemplo do uso dessas plantas, as folhas e flores de Aloysia (género o qual terd
enfoque neste trabalho) sdo usadas na preparagao de uma infusdo que serve para tratar dores
de estdomago, inchagos, nauseas e vomitos. Em algumas regides, como no norte da Argentina,
¢ utilizada com erva-mate na preparacdo do tereré. De outras Aloysias sdo extraidos os galhos
e as folhas para serem usados em bebidas para a digestdo, dores de estdmago e palpitacdes

cardiacas (HARAGUCHI & CARVALHO, 2010).

2.3.1 Aloysia virgata

O género Aloysia ¢ constituido de aproximadamente 30 espécies de arbustos com

folhas e inflorescéncias aromaticas conhecidas principalmente por seus 6leos essenciais


https://www.infoescola.com/plantas/inflorescencia/
https://www.resumoescolar.com.br/quimica/materia-substancia-e-mistura-propriedades-e-classificacao/
https://www.resumoescolar.com.br/geografia/caracteristicas-fisicas-da-america-do-sul-geomorfologia-paisagens-e-vegetacao/
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(HERNANDE-Z et al., 2003; SIEDO, 2006; 2010) e muitos sdo os estudos farmacologicos ja
publicados em espécies do género (KUTSCHKER et al., 2002; DEMO et al., 2005; ARIAS,
2009; DAMBOLENA et al., 2010; PINA et al., 2012; SANTOS et al., 2015). Porém estudos
fitoquimicos s3o escassos e restritos a poucas espécies.

Pertencente ao género Aloysia e popularmente conhecida por lixa ou lixeira, Aloysia
virgata (Ruiz & Pavén) Juss. € uma arvore de pequeno porte, com quatro a seis metros de
altura que ocorre em terrenos altos, comumente vista ao longo de cercas e pastagens. Essa
espécie possui tronco fino, com aspecto descamante. Suas folhas sdo simples e extremamente
asperas, dado a isso seu nome popular. Ainda, possui flores pequenas e brancas e suas
sementes sdo facilmente disseminadas pelo vento (Figura 1) (PARANAGUA, 2015).

Bastante cultivada no Rio Grande do Sul, pode ser encontrada também nos estados da
Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo e Parana. Ainda ha
registros de A. virgata na Argentina. Essa arvore ndo exige muita dgua e tolera, inclusive,
solos mal drenados. O diferencial fica por conta do aroma, em funcao do alto teor de oleo
essencial que ela possui. Por conta disso ¢ usada em industrias de perfumaria, cosméticos e
alimentos (RICCIARDI et.al., 2005).

E uma planta medicinal usada popularmente para uma grande variedade de indicagdes.
Na Bolivia, Paraguai e Argentina ¢ popularmente usado como diaforético, estimulante,
estomacal, tonico, anticatarral e anti-reumatico (BASSOLS, GURNI, 1996).

Atualmente, quase ndo existem referenciais sobre o estudo de metabolitos secundarios,
e 0s que existem estdo concentrados nos 6leos essenciais da planta, por seu grande poder em
produzir substancias perfumadas para a atragcdo de polinizadores.

Os oleos essenciais extraidos dessa planta possuem constituicdo quimica variada e s@o
compostos em grande parte por substincias sesquiterpénicas. Em relacdo a atividade do 6leo
como antibacteriano, estudada juntamente ao género Lippia (também pertencente a familia
Verbenaceae) apresentam atividades moderadas contra as cepas de bactérias Gram-positivas
Bacillus cereus e Staphilococcus aureus e apenas o 6leo extraido das folhas da espécie 4.

virgata foi ativo contra a bactéria Gram-negativa E. coli (MONTANARI, 2010).
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Figura 1: Imagem demonstrativa de diferentes partes da espécie Aloysia virgata.
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Fonte: Adaptado de CRESPAM, 2010.
Nota: a. porcao apical do ramo; b. detalhe da superficie adaxial da folha; c. detalhe de
superficie abaxial da folha; d. bractea; e. calice (esquema); f. calice; g. corola em vista lateral

h.corola aberta mostrando os estames; 1. gineceu; j. fruto.

Ferreira (2012) apresentou um teste antioxidante do extrato etanolico da folha de
Aloysia virgata onde este demonstrou valores de absorbancia préximo ao do padrdo trolox
(controle positivo), evidenciando que esse extrato se apresenta como uma fonte promissora de
antioxidantes naturais. Existem raros relatos na literatura sobre a composi¢do quimica e
atividades biologicas desta espécie. Recente pesquisa revelou a presenca de dois diterpenos
((16R)-16,17,18-triidroxifilocladan-3-ona e (16R)-16,17- diidroxifilocladan-3-ona), ambos
com atividade neuroativa, nas partes aéreas de 4. virgata (WASOWSKI e MARDER, 2011).
Nao foram encontrados relatos de atividade antioxidante para estes compostos, de modo que
as substancias responsaveis por esta atividade ainda ndo foram isoladas desta planta.

Desta maneira, neste trabalho desenvolveu-se um estudo acerca desta planta, voltados

para sua composi¢ao quimica de metabdlitos secundarios e caracterizagao.
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3. OBJETIVOS

3.1 GERAL

Diante do exposto anteriormente, este trabalho teve por objetivo extrair e caracterizar
estruturalmente metabolitos secundarios presentes nas folhas da planta medicinal Aloysia

virgata.

3.2 ESPECIFICOS

- Coletar e obter extratos de A. virgata por infusdo e por refluxo em solventes orgéanicos e
com misturas hidroalcodlicas;

- Extrair e caracterizar estruturalmente metabolitos secundarios das folhas de 4. virgata.

- Desenvolver técnicas de separagdo cromatografica e deteccao visando maior sensibilidade e
velocidade com menor consumo de solventes;

- Desenvolver técnicas de ionizacdo que permitam obter diferentes informacdes sobre a

estrutura das moléculas pela formagao de diferentes ions e fragmentos;

4. METODOLOGIA

4.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

Para a obtencao de material vegetal foram realizadas expedi¢des de coleta a campo na
regido de Cerro Largo a 28°08'49" de latitude e 54°44'17" oeste; aos 211 metros de altitude,
mais precisamente nos arredores de mata pertencente a Escola Municipal Pe. José Schardong.
Folhas e pequenos ramos de Aloysia virgata pertencentes a trés populacdes distintas foram
coletadas no periodo da manha, sendo acondicionados em redes de tecido e conduzidos ao
laboratério, onde foram secas em estufa a 50 °C por aproximadamente 2 dias. Exemplar da
mesma espécie estd depositado no Laboratério de Botanica da Universidade Federal da

Fronteira Sul.

4.2 EXTRACAO DOS COMPONENTES VEGETAIS

Folhas secas e trituradas (50 g) foram submetidas a extracdo aquosa (250 mL) sob
refluxo por duas horas, sendo este processo repetidos por trés vezes. Apos o tempo de
extragdo, o material foi filtrado e os extratos combinados e concentrados, em evaporador
rotatorio com pressdo reduzida, até pequeno volume, sendo em seguida liofilizados.

Obtendo-se assim, o extrato bruto aquoso, denominado (AV-BA). Processo de extragdo mais
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intenso foi realizado com etanol 70%, de igual maneira, onde 50 g de material vegetal foram
submetidas a extracdo hidroalcoolica, durante duas horas a 100 °C, repetido trés vezes,
resultando no extrato bruto hidroalcoolico, denominado AV-BH.

Com a finalidade de separar compostos de alta massa molecular (polissacarideos e
proteinas, principalmente) daqueles de baixa massa, os extratos brutos (AV-BA ¢ AV-BH)
foram solubilizados em 4gua destilada, aos quais foi adicionado alcool etilico refrigerado
(3:1, v/v). Estas solugdes foram deixadas em repouso por cerca de trinta minutos, para
promover a formacao de um material insoltivel (precipitados etanodlicos, denominados “AV -
PBA e AV-PBH”), os quais foram separados por centrifugacao (8.500 r.p.m., 10 min, 4 °C),
liofilizados e armazenados em freezer. As fragdes soliveis em etanol (denominadas de
sobrenadante etanolico, AV-SBA e AV-SBH) foram concentradas a pequeno volume,

liofilizadas, mantidas em frascos fechados e armazenadas em freezer.

4.3 FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS POR PARTICAO LIQUIDO-LIQUIDO

A extragao liquido-liquido ¢ uma operacao basica de separagdo de compostos com
diferentes caracteristicas de solubilidade face a solventes organicos e aquosos imisciveis
entre si. Uma vez que AV-SBA e AV-SBH sao fragdes complexas, ricas em diversos
metabolitos, um fracionamento liquido-liquido foi realizado, no sentido de diminuir a
complexidade das fragdes e facilitar sua analise. Assim, ambos extratos foram solubilizados
em agua e foram adicionados os seguintes solventes em ordem crescente de polaridade,
cloroféormio, acetato de etila e butanol para AV-SBH e acetato de etila e butanol para AV-
SBA. O processo de parti¢ao entdo, rendeu 4 fragcdes para AV-SBH, nomeadas: AV-SBH-
CHCls, AV-SBH-AcEt, AV-SBH-BuOH e AV-SBH-Aq; e¢ 3 fragdes para AV-SBA,
nomeadas AV-SBA-AcEt, AV-SBA-BuOH e AV-SBA-Aq. Estas fracdes foram secas em

evaporador rotativo e entdo armazenadas em freezer para analises posteriores.

4.4 METODOS ANALITICOS

4.4.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Andlises por cromatografia em camada delgada foram realizadas para detectar a
presenca de carboidratos ou metabolitos contendo glicideos em sua estrutura, como
flavonoides glicosilados e saponinas. Estas analises foram realizadas em placas de silica-gel
60G (Merck), com 8 cm de altura total (7 cm a partir da origem). As amostras (2 mg/mL)

foram  preparadas com  metanol/agua  (v/v), o  solvente  utilizado  foi
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EtOAc:H,O:HOAc:HCOOH (9:2,3:1:1, v/v) (MEDIC-SARIC et al., 2008); e a visualizacao
dos compostos foi obtida com orcinol H>SO4, a 100 °C (SKIPSKI, 1975)

4.4.2 Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC — High Performance Liquid

Chromatography) foi usada para identificacdo e quantificacdo de metabolitos nos extratos
obtidos apos a precipitagdo com etanol (AV-SBA e AV-SBH) e nas fragdes obtidas apos o
fracionamento liquido-liquido. A cromatografia foi realizada em um sistema LC-MS-2020
(Shimadzu), composto por uma bomba binéria, amostrador automatico e forno de coluna. A
deteccao foi realizada por detector de arranjo de diodos (DAD) ou, nas analises online, por
espectrometria de massas do tipo electrospray (ESI-MS — Electrospray lonization Mass
Spectrometry).

As amostras foram mantidas em temperatura ambiente (~22 °C) e a temperatura da
coluna foi de 40 °C. As separacdes foram desenvolvidas em coluna C18 (Shimadzu) com 150
mm X 4.6 mm i.d. e 3.0 um de tamanho da particula. A fase movel consistiu em agua
(solvente A) e acetonitrila (solvente B), ambas contendo 0,1 % e 4acido foérmico. Dois
sistemas de gradiente linear foram desenvolvidos:

1) Aumento da concentragdo do solvente B, de 0 a 35% em 10 min, seguido do aumento da
concentracao do solvente B a 100%, dos 10 aos 15 min, mantido por mais 3 min e retornando
para a condig¢do inicial (100% A) em 18 min. O fluxo utilizado foi de 500 puL/min e a coluna
foi reequilibrada por 3 min antes de cada injecao.

2) Aumento da concentracao do solvente B, de 0 a 35% em 10 min, seguido do aumento da
concentracao do solvente B a 100%, dos 10 aos 15 min, mantido por mais 3 min e retornando
para a condig¢do inicial (100% A) em 18 min. O fluxo utilizado foi de 800 puL/min e a coluna
foi reequilibrada por 3 min antes de cada injecao.

As amostras foram preparadas em MeOH-H>O (1 mg/mL), sendo que 10 puL. de cada
amostra foi injetado. A deteccao foi realizada por DAD (210 — 400 nm) e por ESI-MS. Para
as andlises quantitativas, curvas padroes foram preparadas com padrdes de acido benzoico,
acido clorogénico, 4cido fertlico, acido gélico, acido p-cumarico. acido siringico, betulina,
luteolina, lupeol acetato, morina, teobromina, teofilina e rutina nas concentragdes de 25, 50,

100, 150, 200 e 250 pg/mL.
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4.4.3 ESI-MS (electrospray ionization mass spectrometry)

As amostras (~10 pg/mL) foram solubilizadas em MeOH-H>O (1:1, v/v), e submetidas
a ionizagdo positiva e negativa em pressdo atmosférica (APl — atmospheric pressure
ionization). As andlises online foram realizadas em um espectrometro de massas LC-MS-
2020, simples quadrupdlo com nitrogénio como gas de nebulizacdo e dessolvatacdo e
utilizando o HPLC como sistema de injecdo. As andlises offline foram conduzidas por inje¢ao
direta das amostras, utilizando uma bomba de infusdo (KDScietific) a um fluxo de 10 pL/min.
Espectros de MS? foram obtidos por fragmentagdo induzida por colisio (CID - collision
induced dissociacion), usando argénio como gas de colisdo. A aquisi¢do € o processamento de
dados foram realizados utilizando o software MassLynx 3.5 e as analises foram obtidas em

modo de scan continuo.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXTRACAO E IDENTIFICACAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Conforme mencionado anteriormente, Aloysia virgata ¢ uma planta nativa
amplamente consumida na forma de infusdo, sendo usada para o tratamento de diversas
doencas e distarbios, principalmente os associados ao sistema digestorio. Durante o processo
de obtengcdo do cha sdo extraidos diversos componentes, entre estes, os metabolitos
secundarios. No entanto, ainda sdo escassos 0s estudos quimicos voltados a caracterizagao
destes metabolitos. Na literatura atual, apenas ¢ descrito o isolamento e identificacao de cinco
substancias presentes em folhas e caule de A. virgata, usando para tanto uma extragdo
etandlica (VANDRESEN, et al. 2010).

Sendo assim, neste trabalho as folhas de A4. virgata foram submetidas a extracdo
aquosa sob refluxo simulando o que acontece quando a infusdo ¢ preparada para ser
consumida. Além disso, também foi realizada uma extracdo hidroalcoolica, para posterior
comparacdo, a qual geralmente permite uma extracdo mais intensa, ou seja, extrai
praticamente todos os componentes presentes na planta, possibilitando sua identificagao.

Apds a extragdo, o extrato bruto aquoso (AV-BA) e o extrato bruto hidroalcoolico
(AV-BH) foram tratados com etanol para separagdo e isolamento dos compostos de baixa
massa molar (os metabolitos secundarios), resultando nas fragdes soliveis em etanol AV-SBA
e AV-SBH. Estas foram também submetidas ao particionamento liquido-liquido, gerando as
fracdes correspondentes Aq, BuOH, AcEt e CHCIs, para AV-SBH e Aq, BuOH, AcEt para

AV-SBA. A determinacdo dos compostos presentes nos extratos e/ou fracdes foi feita apelas
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técnicas de CCD, HPLC e ESI-MS. Os rendimentos destes extratos e suas fragdes sao

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Rendimentos dos extratos aquoso, hidroalcoolico e das fragdes resultantes do
particionamento liquido-liquido obtidos das folhas de A.virgata.

Extrato/Fracao (sigla) Rendimento (%)
Sobrenadante etanodlico do extrato hidroalcoolico (AV-SBH) 30,6
Fracdo aquosa do extrato hidroalcoolico (AV-SBH-Aq) 22,7
Fracao butanodlica do extrato hidroalcodlico (AV-SBH-BuOH) 4,3
Fracdo acetato de etilia do extrato hidroalcoolico (AV-SBH-AcEt) 1,7
Fracao cloroformica do extrato hidroalcodlico (AV-SBH-CHCls) 1,9
Sobrenadante etanolico do extrato aquoso (AV-SBH) 26,9
Fragdo aquosa do extrato aquoso (AV-SBH-Aq) 22,5
Fragao butanolica do extrato aquoso (AV-SBH-BuOH) 3,1

Fragdo acetato de etilia do extrato aquoso (AV-SBH-ACcEt) 1,3

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.1.1. Identificacdo dos compostos por HPLC-DAD-ESI-MS

Anadlises de cromatografia de AV-SBH e AV-SBA permitiram observar que extratos
complexos foram obtidos da extra¢do hidroalcodlica e aquosa. Como esperado, ocorreu uma
grande variacao na polaridade dos compostos, variando desde os carboidratos até os terpenos
(Tabela 2, pagina 32). O tempo total de analise proposto para separagao em HPLC foi menor
que 18 minutos (Figura 2 A e B), utilizando-se o gradiente 1, descrito na sessao de
metodologia, mas pode ser observado que alguns compostos ficaram muito proximos, nao
sendo totalmente separados. Esta técnica permitiu a identificacdo 28 picos majoritarios em
AV-SBA e AV-SBH (Figura 2 A e B), selecionados por sua abundéncia relativa ou por sua

identificacao por padrao comparativo.



Figura 2: Cromatograma obtido por HPLC de (A) AV-SBA e (B) AV-SBH.
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AV-SBH e AV-SBA também foram analisados por CCD, a qual ¢ uma técnica

amplamente utilizada para fins de andlise, tanto de extratos vegetais brutos quanto para

avaliar o resultado de um processo de separagdo. Esta técnica foi usada para detectar a

presenca do monossacarideo glicose e do dissacarideo sacarose, que geralmente aparecem em

grande quantidade nas plantas superiores, e de flavonoides glicosilados, como a rutina, os

quais também sdo abundantes entre os organismos vegetais. A deteccdo foi realizada

utilizando-se o revelador orcinol-H>SO4, especifico para carboidratos, e verificou-se a

presenca de glicose e sacarose para ambos os extratos (AV-SBH e AV-SBA), enquanto a

rutina ndo foi possivel de ser identificada (Figura 3). Além disso, ¢ possivel verificar duas

bandas coloridas com tempo de reten¢do (Rt) proximo ao da rutina em ambos os extratos,
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coradas de roxo, provavelmente correspondes a flavonoides com perfis cromatograficos e

peso molecular semelhantes a rutina.

Figura 3: Cromatografias em camada delgada: (1) glicose, (2) sacorose, (3) AV-SBH, (4) AV-
SBA e (5) rutina.

Fonte: O autor.

5.1.2 Analise das fragoes obtidas por particionamento liquido-liquido do AV-SBH e AV-
SBA

Apb6s o particionamento liquido-liquido de AV-SBH e AV-SBA, a menor
complexidade das fracdes permitiu uma melhor identificagdo dos constituintes. A
identificacdo dos picos foi baseada em seu tempo de reteng¢do (Rt), espectro de UV e padrdes
de fragmentacdo de massa por comparagdo com dados da literatura (VANDRESEN, et al.,
2010; OLIVEIRA et al. 2005), além do uso de padrdes quimicos. Os compostos presentes em

ambos os extratos estdo identificados na Tabela 2 (pagina 32).
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5.1.2.1 Fragoes aquosas: AV-SBH-Aq e AV-SBA-Aq
Em um fracionamento com diferentes solventes a fracdo aquosa geralmente retém os

compostos mais polares, incluindo actcares e flavonoides associados a varios
monossacarideos, os quais em cromatografia em fase reversa costumam ser 0s primeiros picos
eluidos na coluna. Com relagao as fragdes AV-SBH-Aq e AV-SBA-Aq, verifica-se que ambas
contém os 28 compostos originais, encontrados nos sobrenadantes etanotlicos (AV-SBH e
AV-SBA, respectivamente (Figura 4 A e B). Mas, nota-se aqui, que a relagdo entre os picos €
diferente da encontrada nos sobrenadantes, onde a abundancia relativa deles é mais
semelhante, fazendo com que estas fragdes sejam as mais adequadas para a analise e
separagdao de compostos em A. virgata.

Ainda assim, nota-se que a fragdo AV-SBH-Aq concentrou os picos 8, 16 ¢ 18,
identificados como campferol/luteolina diglicosilado, campferol/luteolina triglicosilado e
acido p-cumarico, respectivamente. Enquanto a fragdo AV-SBA-A(q reteve principalmente os
picos 8 ¢ 16. Nenhum desses compostos havia sido relatado anteriormente para A. virgata,
sendo que os picos 8 e 16 identificados de acordo com suas massas e perfis de fragmentagao

em MS? (Figura 5) e o pico 18 identificado com o uso de padrio.

Figura 4: Cromatograma de HPLC-DAD: (A) AV-SBH-Aq ¢ (B) AV-SBA-Aq.
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Figura 5: Espectros de massas e possivel estrutura molecular dos novos flavonois glicosilados

encontrados em A. virgata: (A) campferol/luteolina diglicosideo e (B) campferol/luteolina
triglicosideo.
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Assim, os espectros MS? produziram: m/z 593 (M-H)", com fragmentos de m/z 447
(M-rhamnose) e 285 (campferol/luteolina), correspondente ao pico 8 (Figura 5 A); e m/z 739
(M-H), com fragmentos de m/z 593 (M-rhamnose), 447 (593-rhamnose) e 285
(campferol/luteolina), correspondente ao pico 16 (Figura 5 B). Embora ndo se possa distinguir
se estes flavonoides sdo derivados de campferol ou luteolina, acredita-se que a aglicona seja a

luteolina, a qual ja foi anteriormente identificada em A. virgata

5.1.2.2 Fracgoes butanolicas: AV-SBH-BuOH e AV-SBA-BuOH
As fragdes butandlicas AV-SBH-BuOH e AV-SBA-BuOH contém a maioria dos

flavonoides glicosideos e compostos fenolicos de 4. virgata (Figura 6 A e B). Estes
compostos foram observados a A 325 nm, confirmados por tandem-MS, dados da literatura ou
uso de padroes (VANDRESEN, et al., 2010; OLIVEIRA et al. 2005).

A fracdo AV-SBH-BuOH, derivada do extrato hidroalcodlico concentrou o
campferol/luteolina diglicosideo (pico 8), a hoffmaniacetona (pico 15), a rutina (pico 17), o
acido p-cumarico (pico 18) e os picos 19, 21 e 22 que ndo puderam ser identificados.
Enquanto a fragdo butanolica, derivada do extrato aquoso concentrou majoritariamente apenas

os picos 8 e 15, correspondentes a campferol/luteolina diglicosideo e a hoffmaniacetona.

Figura 6: Cromatograma de HPLC-DAD: (A) AV-SBH-BuOH e (B) AV-SBA-BuOH.
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5.1.2.3 Fracgoes acetato de etila: AV-SBH-AcEt e AV-SBA-AcEt
As fracoes AV-SBH-AcCEt e AV-SBA-ACEt retiveram principalmente dois compostos

majoritarios, a betulina (pico 28) e o outro componente (pico 26) nao foi identificado, mas
sabe-se que o0 mesmo tem caracteristica mais apolar, uma vez que sua eluicdo aconteceu mais
ao final da corrida, quando houve um aumento da concentracdo do solvente organico no

gradiente de analise (Figura 7 A e B).

Figura 7: Cromatograma de HPLC-DAD: (A) AV-SBH-AcEt e (B) AV-SBA-AcEt.
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Além disso, sabe-se que em um fracionamento liquido-liquido geralmente a fragdo
acetato de etila pode conter as saponinas. Estas ndo puderam ser detectadas via DAD, mas sao
observadas na CCD (Figura 3), como bandas coloridas acima do Rt da rutina, comportamento
comum para saponinas ao utilizar esta fase movel (EtOAc:H,O:HOAc:HCOOH (9:2,3:1:1,
v/v)) (SOUZA, et al., 2014; DARTORA, et al. 2011).

5.1.2.4 Fragao cloroformica AV-SBH-CHCI3
A fracdo cloroformica foi somente obtida para o extrato hidroalcodlico, uma vez que

ndo se espera extrair compostos apolares que ficariam soluveis nesta fragdo, quando
proveniente de uma extragdo aquosa. Assim, verifica-se que a fragdo AV-SBH-CHCIls reteve
principalmente a betulina (pico 28) e outro componente (Rt =15,22) ndo enumerado no
extrato do qual foi obtida (AV-SBH), devido ao fato de sua intensidade relativa ser muito
baixa. Também sdo observados os picos 26 (ndo caracterizado) e 27, identicado como lupeol
acetato (Figura 8).

Nenhum lipideo pode ser encontrado por esta andlise, assim esta fragdo deve ser
analisada por meio de HPLC-DAD-ESI-MS/MS, a qual momentaneamente ndo se tem

disponivel.



Figura 8: Cromatograma de HPLC-DAD de AV-SBH- CHCIs.
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A Tabela 2 traz os compostos identificados nos extratos hidroalcoolico e etandlico de

A. virgata, por meio das analises de HPLC-ESI-MS, os quais foram mais bem observados nas

técnicas de analise, apos a realizacao do fracionamento liquido-liquido.

Tabela 2: Identificagdo dos metabolitos secundarios presentes nas folhas de 4. virgata por

HPLC-ESI-MS.
Picos Tempo ?lel tl)'etenc;ao [1(\3;/1;1)] Composto Identificacao

1 4,451 - n.i. -

2 4,687 - n.i. -

3 5,038 - n.i. -

4 5,159 - n.i. -

5 6,031 - n.i. -

6 6,495 179 Teobromina Padrao
7 7,225 179 Teofilina Padrao
8 7,760 503 Campfe'rol/ lruteolina MS2

diglicosideo
9 7,787 - n.i. -
10 8,207 353 Acido clorogénico Padrao
11 8,501 121 Acido benzoico Padréo
12 8,676 - n.i. -
13 8,933 755 Arenariosideo Ref*
14 9,270 623 Verbascosideo Ref*
15 9,663 319 Hoffmaniacetona Ref*
16 10,000 739 Camp.fetol/ lyteolina MS2
triglicosideo

17 10,176 609 Rutina Padrio
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18 10,539 163 Acido p-cumarico Padrao
19 10,794 - n.i. -
20 11,016 193 Acido ferulico Padrio
21 11,573 - n.i. -
22 11,751 - n.i. -
23 11,918 - n.i. -
24 13,000 301 Morina Padrio
25 13,511 285 Luteolina Padrio
26 14,731 - n.i. -
27 15,858 467 Lupeol acetato Padrao
28 16,132 441 Betulina Padrao

*VANDRESEN, et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2005.

Até o momento a literatura descreve apenas cinco metabdlitos presentes em A. virgata,
sendo eles os feniletanoides verbascosideo (pico 14) e arenariosideo (pico 13), os diterpenos
cauranicos hoffmaniacetona (pico 15) e seu monoacetato, além da flavona luteolina (pico 25).
Sendo assim, no presente trabalho, além de serem observados estes cinco componentes, foram
encontrados mais 23 compostos inéditos, 11 destes caracterizados pelo uso de padrdes e 2
pela técnica de tandem-MS.

Para a caracterizagao dos compostos ainda nao identificados, novas analises de HPLC-
DAD-MS/MS estdo sendo realizadas em parceria com pesquisadores do Instituto de Pesquisa
Pequeno Principe, em Curitiba, no Parana.

Hé de se destacar ainda que, apesar dos mesmos componentes serem detectados nos
extratos hidroalcodlico e aquoso, ou seja, os 28 compostos aparecerem em ambos 0s extratos,
verifica-se que a extra¢ao hidroalcodlica concentra grande quantidade da hoffmaniacetona
(pico 15), que posteriormente ¢ retida na fragdo AV-SBH-BuOH, enquanto que o extrato
aquoso apresenta como componentes majoritario os flavonoides campferol/luteolina
diglicosideo (pico 8) e campferol/luteolina triglicosideo (pico 16), retidos posteriormente na
fracdo AV-SBA-Aq. Este comportamento pode facilitar o isolamento destes componentes
para posteriormente serem testados quanto a suas atividades bioldgicas, podendo até mesmo,
agir como fitoterapicos.

Os compostos citados acima fazem parte da classe dos flavonoides que representam
um dos grupos fenolicos mais importantes e diversificados entre os produtos de origem
natural. Na literatura, sdo afirmados como auxiliares no processo anti-inflamatorio
(COUTINHO et.al., 2009), agindo como antioxidantes, antibacterianos, antiparasitarios, além

de serem cardioprotetores (FLAMBO, 2013).
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5.1.3 Otimizacido da analise de HPLC-DAD para a quantificacio de compostos em
extratos de A. virgata.

Vérios compostos bioativos foram identificados por meio das analises de HPLC-DAD-
MS e alguns deles puderam ser quantificados utilizando padrdes: acido benzoico, acido
clorogénico, acido ferulico, acido p-cumarico, betulina, luteolina, lupeol acetato, morina,
teobromina, teofilina e rutina.

HPLC-DAD foi otimizado utilizando o sistema de gradiente 2 (descrito na
metodologia), para a quantificagdo desses compostos e uma boa separacao e resolucao dos
picos foi possivel em 18 min de corrida. A deteccdo pelo DAD foi otimizada para cada um
dos padrdes, em 270 nm, para teobromina e teofilina € em 325 nm para os demais compostos
(Tabela 3). A concentracao dos compostos foi calculada por padronizacao externa, utilizando-
se suas respectivas curvas padrdes: acido benzoico (y=4844,19x+1315,33, R*=0,9995628);
4cido clorogénico (y=1867,85x+641,781, R?=0,9998422); acido ferulico (y=2594,83x-499,31,
R?=0,9998293); 4cido p-cumarico (y=1694,12x+124,260, R?=0,9998612); betulina
(y=6,54218x+4803,89, R?=0,9861109); luteolina (y=1149,47x+159,998, R?=0,9998639);
lupeol acetato (y=1944,12x+241,88, R?=0,9993241); morina (y=4467,88x-512,13, R?
=0,9998539); teobromina (y=4625,03x+2510,97, R*=0,9995414); teofilina (y=2703,42x-
254,31, R?=0,9998322) e rutina (y=2660,86x-4407,47, R?>=0,9991222).

Tabela 3: Concentracao de metabolitos secundarios presentes em folhas de 4. virgata

Metabolito AV-SBH (ug/mg de peso seco) AV-SBA (ug/mg de peso seco)
secundario
Acido benzoico 0,942 + 0,0593 3,92 +£0,0827

Acido clorogénico
Acido fertlico
Acido p-cumarico
Betulina
Luteolina
Lupeol acetato
Morina
Teobromina
Teofilina

Rutina

1,06 + 0,0084
3,782 £+ 0,0650
102,305 £0,4171
4,069 +0,1725
Tr
2,234 +0,0417
1,865 £+ 0,007
0,475 +0,0282
1,037 £ 0,0296
44,511 £0,1251

3,815 +£0,0749
3,42 + 0,0827
40,864 + 0,0028
0,911 £0,0219
1,017 £ 0,089
1,112 £0,0671
1,68 + 0,0565
0,39 +£0,0169
1,5+ 0,0431
11,655 +2,3836
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Dos compostos listados na Tabela 3, apenas a luteolina ja havia sido descrita para a A.
virgata, mas os acidos clorogénico, ferulico e p-cumarico sdo bastante comuns em vegetais,
também sendo encontrados em outras espécies de Aloysias (MONTANARI, 2010).
Teobromina, teofilina e rutina, encontradas aqui, em folhas de A. virgata também ja foram
observados em Aloysia citriotora (GIL et al., 2007) e Aloysia gratissima (TROVATI et al.,
2009).

Além disso, o acido p-cumarico ¢ precursor de formagao dos flavonoides e compostos
fendlicos, pela rota do 4cido chiquinico, por isso ¢ normal sua concentracao estar elevada, por
isso ¢ um dos compostos com maior concentracio em AV-SBH e AV-SBA. O acido p-
cumarico tem demostrado atividade antioxidante, antitumoral em células de cancer de mama e
atividade antimicrobiana, contra varias bactérias e fungos patogenos (HELENO et.al., 2015).
Ja a rutina também encontrada nesta pesquisa, ¢ conhecida por ser um bioflavonoide
hidrossoluvel, que tem propriedades antioxidantes (BECHO et.al., 2009).

A quantificagdo dos metabolitos acima aconteceu pelo uso de padrdes quimicos, mas
estes ndo sdo 0s compostos majoritarios na planta, como pode-se observar pelos
cromatogramas de AV-SBA e AV-SBH (Figura 2 A e B). Os compostos majoritarios (da
classe dos flavonoides), infelizmente ndo puderam ser quantificados pela falta de padrdes
especificos para estes. No entanto, devido a sua abundancia, estes flavonoides podem ser
facilmente extraidos, isolados e testados separadamente, a fim de elucidar sua capacidade
como fitoterdpicos, agindo por exemplo, como antitumoral e antifingico, propriedades ja

atribuidas para esta classe de compostos.
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6. CONCLUSAO

Ap6s as andlises dos resultados obtidos com esta pesquisa, pode-se concluir que:

- Os extratos aquosos e hidroalcoolicos de A. virgata apresentaram composicao
quimica semelhante, mas abundancia de compostos diferentes. AV-SBH apresentou como
pico majoritdrio a hoffmaniacetona (pico 15), sendo identificado pela primeira como
composto em maior quantidade para A. virgata, e, AV-SBA, apresentou campferol/luteolina
diglicosideo (pico 8) em maior concentragdo, composto este, descrito pela primeira vez na

planta.

- Cada uma das fragdes obtidas apds o fracionamento liquido-liquido apresentou
compostos majoritarios diferentes entre si. Em AV-SBH-AcEt e AV-SBA-ACELt, os principais
metabolitos identificados ficaram dentro das classes das saponinas polares e flavonoides,
picos 28 (betulina) e 26 (n.i.). J& em AV-SBH-BuOH e AV-SBA-BuOH, foram constatados
flavonoides e compostos fendlicos, presentes principalmente nos picos 8 (campferol/luteolina
diglicosideo), 15 (hoffmaniacetona), 17 (rutina), 18 (&cido clorogénico). As fra¢des aquosas,
AV-SBH-Aq e¢ AV-SBA-Aq retiveram em maior concentragdo os compostos polares
(incluindo agucares) e flavonoides ricos em agucares, com picos similares aos extratos de
origem. Como o solvente CHCIl; interage melhor com compostos extremamente apolares,
apenas AV-SBH foi submetida para fracionamento, onde apresentou retencao de lipideos, e

saponinas apolares

- Dos compostos que foram quantificados pelo uso de padrao, os majoritarios foram o

acido p-cumarico e rutina para AV-SBH e AV-SBA.

- Durante esse estudo, foram encontrados diversos componentes que j& tiveram suas
atividades biologicas descritas e comprovadas, contudo, alguns compostos majoritarios
descritos aqui, ndo haviam sido relatados anteriormente para A. virgata. Estes compostos

podem ser futuramente isolados e testados quanto as suas atividades biologicas.
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