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RESUMO

Os antibidticos sdo amplamente utilizados na criagdo industrial de suinos como
aditivos alimentares para promover o0 crescimento e controlar a proliferacdo de
microrganismos patogénicos que podem afetar negativamente a saide dos animais e
consequentemente trazer prejuizo econémico. De acordo com pesquisas recentes, 0S
antibidticos mais usados em fazendas de suinos sdo a amoxicilina, penicilina,
enrofloxacina e canamicina. Apesar dos beneficios, observam-se problematicas
quanto ao uso dessas substancias, uma vez que sua contribui¢cdo veterinaria colabora
para a resisténcia de bactérias patogénicas em humanos trazendo riscos a saude
publica, além de ser altamente prejudicial para os aquiferos devido a baixa absorcéo
no intestino do animal. Devido a associacdo de bactérias multirresistentes em
humanos juntamente a problemética supracitada, se faz necessario a busca por
alternativas que possam substituir os antibiéticos na pecuaria. Uma alternativa é a
introducdo de plantas comestiveis que possuem compostos fitobidticos. A planta em
estudo no presente trabalho, Marrubium vulgare é conhecida na literatura por suas
propriedades anti-inflamatérias, antimicrobianas, antiparasitarias e antioxidantes,
devido a presenca de metabdlitos secundarios como flavondides, diterpenos e acidos
fendlicos. Os extratos dessa planta foram utilizados para avaliacdo de efeitos
fitobidticos e bioestimulantes na criacdo de suinos recém-desmamados. As amostras
foram preparadas por infusdo em agua e administradas via oral nos animais, que
foram pesados semanalmente para acompanhar seu crescimento. O ensaio se deu
com um grupo de 30 suinos, cinco grupos de 6 animais que receberam solucao
fisioldgica, clenbuterol e doses dos extratos de infusédo (1, 10 e 20% mL de extrato/ kg
animal) por 28 dias. Também se realizou a coleta de sangue semanalmente para
analises hematimétrica e bioquimica para observar a saude dos animais, no qual
foram analisados os parametros bioquimicos, incluindo eritrécitos, hemoglobina,
hematdcrito, volume corpuscular médio, niveis enziméticos no sangue, entre outros.
Para avaliar os compostos bioativos e seus produtos de degradagéo no metabolismo
do animal, o soro foi separado do sangue e submetido a analise UPLC-ESI-MS. Foi
observado que as doses MVI 1 e 10% (mL extrato/ kg animal) levaram a ganho de
peso superior aos controles negativo e positivo, além de ndo terem sido observadas
alteracdes significativas nos parametros bioquimicos e niveis enzimaticos no sangue.
Os dados de UPLC-ESI-MS do soro animal mostraram a presenca de um diterpeno,
um flavonoide e diversos derivados do acido célico. Os resultados obtidos nestas
analises indicaram que a M. vulgare é um potencial aditivo para producao pecuaria.
Os extratos de infusdo aquosa também foram submetidos a UPLC-ESI-MS, apés
dereplicacdo o perfil quimico indicou a presenca de 33 metabdlitos secundarios.
Através de técnicas cromatograficas foram isolados dois compostos conhecidos da
Marrubium vulgare L., caracterizados por técnicas espectroscopicas sendo eles a
marrubiina e a apigenina.

Palavras-chave: Marrubium hamatum 1; Marroio 2; Efeitos fitogénicos 3; UPLC-ESI-

MS 4; Criacéo de suinos 5.



ABSTRACT

Antibiotics are widely used in industrial pig farming as food additives to promote growth
and control of pathogenic microorganisms that can harm the health of animals and
consequently bring economic losses. According to recent research, the types of
antibiotics most used in pig farms were amoxicillin, penicillin, enrofloxacin and
kanamycin. Despite the benefits, there is a concern with the use of these substances,
since their veterinary impact contributes to the resistance of pathogenic bacteria in
humans, bringing risks to public health, in addition to being highly harmful to aquifers
due to low absorption in the animal's intestine. Considering the threat of multidrug-
resistant bacteria in humans and the aforementioned problem, it is necessary to look
for alternatives that can replace specific antibiotics. An alternative is the introduction of
edible plants that contain phytobiotic compounds. The plant under study in the present
work, Marrubium vulgare, is already known in the literature for its anti-inflammatory,
antimicrobial, antiparasitic and antioxidant properties, due to secondary metabolites
present in species, such as flavonoids, diterpenes and phenolic acids. Extracts from
this plant were used to evaluate its phytobiotic and biostimulant effects in the raising
of recently weaned pigs. The samples were prepared by infusion in water and
administered orally to animals, which were weekly weighed to monitor their growth.
The experiment was carried out on a group of 30 animals, five groups of 6 animals that
received saline solution, clenbuterol and doses of infusion extracts (1, 10 and 20% mL
of extract/ animal kg) for 28 days. Blood was also collected for hematimetric and
biochemical analyzes. the health of the animals was evaluated by biochemical
parameters, including erythrocytes, hemoglobin, hematocrit, mean corpuscular
volume, enzyme levels in the blood, among others. To evaluate plant active
compounds and its degradation products in the animal's metabolism, the serum was
separated from the blood and UPLC-ESI-MS analysis was performed. It was observed
that MVI 1 group and doses of 10% (mL of extract/animal kg) led to greater weight gain
than negative and positive controls, in addition to no significant changes in biochemical
parameters and enzymatic levels in the blood. UPLC-ESI-MS data from animal serum
showed the presence of a diterpene, a flavonoid and several cholic acid derivatives.
The results obtained in these analyzes indicated M. vulgare as a potential food additive
for livestock production. The aqueous infusion extracts were also subjected to UPLC-
ESI-MS showing the presence of 33 secondary metabolites. Through chromatographic
techniques, two known compounds from Marrubium vulgare L. were isolated and
characterized by spectroscopic techniques as marrubiin and apigenin.

Keywords: Marrubium hamatum 1; Marroio 2; Phytogenic effects 3; UPLC-ESI-MS 4;
Pig farming 5.
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1. INTRODUCAO

A medicina tradicional é praticada ha milénios, resultando em uma rica
heranca de conhecimento e vasta influéncia no uso profilatico e terapéutico de
medicamentos fitoterapicos (WATANABE; SHIBUYA, 2003). Os compostos
quimicos de interesse nas plantas sdo chamados de metabdlitos, que podem ser
divididos em primarios ou secundérios. Esses ultimos dentro da fitoterapia, séo
moléculas que muitas vezes apresentam estruturas quimicas diversas, de baixa
massa molecular sintetizadas por plantas, fungos, bactérias, algas e animais, que
podem ser classificados em terpenos (glicosideos cardiacos, carotenoides e
esterois), fenois (flavonoides, &cidos fendlicos, cumarinas, lignanas, estilbenos,
taninos e lignina) e compostos contendo nitrogénio (alcaldides e glucosinolatos)
(AGOSTINI-COSTA et al., 2012).

Esses metabdlitos sdo também agentes quimiotaxondémicos, sendo
associados a espécies que constituem um determinado grupo filogenético e
compostos bioativos de plantas medicinais, aromaticas, corantes e condimentares
e estdo relacionados a adaptacdo das espécies ao habitat natural, bem como nas
interacBes multitroéficas quimicamente mediadas (AGOSTINI-COSTA et al., 2012;
KHARE et al.,, 2020). As plantas medicinais, sua composi¢cado quimica e suas
propriedades biol6gicas em humanos oferecem varias possibilidades de exploracao
em ciéncias veterinarias e agrarias.

Sabe-se também que a constituicdo quimica é distinta para cada parte da
planta, e que condi¢cdes ambientais, como clima, altitude, época de coleta, ritmo
circadiano e fatores ontogénicos influenciam na biossintese dos metabdlitos
secundéarios (ERB; KLIEBENSTEIN, 2020). Por conta disso, faz-se necessario
salientar que a planta estudada no presente trabalho é a Marrubium vulgare L.
coletada no dia 8 de novembro de 2021 no municipio de Bom Retiro, Santa
Catarina. Em vista da rica diversidade e aplicacdes dos metabdlitos, a utilizacéo de
produtos naturais no contexto da suinocultura tem ganhado atencdo nos ultimos
anos por conta de seus potenciais beneficios para promover o crescimento,
melhorar a saude intestinal e reduzir o uso de antibiéticos na producédo pecuéria
(PLACHA; GAI; POGANY SIMONOVA, 2022).
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Ja é de conhecimento que os antibidticos séo utilizados a décadas na
pecuaria, bem como na criacdo industrial de suinos como aditivos alimentares para
promover o crescimento e regular a proliferagdo de microrganismos patogénicos,
prevenindo os animais de doencas infecciosas, podendo trazer vantagens
econdbmicas devido ao rapido crescimento dos animais (CHAN et al., 2022; DE
ALMEIDA OLLE et al., 2017; POKHAREL; SHRESTHA; ADHIKARI, 2020). Apesar
dos beneficios ressaltados, existe uma problematica em torno do uso exacerbado
desses antibiéticos, que podem favorecer resisténcia a bactérias patogénicas
trazendo riscos a saude publica, além de serem altamente prejudiciais aos
aquiferos devido a baixa absorc¢éo no intestino do animal (OLLE et al., 2017; CHAN
et al., 2022).

De acordo com o relatorio da Organizacao Mundial de Saude (OMS), o uso
indevido e excessivo de antibiéticos em humanos e pelas industrias
agroalimentares séo as principais causas da resisténcia dos patdbgenos humanos
aos antibioticos, se tornando uma preocupacao global para o sistema de saude,
uma vez que contribuiu para 4,95 milhdes de mortes globais em 2019, sendo
responsavel diretamente por 1,27 milhdées delas (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2023), impelindo muitos paises a adotar regulamentacfes que
restringem ou até mesmo proibem antibiéticos na agroindustria (POKHAREL;
SHRESTHA; ADHIKARI, 2020).

O uso de antibidticos e hormbnios sintéticos pode ser reduzido
adicionando aditivos fitogénicos na forma de extratos a racdo ou introduzindo
plantas comestiveis na alimentacdo dos animais. No setor de ra¢fes, as plantas
medicinais sdo utilizadas por suas substancias com caracteristicas biologicas
distintas, como atividades antimicrobianas, imunomoduladoras, antiestresse e
estimulantes do crescimento, contribuindo para a diminui¢do do uso de antibiéticos
(BUTAYE; DEVRIESE; HAESEBROUCK, 2003; HASHEMI; DAVOODI, 2011;
IVANOVA et al.,, 2024). Aléem disso, estudos anteriores que se basearam na
atividade antimicrobiana que ocorreu através da modulac&o do sistema imunoldgico
do hospedeiro (LEE et al., 2011), mostraram que a administragdo diéria durante 28
dias de 6leo essencial de orégano (Origanum vulgare) em porcos levou a um
aumento de peso de 2,81% (MANUELIAN et al., 2021).
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Os compostos fitobidticos sdo substancias bioativas derivadas das plantas,
que podem promover 0 bem estar e saude dos animais. Apesar das evidéncias
experimentais serem limitadas e pouco exploradas, h4 uma suposi¢cdo que esses
compostos podem aumentar atividades de enzimas digestivas, melhorar a
absorcao de nutrientes e reduzir colénias bacterianas, refletindo numa melhora do
equilibrio intestinal. Esses beneficios podem respaldar os estudos que relatam
melhoras na salde e crescimento dos animais ap6s o fornecimento de aditivos
fitogénicos (WINDISCH et al., 2008).

Em vista disso, foi estudado as propriedades fitogénicas do extrato de
infusdo aquosa de Marrubium vulgare, planta comum na regido serrana do estado
de Santa Catarina, em leitbes recém desmamados. Essa planta possui atividades
ja reportadas na literatura como anti-inflamatérias, antimicrobianas, antiparasitarias
e antioxidantes, devido aos metabolitos secundarios presentes na espécie como
flavondides, diterpenos, &cidos fendlicos, acidos fenilpropanoides, &cido
clorogénico, flavondides glicosilados, monoterpenos e sesquiterpenos (ACIMOVIC
et al., 2020).

Baseando-se na literatura pode-se dizer que o0s metabdlitos sé&o
promissores para crescimento de animais de consumo como aves, gados e suinos,
porém os seus potenciais efeitos adversos e limitagdes necessitam de investigacao
abrangente para garantir a utilizacdo de plantas medicinais de forma segura e
eficaz na producgao de suinos. Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo
investigar os efeitos de extratos de infusdo de M. vulgare no metabolismo e
crescimento de suinos recém-desmamados através de parametros bioguimicos e
avaliar o perfil quimico do extrato agquoso, bem como a presenca dos seus

metabdlitos no sangue e soro dos animais por meio de UPLC-ESI-MS.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. METABOLITOS OBTIDOS DE PLANTAS MEDICINAIS COM EFEITOS DE
CRESCIMENTO EM ANIMAIS

A medicina tradicional é praticada ha milénios, resultando em uma rica
heranca de conhecimento e vasta influéncia no uso profilatico e terapéutico de
medicamentos fitoterdpicos (WATANABE; SHIBUYA, 2003). Desse modo, €
possivel dizer que a fitoquimica € um campo de estudo que possui grande
importancia ja que se dedica na obtencdo de substancias quimicas com potencial
biologico, além de visar a obtencdo de derivados semissintéticos e sintéticos de
protétipos com interesse medicinal (SIMOES et al., 2016; YUNES; CECHINEL
FILHO, 2016).

Os compostos quimicos de interesse nas plantas sdo chamados de
metabdlitos, que podem ser divididos em primarios ou secundarios. O metabolismo
primario consiste em um conjunto de processos comuns, que levam a sintese de
substancias fundamentais para a manutencéo dos processos vitais da planta, como
0os carboidratos, proteinas, lipidios e acidos nucleicos (DEWICK, 2009). Ja os
metabdlitos secundarios sdo moléculas, muitas vezes complexas, sintetizadas por
plantas, fungos, bactérias, algas e animais, que podem ser classificados em
terpenos (glicosideos cardioativos, carotendides e esterais), fendlicos (flavondides,
acidos fendlicos, cumarinas, lignanas, estilbenos, taninos e lignina) e compostos
contendo nitrogénio (alcaldides e glucosinolatos) (AGOSTINI-COSTA et al., 2012).

Metabdlitos secundarios sao importantes agentes quimiotaxondmicos,
sendo associados a espécies que constituem um determinado grupo filogenético e
compostos bioativos de plantas medicinais, arométicas, corantes e condimentares
e estdo relacionados a adaptacdo das espécies ao habitat natural, bem como nas
interacbes multitroficas quimicamente mediadas (AGOSTINI-COSTA et al., 2012).

Sabe-se também que a constituicdo quimica é distinta para cada parte da
planta, e que condi¢cdes ambientais, como clima, altitude, época de coleta, ritmo
circadiano e fatores ontogénicos influenciam na biossintese dos metabdlitos
secundarios. Devido a rica diversidade e aplicacbes dos metabdlitos, a utilizacéo

de produtos naturais no contexto da suinocultura tem ganhado atencéo nos ultimos
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anos por conta de seus potenciais beneficios para promover o crescimento,
melhorar a saude intestinal e reduzir o uso de antibioticos na producdo pecuaria
(PLACHA; GAI; POGANY SIMONOVA, 2022).

E de conhecimento que os antibidticos sdo amplamente utilizados na
criacao industrial de suinos como aditivos alimentares para promover o crescimento
e regular a proliferacdo de microrganismos patogénicos, prevenindo os animais de
doencas infecciosas, podendo trazer vantagens econdémicas devido ao rapido
crescimento dos animais, mas gerar prejuizos a sua satude (CHAN et al., 2022; DE
ALMEIDA OLLE et al., 2017; POKHAREL; SHRESTHA; ADHIKARI, 2020). De
acordo com pesquisas recentes, 0s tipos de antibiéticos mais usados em fazendas
de suinos sdo a amoxicilina, penicilina, enrofloxacina e canamicina. Apesar dos
beneficios ressaltados, ha preocupacéo no uso exacerbado desses antibioticos, os
quais podem favorecer resisténcia em bactérias patogénicas, trazendo riscos a
saude publica, além de serem altamente prejudiciais aos aquiferos devido a baixa
absorcéo no intestino do animal (CHAN et al., 2022; DE ALMEIDA OLLE et al.,
2017).

De acordo com o relatério da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o uso
indevido e excessivo de antibiéticos em humanos e pelas industrias
agroalimentares séo as principais causas da resisténcia dos patégenos humanos
aos antibioticos, se tornando uma preocupacao global para o sistema de saude,
uma vez que contribuiu para 4,95 milhdes de mortes globais em 2019, sendo
responsavel diretamente por 1,27 milhdées delas (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2023). Esses dados impeliram muitos paises a adotarem
regulamentacdes que restringem ou até mesmo proibem antibidticos na
agroindustria (POKHAREL; SHRESTHA; ADHIKARI, 2020).

Em 2006, a Unido Europeia emitiu um regulamento sobre aditivos
alimentares para proibir antibiéticos utilizados para fins ndo medicinais
(EUROPEAN COMMISSION, 2005), mas s6 em 2017, a OMS se pronunciou sobre
a correlacdo entre antibidticos e sua resisténcia aos patdogenos, recomendado a
interrupcdo da sua utilizacdo como promotores de crescimento (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2017).

Devido a isso, uma alternativa para substituir 0 uso dos antibioticos é a

introducéo de plantas comestiveis que possuem compostos fitobidticos aos animais
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(BUTAYE; DEVRIESE; HAESEBROUCK, 2003; HASHEMI; DAVOODI, 2011).
Estudos anteriores mostraram que a administracao diaria durante 28 dias de 6leo
essencial de orégano (Origanum vulgare) em porcos levou a um aumento de peso
ganho de 2,81% (MANUELIAN etal., 2021), o mesmo se deu no desempenho de
crescimento de frangos que receberam doses de tomilho (Thymus vulgaris) e
canela (Cinnamomum zeylanicum) (HASHEMI; DAVOODI, 2011). Esses estudos
se basearam na atividade antimicrobiana que ocorreu através da modulacédo do

sistema imunolégico do hospedeiro (LEE et al., 2011).

2.2. FAMILIA LAMIACEAE

As Lamiaceae, também conhecida como Labiatae, é uma familia de plantas
angiospermas que engloba uma ampla variedade de ervas aromaticas e plantas
ornamentais. E reconhecida por suas caracteristicas distintivas, como folhas
opostas, serrilhadas e frequentemente aromaticas devido a presenca de 6leos
essenciais. Suas flores sao frequentemente pequenas, podendo formar
inflorescéncias vistosas. A morfologia da flor € frequentemente do tipo bilabiada,
onde a corola é dividida em dois labios, com o labio superior e inferior formando
uma estrutura labiada. Geralmente possuem caules quadrados, o que é uma
caracteristica distintiva. Sdo em sua maioria plantas herbaceas ou arbustivas
(JOLY, 1977).

E uma das maiores familias de plantas com flores (Figura 1), abrangendo
cerca de 250 géneros e mais de 7.000 espécies reconhecidas (Napoli et al., 2020).
Sua distribuicdo é global, mas muitas espécies sdo encontradas em regifes
tropicais e subtropicais. Algumas espécies conhecidas dessa familia sdo a menta
(Mentha), o manjericdo (Ocimum), a salvia (Salvia) e a lavanda (Lavandula)
(KUBITZK, 2004).
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Figura 1 — Exemplo de plantas da familia Lamiaceae
a. Salvia viscida; b. Hyptis monticola; c. Vitex sellowiana Cham.; d. Hyptis
radicans

Fonte: MOTA et al., 2017

Muitas plantas da familia Lamiaceae tem sido exploradas para sua
utilizagdo como alimento funcional e medicinal devido as suas propriedades
curativas e preventivas. Possuem um potencial uso em doencas cardiovasculares,
por sua atividade antioxidante, anti-hiperlipidémica ou hipocolesterolémica, efeito
vasorrelaxantes, acdo antitrombotica e efeito diurético (MICHEL; ABD RANI;
HUSAIN, 2020). Devido ao alto teor de compostos fendlicos, flavonoides,
terpendides que possuem atividade antimicrobiana seu uso é reportado em
infec¢des por Giardia (ALNOMASY et al., 2021), além de servirem de tratamento
para problemas respiratorios (HAILE et al., 2022) e de diabetes (ASADI-SAMANI et
al., 2017).

Possuem também propriedades inseticidas (AMOABENG; JOHNSON;
GURR, 2019; AVILA et al., 2022; HERNANDEZ-CARLOS; GAMBOA-ANGULO,
2019), antivirais (BEKUT et al., 2018), antinematodais (HERNANDEZ-CARLOS;
GAMBOA-ANGULO, 2019), e antimicrobianas (ALNOMASY et al., 2021; HAO et
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al., 2022). De modo geral, essas plantas possuem 6leos essenciais e extratos ricos
com varios constituintes bioativos, como compostos fendlicos, flavondides, e
terpendides, de interesse bioldgico por suas atividades farmacoldgicas com
potencial em diversas aplicac6es, desde pesticidas até medicamentos. Seu estudo
revela uma gama de atividades biologicas e quimicas, destacando seu valor tanto
na pesquisa cientifica quanto na aplicacdo pratica (SKENDI; IRAKLI;
CHATZOPOULOU, 2017).

2.3.ESPECIE MARRUBIUM VULGARE L.

O género Marrubium que pertence a familia Lamiaceae compreende
quarenta e oito espécies, dentre as quais estd a Marrubium vulgare L., planta nativa
do planalto oeste europeu. A espécie foi trazida ao Brasil por colonizadores, e se
adaptou ao planalto serrano catarinense, podendo ser encontrada nos estados do
Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana e Sao Paulo (AL-ZABAN;
NAGHMOUCHI; ALHARBI, 2021; BITTENCOURT, 2003; MEYRE-SILVA;
CECHINEL-FILHO, 2010)

A M. vulgare L. é uma planta herbacea (Figura 2), com caule quadrangular
medindo de 40 a 60 cm de altura, folhas ovais-arredondadas de 4 a 5 cm de
comprimento e flores em pseudo verticilos possuindo de 20 a 50 flores, localizadas
nas axilas das folhas superiores (CORREA, 1984 apud BITTENCOURT, 2003). E
popularmente conhecida como marroio, marroio-branco, marroio-comum e
maromba, sendo a sua infusdo usada como estimulante. No Marrocos € usada
como uma planta medicinal por seus efeitos curativos (CECHINEL FILHO, 2000;
MSSILLOU et al., 2021).
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Figura 2 — Imagens da planta Marrubium vulgare L.
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A planta é rica em compostos quimicos como polifendis, diterpenos,
saponinas e taninos, sendo assim um potencial agente terapéutico para o
tratamento de diversas doencas, como problemas gastroentéricos, doencas
respiratérias, e renais (AL-ZABAN; NAGHMOUCHI; ALHARBI, 2021; CECHINEL
FILHO, 2000; MSSILLOU et al., 2021), que podem ser justificados por suas
atividades  antioxidantes,  antifungicas, hipoglicemiantes, hipotensoras,
antibacterianas, anti-inflamatérias, antimicrobianas, antiespasmadicas,
antinociceptivas e inseticidas. Além disso, possui efeitos, vasorrelaxantes e
analgésicos (MEYRE-SILVA; CECHINEL-FILHO, 2010; REZGUI et al., 2020).

De acordo com estudos realizados, constatou-se que o efeito analgésico
que a planta possui é devido ao seu composto majoritario, a marrubiina (produzida
em maior concentracdo nas partes aéreas da planta), sendo mais pronunciado do
que o acido acetilsalicilico, indometacina e diclofenaco, quando testadas em
camundongos (SCHLEMPER et al., 1996; DE JESUS et al., 2000).

2.3.1. Marcadores quimiotaxonémicos da espécie Marrubium vulgare L.

A Marrubium vulgare L. possui marcadores quimiotaxondmicos distintos
(Figura 3) pertencentes a classe quimica de terpenos, flavonoides e &cidos
fendlicos que desempenham um papel crucial na identificacdo e classificacéo
taxondmica da espécie. Estudos anteriores demonstraram que a marrubiina é a
considerada o principal marcador quimiotaxondmico ndo s6 para a espécie, mas
também para o género Marrubium (AMRI et al., 2017), seguida do seu precursor
pré-marrubiina. Entre os flavonoides, é possivel encontrar apigenina, luteolina,
crisoeriol, e derivados de flavonas, como as lactoilflavonas. Possui &cidos fenolicos
como, acido galico, acido gentisico e acido siringico. Além disso nos extratos de M.
vulgare, podem ser encontrados triterpenodides, como acido oleandlico e entre
outros (ACIMOVIC et al., 2020). A espécie também produz 6leo essencial com
monoterpenos, como canfeno, p-cimol, fencheno, limoneno, a-pineno, sabineno e
a-terpinoleno (YABRIR, 2019).
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Figura 3 — Compostos identificados na espécie Marrubium vulgare L.
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Fonte: elaborado pela autora

Estes marcadores sdo compostos por varios metabolitos secundarios,
englobando principalmente as classes citadas, porém é importante ressaltar que a
composicdo quimica da espécie pode ser influenciada por alteracdes ambientais.
Além disso, como ja mencionado, foi demonstrado que esses compostos possuem
diversas atividades biolégicas, como propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias

e antibacterianas, o que contribui para o valor medicinal da planta.
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2.4.METODO DE PREPARACAO DE EXTRATOS VEGETAIS

Existem algumas metodologias para a preparacdo de extratos vegetais,
tendo em vista o isolamento dos compostos quimicos. Segundo Cechinel Filho e
Yunes (1998), um dos métodos considerados “adequados para a analise quimico-
farmacoldgica é a preparacdo de um extrato hidroalcodlico (etanol/agua 50/50,
v/v)”, utilizando grandes quantidades de planta, para que seja possivel determinar
constituintes que estdo em baixa concentracdo (KUMAR et al., 2023).

Se porventura, este extrato apresentar efeitos biolégicos procede-se com
um meétodo sistematico de estudo, submetendo-o a um processo de particdo
liquido-liquido, com solventes de diferentes polaridades, como hexano,
diclorometano, acetato de etila e butanol. Para se obter os principios ativos, estes
extratos particionados devem ser isolados e purificados através de técnicas
cromatograficas como a cromatografia em coluna aberta, tendo silica gel como fase
estacionaria, e cromatografia de camada delgada para reunir as fracdes obtidas de
acordo com seu perfil cromatografico (FOTSING YANNICK STEPHANE et al.,
2022; MARINI-BETTOLO et al., 1981). Em seguida, esses constituintes isolados
devem ser extensivamente caracterizados através de métodos espectroscopicos e
espectrométricos, e cromatograficos hifenados (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998;
SALEM et al., 2020).

Posteriormente podem ser feitas algumas modificacdes estruturais na
molécula, a fim de introduzir grupos que gerem maior ou menor hidrofobicidade, ou
grupos doadores ou aceptores de elétrons, que gerem correlacéo entre a estrutura
quimica e a atividade biolégica. Essas modificacdes também podem ser feitas para
compostos inativos, apoiando-se na similaridade com compostos de acdo biolégica
conhecida (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998). Além disso, 0s compostos naturais
ativos podem ser usados como modelos para a sintese de substancias analogas
mais potentes e seletivas, que muitas vezes podem ser obtidas de maneira simples
e a baixo custo. Muitos dos farmacos que se tem disponiveis na industria
farmacéutica foram obtidos sinteticamente com base em estruturas naturais ativas
(BARREIRO et al., 1997; KUMAR et al., 2023; MONTANARI, 1995).
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3. OBJETIVOS

3.1.0OBJETIVO GERAL

Isolar e caracterizar os metabdlitos secundarios de Marrubium vulgare L.
através de métodos cromatograficos, espectroscopicos e espectrométricos. Avaliar
a propriedade fitogénica da infusdo aquosa das partes aéreas de M. vulgare (MVI)
em leitdes recém-desmamados, bem como identificar o perfil quimico da planta e

dos metabdlitos no sangue dos animais.

3.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Coletar e identificar a planta Marrubium vulgare L.;

e Obter extrato hidroalcoolico e particionado em hexano, diclorometano,
acetato de etila e butanol dos diferentes o6rgdos vegetativos para
investigacgao fitoquimica.

e Obter o extrato fluido por infusdo aquosa das partes aéreas da planta para
investigacao fitoquimica e metabolémica.

¢ |dentificar metabdlitos presentes no extrato aquoso de Marrubium vulgare L.
através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a
Espectrometria de Massas (UPLC-ESI-MS);

e |solar os compostos majoritarios da planta através de métodos
cromatograficos;

e Caracterizar os metabdlitos secundarios isolados através de técnicas
espectroscopicas, como Infravermelho (IV) e Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN);

e Auvaliar os efeitos fitogénicos dos extratos brutos da planta no crescimento
dos suinos;

e Avaliar os parametros bioquimicos dos animais;

e Identificar os metabdlitos da planta presentes no sangue dos animais em
estudo por UPLC-ESI-MS.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1.MATERIAIS E INSTRUMENTACAO

Na preparacao dos extratos hidroalcoolicos foram utilizados agua destilada,
submetida a destilacdo por osmose reversa no departamento de quimica da UFSC
e alcool anidro da marca Rauter® (Gravatai, Rio Grande do Sul, Brasil), submetido
a destilacdo no Laboratério de Quimica de Produtos Naturais (LQPN) da UFSC.
Para a infusdo de M. vulgare (MVI) também foi utilizado agua destilada.

Nos métodos de separacdo foram utilizados solventes de grau P.A.,
adquiridos de fontes comerciais e solventes de grau técnico da Quimidrol®
(Joinville, Santa Catarina, Brasil) e Rauter®, submetidos a destilagdo no proprio
laboratorio, sendo eles hexano (Hex), acetato de etila (AcOEt), butanol (BuOH),
metanol (MeOH) e diclorometano (DCM).

Nas caracterizagdes por UPLC-ESI-MS, foram utilizados solventes de grau
LC/MS (metanol, acetonitrila e agua) adquiridos da Servylab® (representante
Sigma-Aldrich/Merck no Brasil). O &cido férmico foi fornecido pela Vetec® (Duque
de Caxias, Brasil).

Nas separac0es e fracionamentos por cromatografia em coluna foi utilizado
silica gel Sigma-Aldrich® de granulacdo 70-230 mesh (0,063-0,2 mm) e nas
andlises por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) foram utilizadas
cromatoplacas de silica gel da mesma marca com revelador fluorescente com
absorcdo em comprimento de onda de 245 nm. A revelacdo dos compostos nessas
placas cromatograficas foi realizada por irradiacdo ultravioleta em comprimentos de
onda de 254 e 365 nm, e imersdo em solugéo de vanilina sulfdrica (15 g de vanilina,
250 ml de etanol e 2,5 ml de H2SO4 concentrado) seguida de aquecimento com
soprador térmico.

Os espectros de absorcdo na regidao do Infravermelho (IV) foram
registrados em um espectrofotdmetro Bruker modelo Alpha utilizando-se pastilhas
de brometo de potéassio (KBr) de grau analitico.

Ja os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) 1D (*H e 3C)
foram registrados em espectrometros Bruker 200 MHz, utilizando tetrametilsilano

(TMS) como padrédo interno e os solventes adequados para solubilizar cada
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amostra, como cloroférmio deuterado (CDCls) e dimetilsulféxido (DMSO), sendo os
deslocamentos quimicos (&) medidos em ppm.

As andlises de UPLC-ESI-MS foram realizadas em um sistema Acquity
UPLC H-Class (Waters, USA) equipado com um gerenciador de solvente
quaternario, amostrador automatico e forno de coluna acoplado a um
espectrometro de massa Waters Xevo® G2-S QTof (Waters ®Co., USA) equipado
com uma sonda de eletropulverizacao e analisadores de tempo de voo quadrupolo
(QTof). A coluna utilizada foi do tipo ACQUITY UPLC BEH C18 50 mm, 2,1 mm, 1,7
um, 130 A.

Os equipamentos utilizados encontram-se na central de andlise do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC),
com excec¢ao do espectrometro de massas, que se encontra no Departamento de

Ciéncias Farmacéuticas da mesma universidade.
42.COLETAE IDENTIFICAQAO DA PLANTA MARRUBIUM VULGARE L.

A coleta da M. vulgare L. (Figura 4) foi realizada no dia 8 de novembro de
2021 na cidade de Bom Retiro, Santa Catarina, nas coordenadas geograficas
27°47'50" Sul e 49°29'21" Oeste, em colaboracdo com o professor Dr. Valfredo
Schlemper da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS). A espécie foi
identificada por comparacdo com a exsicata armazenada no herbario do
Departamento de Botanica da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) sob

0 nimero 26699.

Figura 4 — Fotos da planta Marrubium vulgare L. coletada

Fonte: autoria propria
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4.3. OBTENCAO DOS EXTRATOS BRUTOS DE M. VULGARE L. PARA
ANALISE FITOQUIMICA

A planta coletada foi dividida em caule, flores e folhas. Foi utilizado 1 kg de
cada parte da planta e o material vegetal foi submetido & maceracéo exaustiva a
temperatura ambiente em solventes organicos em uma proporcdo de 60%
etanol:agua por 19 dias em recipiente fechado (Figura 5). Posterior a fase de
maceracao, o extrato hidroalcéolico foi filtrado (Figura 6) e o solvente foi removido
sob pressdo reduzida em um evaporador rotatério, na qual obteve-se extratos

brutos.

Figura 5 — Extracdo por maceragéo exaustiva

Fonte: autoria propria



35

Figura 6 — Extrato hidroalcéolico obtido através de filtracado simples

Fonte: autoria propria

4.3.1. Particionamento liquido-liquido de Marrubium vulgare L.

Os 3 extratos brutos (flores, folhas e galhos) foram submetidos ao
particionamento realizado em um funil de separacdo com auxilio de solventes
organicos (Figura 7), que seguiram ordem crescente de polaridade, iniciando com
hexano (Hex), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt) e n-butanol (BuOH),
totalizando em 12 fracdes distintas. Cada particionamento foi feito com 600 mL do
solvente organico e com 400, 500 ou 800 mL de extrato bruto explicitados na Tabela

1. Algumas dessas fracdes foram purificadas por cromatografia em coluna.
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Figura 7 — Fracionamento liquido-liquido realizado no funil de separacao

AP

Fonte: autoria propria

O resultante de cada fracionamento foi colocado no rota-evaporador a fim
de obter cada fragao de forma concentrada. As fragoes foram pesadas em balanga

analitica para se obter a quantidade de massa (Tabela 1):

Tabela 1 — Massa obtida nos fracionamentos do extrato bruto de M. vulgare L.

Particionamento liquido-liquido dos extratos hidroalc6olicos

FracOes Galhos Folhas Flores
Hexano partlndobde 500mL de extrato 0,1607 g 0,129 g 0288 g
ruto
DCM partindo de 500mL de extrato 0,532 ¢ 1,2047 g 0,885¢g
AcOEt partindo de 800mL de extrato de
flores/folhas e 400mL de extrato de galhos 216019 25819 761679
BuOH partindo de 500mL de extrato bruto 2,947 g 2,1718 g 2,381¢g

Fonte: elaborado pela autora

4.4.1SOLAMENTO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DE M. VULGARE L.

Para o isolamento dos compostos foi utilizada a técnica de cromatografia
em coluna. Foram realizadas cinco colunas cromatograficas, a fim de isolar os

compostos majoritarios da planta (Figura 8). Para isso, pegou-se aliquotas dos
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extratos fracionados, que foram submetidas ao fracionamento em coluna
cromatografica, utilizando-se como fase estacionaria um leito de silica gel 60 (70-
230 mesh / 0,063-0,2 nm - Sigma Aldrich) de 15 a 24 cm de altura por 2,5 a 6,5 cm
de diametro.

Figura 8 — Colunas cromatograficas

Fonte: autoria propria

Como fase mével utilizou-se uma mistura binaria de hexano (Hex) e acetato
de etila (AcOEt) ou de diclorometano (DCM) e metanol (MeOH). A eluicdo dessa
fase movel ocorreu por meio de um gradiente de polaridade, sendo obtidas fracdes
de 125 - 150 mL cada, as quais foram concentradas e reunidas conforme
semelhancas nos fatores de retengéo (Rf) das manchas observadas nas placas de

cromatografia em camada delgada (CCD). Os compostos obtidos foram purificados
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por diferenca de solubilidade e por recristalizacbes em solventes apropriados. Os

dados referentes as colunas sédo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 — Dados das colunas cromatograficas realizadas para M. vulgare L.

Fase estacionaria um leito de silica gel (70-230 MESH - Sigma Aldrich)

IIE:xtrans/ Galhos Folhas Flores
racoes
Hexano N&o foi realizada Néo foi realizada N&o foi realizada
Altura =16 cm Altura =24 cm
DCM Diadmetro = 6,5cm N30 foi realizada Diametro = 2,5 cm
Fase movel Pastilha = 0,37 g Pastilha =0,80 g
DCM:MeOH 56 fracOes obtidas 35 fragOes obtidas
Altura =15 cm Altura =16 cm
AcOEt N30 foi realizada Didmetro = 5,5cm Didametro = 5,5cm
Fase mével Pastilha=1,51¢g Pastilha =5,32¢g
Hex:AcOEt 86 fracdes obtidas 145 fracdes obtidas
Altura = 18 cm
BUOH Nao foi realizada Nao foi realizada D|ame_tro :_5’0 cm
Fase movel Pastilha=2,09g
DCM:MeOH 91 fragBes obtidas

Fonte: elaborado pela autora

Nenhum extrato das fracdes hexanicas foram submetidos a cromatografia
devido as peguenas quantidades obtidas de extrato 0,1607 g, 0,129 g, 0,288 g, nas
respectivas fracoes de galhos, folhas e flores.

A partir de um estudo prévio de perfil quimico, teve-se como objetivo o
isolamento de compostos majoritarios que puderam ser detectados por UPLC-ESI-
MS. Dessa forma, se realizou uma analise fitoquimica preliminar dos doze extratos
fracionados via CCD, para observar o extrato mais rico em metabdlitos. A CCD
comparativa dos compostos ja isolados no estudo prévio indicou a presenca dos
compostos 1 e 2 na fracdo de acetato de etila das flores.

A patrtir disso, foi realizado a coluna cromatografica do extrato de AcOEt
das flores, obtendo dois compostos puros (Figura 9), o composto 1 conhecido como
marrubiina (109,05 mg) foi obtido das fracdes 54-57 (eluidas com Hex/AcOEt
80:20), ja o composto 2 conhecido como apigenina (107,98 mg) foi obtido das

frac6es 97-102 (eluidas com Hex/AcOEt 60:40), recristalizado em isopropanol.
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Figura 9 — Esquema de isolamento dos constituintes quimicos da fracdo de AcOEt
das flores

Partindo de Mv -1
5,3208 g de 109,05 mg
extrato de AcOEt Fracionamento
das flores . cromatografico
145 fragoes
obtidas
Fonte: flora-on.pt My - 2
107,98 mg

Fonte: elaborado pela autora

Nas outras fracdes submetidas a técnica de separacdo, obtiveram-se
misturas que foram reagrupadas por similaridade de fator de Retencédo (Rf).
Conforme observado pela técnica de CCD, pode-se notar que os fatores de
retencdo (Rf) de cada substancia sao proximos entre si (Figura 10), desse modo,
como ja se partiu de quantidades pequenas para realizar as colunas
cromatograficas, as subfracfes obtidas tiveram quantidades ainda menores,

dificultando uma nova purificacdo por outras colunas cromatograficas.

Figura 10 — Cromatografia de Camada Delgada (CCD) de algumas fracdes

Fonte: autoria prépria

Outras colunas foram realizadas a fim de se isolar mais compostos,
entretanto como as massas dos extratos eram menores que a dos extratos de

AcOEt das flores, ndo se isolou outros compostos.
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4.5. ENSAIOS BIOLOGICOS

Os ensaios biologicos foram realizados em parceria com o Professor Dr.
Valfredo Schlemper da Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus Realeza,

localizada no Parana.

4.5.1. Principios éticos na experimentacao animal

Os seguintes experimentos foram realizados obedecendo aos principios
éticos béasicos do bem-estar animal da Lei Arouca (Lei Federal n. 11.794/2008) que
estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais no Brasil (BRASIL,
2008). Também segue 0s principios éticos de experimentacao animal estabelecido
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal na Resolucao
CONCEA n. 66/2023, que trata sobre as condi¢cdes de criagdo, manutencao e
experimentacdo de suinos mantidos em instalagdes de instituicdes de ensino ou
pesquisa cientifica (MINISTERIO DA CIENCIA, 2023).

A proposta deste trabalho foi aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) sob o
protocolo n°. 6088220221.

4.5.2. Preparacdo de amostras para administragao oral

Para ser administrado oralmente aos suinos as partes aéreas da planta,
previamente coletada, foi cortada em pequenos pedacos e extraido durante 20
minutos por infusdo em agua destilada na temperatura de 100 °C. A concentracao
utilizada foi de 500 mg de planta por 1000 mL de agua. A fase aquosa marcada
como MVI foi separada do residuo vegetal por filtracdo e armazenada para uso

posterior.

4.5.3. Administracéo oral do extrato bruto aquoso

O extrato fluido da fase aquosa de M. vulgare L. (MVI) foi administrado a

trinta leitdes machos de seis meses de idade, de linhagem branca e de grande
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porte, recém-desmamados e com peso médio de 7,5 kg. Esses suinos foram
distribuidos de forma aleatéria em cinco grupos (G1, G2, G3, G4 e G5) de seis
animais cada.

Os animais foram imobilizados em dispositivo de contengéo adaptado para
aplicacao do extrato fluido através de sonda orogastrica plastica conectada a um

frasco plastico com capacidade de 100 mL (Figura 11).

Figura 11 — Administrac@o do extrato aquoso de M. vulgare através de sonda
orogastrica plastica

Legenda: autoria propria

O G1 foi o controle negativo e recebeu 5 mL de solucao fisioldgica. O G2,
por sua vez, foi o controle positivo e recebeu uma solucao de clenbuterol na dose
de 0,08 mg/kg, 10 vezes superior a preconizada na bula do medicamento
(PLEADIN et al., 2010). Os G3 a G5 receberam o extrato fluido de M. vulgare L.
(MVI) em concentragdes diferentes, ao G3 foi administrado 1% (MVI 1), ao G4 10%
(MVI 10) e ao G5 20% (MVI 20).

Essa etapa durou 28 dias e a quantidade administrada foi definida em
porcentagem com a massa da solugédo de infusdo (MVI) dividida pelo peso do
animal (7,5 kg).

O MVI foi administrado diariamente e a dose foi recalculada semanalmente
a medida que os animais ganhavam peso. Nos dias zero, 7, 14, 21 e 28 0s animais
foram pesados individualmente e foi realizado uma coleta de sangue a fim de
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realizar uma avaliacdo hematoldgica e bioquimica. A coleta de sangue foi realizada
aproximadamente 30 minutos apdos a administracdo da infuséo.

Além disso, teve-se a preocupacdo de pesar a racao fornecida aos animais
para mensurar o ganho de peso. Ja a agua foi fornecida “ad libitum” (a vontade) e
retirada 30 minutos antes da administracdo da infusdo, para evitar sobrecarga

gastrica.

4.5.4. Analise do indice Global de Conversédo Alimentar (GCA)

Para andlise do indice de conversao alimentar, foi mensurado ao final dos
experimentos a ragéo fornecida aos animais, sendo quantificados o consumo total
de racao e o peso total dos suinos. O indice global de conversao alimentar (GCA)
(NEVOA et al., 2013) foi calculado pela Equacio 1:

Equacéo 1:

Consumo de racao
GCA =

Ganho de peso

4.5.5. Coleta de sangue

As amostras de sangue dos animais foram coletadas semanalmente por
puncdo venosa da veia jugular externa por meio de tubos hipodérmicos com
agulha 40 x 12 mm conectados a tubos de coleta a vacuo de 5 mL (Figura 12).

Foram utilizados tubos sem anticoagulantes para separar o soro do
sangue para analises hematoldgicas e bioquimicas, e analises de UPLC-ESI-MS.
Tubos contendo anticoagulante foram utilizados para obtencdo de plasma
sanguineo, que serviram para analises bioquimicas.

As amostras de sangue coletadas foram centrifugadas a 3.000 rpm por 10
minutos a fim de obter a separacéo do soro ou do plasma, que foram pipetados
com micropipeta automatica e colocados em tubos eppendorf devidamente
identificados e selados com parafilme. Estas amostras foram mantidas a uma

temperatura de -80 °C, até o descongelamento natural, para o processamento e
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testes.

Figura 12 — Coleta de sangue por pun¢ao venosa da veia jugular externa

Legenda: autoria propria

4.5.6. Analise hematimétrica e bioquimica do sangue

As amostras de sangue coletadas através de punc¢éo da veia jugular dos
suinos foram submetidas a exames hematoldgicos e bioquimicos.

Uma parte dessa amostra (5 mL) foi coletada em tubo contendo o
anticoagulante acido etilenodiaminotetracético (EDTA) para realizar o exame de
hemograma, jA& a outra parte (10 mL) foi coletada sem anticoagulante e
centrifugada a 5.000 rpm por 10 minutos, a fim de se obter o soro para os exames
bioguimicos (HARVEY, 2012).

As linhagens eritrocitarias e leucocitarias foram analisadas
qualitativamente e quantitativamente, de forma a observar mudangas no perfil

sanguineo dos animais que receberam infusdo de M. vulgare.
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Com auxilio de um contador automatico de células foi realizado a
contagem de hemacias e a determinacdo da concentracdo de hemoglobina. O
capilar contendo a amostra foi centrifugado a 12.500 rpm, por 5 minutos, a fim de
obter o hematdcrito.

O Volume Corpuscular Médio (VCM) foi calculado pela Equacéao 2:

Equacéao 2:

Hematocrito (%)
VCM = 10.

Numero de hemécias (10 /mm?)

A contagem total de leucocitos também foi obtida por meio de contador
automatico de células e a contagem diferencial de leucécitos foi realizada por
analise microscoépica de esfregacos sanguineos de sangue periférico corado com
corante pandéptico simples, em aumento de 1000 vezes.

Para a realizacdo dos testes de atividade das enzimas aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT),
gamaglutamiltransferase (GGT) e fosfatase alcalina (ALP), as amostras de soro
foram centrifugadas e analisadas por meio de método cinético em um analisador
bioquimico semiautomatico.

Além disso, para observar possiveis alteracbes hepaticas foram
realizadas analises quantitativas dos niveis de proteinas plasmaticas (proteinas
totais e albumina) em refratdmetro e colesterol total. J4 a analise da fun¢éo renal
se deu através do monitoramento de creatinina plasmatica (KANEKO; HARVEY;
BRUSS, 2008; ROLAND; DRILLICH; IWERSEN, 2014).

4.5.7. Andlise estatistica

Os dados coletados de cada grupo foram ordenados como media * desvio
padrdo. A fim de verificar possiveis diferencas estatisticas, foi realizada analise
de variancia (ANOVA) bidirecional e, quando necessario, as analises foram
confirmadas pelos pés-testes de Dunnett ou Neuman-Keuls considerando os

dados que ultrapassaram a normalidade do teste. Os resultados foram
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considerados estatisticamente significativos quando ultrapassaram o valor de p <
0,05.

4.6. ANALISES FITOQUIMICAS E SANGUINEAS

4.6.1. Preparo de amostra para UPLC-ESI-MS

Uma parte das amostras de soro coletadas ap6s a centrifugacéao foi
misturada a 4 mL de acetonitrila (ACN), submetida a sonicador por 30 minutos,
refrigeradas a 5 °C e centrifugadas. Com o auxilio de uma pipeta separou-se o
sobrenadante da proteina. Este processo foi realizado por 3 vezes. Para a analise
de UPLC-ESI-MS, o sobrenadante obtido de cada amostra foi reunido e filtrado
com um filtro de 0,22 um.

Ja para a analise fitoquimica foi utilizado a infusdo aquosa da planta

preparada para administracao oral nos animais.

4.6.2. Método de Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a
Espectrometria de Massa (UPLC-ESI-MS)

Para a fase movel utilizou-se um sistema de gradiente combinando 0,1%
de &cido férmico aquoso (A) e acetonitrila (B) a uma vazdo constante de 0,3
mL.mint em uma corrida de 12 minutos, conforme relatado na Tabela 3. Ao final
da analise foi realizado limpeza e equilibrio da coluna por 5 minutos. O volume de

injecado utilizado foi de 2 L.

Tabela 3 — Condicdes da fase mével da corrida cromatogréafica

Tempo (min) A % B %
0-4 90 10
4-6,5 70 30
6,5-10 65 35
10-12 10 90

Fonte: elaborado pela autora
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Os espectros de massa foram adquiridos no modo de ionizacéo positivo
(ESI +) e negativo (ESI -), com faixa de massa entre 100 e 1200 Da e tempo de
varredura de 0,3 s.

Os parametros de ionizagao utilizados foram: tenséo capilar 3 kV, tenséo
do cone de amostragem 40 V, tensao de deslocamento da fonte 80 V, temperatura
de dessolvatacdo 300 °C, temperatura da fonte 80 °C, e gas de dessolvatacéo
800L/h.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.PARAMETROS BIOLOGICOS

A administracdo oral da infusdo de M. vulgare L. em leitdes recém-
desmamados durante 28 dias permitiu avaliar o crescimento dos animais, ganho de
peso, indice de conversdo alimentar e parametros sanguineos que seréo

abordados nos tdpicos abaixo.

5.1.1. Efeitos do extrato de infusdo de M. vulgare (MVI) no ganho de peso

dos animais

Durante os 28 dias, periodo do experimento, pode ser observado um
aumento no peso dos animais conforme demonstrado na Figura 13. O grupo de
suinos que foram tratados com doses do extrato de infusdo de M. vulgare L. de MVI
1%, MVI 10% e MVI 20% apresentaram aumentos de 15,2 + 0,56%, 4 £ 0,7% e
11,4 + 0,35%, respectivamente, em comparacdo ao grupo controle negativo (C)
tratado com solucdo fisiol6gica com significancia (P < 0,01 Dunnett) no sétimo dia
de tratamento. O grupo que apresentou aumento de peso com menor grau de
significancia (P < 0,05 Dunnett) em relacdo ao grupo controle negativo (C), foi o
MVI 10%, porém apos 14 dias foram observadas variacdes no peso dos animais.

Houve um aumento de 11,4 + 0,99% com P < 0,01 Dunnett e 6,15 + 1,73%
do grupo que recebeu MVI 1% em comparac¢ao aos grupos controle negativo (C) e
controle positivo (PC), respectivamente.

O grupo MVI 10% obteve um aumento de 3,15 + 0,03% em compara¢ao ao
grupo controle negativo (C), mas seu peso diminuiu 2,0 + 0,92% quando comparado
ao grupo controle positivo (PC). Ja o grupo que recebeu MVI 20% apresentou
diminuicdo de 1,62 + 1,15% e 6,54 =+ 2,03% em relagdo aos grupos controle
negativo (C) e controle positivo (PC), respectivamente.

Apos 21 dias de experimento, o grupo MVI 1% apresentou aumento de 9,18
+ 1,19% quando comparado ao grupo controle negativo (C) e 6,3 = 0,36%
comparado ao grupo controle positivo (PC), com significancia de P < 0,001 Dunnett.
O peso do grupo MVI 10% aumentou 6,25 + 0,92% (P < 0,05 Dunnett) e 3,45 +
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0,58% em relacdo aos grupos controle negativo (C) e controle positivo (PC),
respectivamente. O grupo MVI 20%, por sua vez, perdeu 4,87 + 2,25% e 7,41 *
0,86% em comparacéo aos grupos controle negativo (C) e controle positivo (PC),
respectivamente.

Os suinos que receberam 1% de MVI ganharam 42,95 * 5,35% de peso, ja
0s que receberam 10% da infusdo ganharam 26,35 + 9,94% de peso em
comparacao ao grupo controle (P < 0,0001 Dunnett). Os pesos destes dois grupos
excederam os do controle positivo (CP) em 21,65 £ 11,52% e 17,35 %= 8,17%,
respectivamente. Entretanto, o grupo que recebeu a maior porcentagem de MVI
(20%) apresentou uma diminuicdo de 3,06 £ 0,26 e 6,27 + 0,17% em relacédo aos
grupos controle negativo (C) e controle positivo (PC), respectivamente. Isso pode
estar relacionado a presenca de substancias no extrato da planta que suprimem o
metabolismo dos triglicerideos e do acUcar, reduzindo assim seus niveis

sanguineos (LU et al., 2019).

Figura 13 — Efeitos da infusdo de M. vulgare (MVI) no ganho de peso dos animais
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Legenda: C: controle negativo; PC: Controle positivo. Cada barra representa a média de 6 animais
e as linhas verticais representam o E.P.M. * P < 0,05; ** P < 0,01; ** P < 0,001; **** P < 0,0001;

considerado estatisticamente significativo.

O ganho de peso global (diferenca entre os pesos final e inicial) ao longo
do experimento foi observado nos suinos que receberam MVI 1% e MVI 10% (P <
0,01) em comparacao ao grupo controle (C), como pode ser observado na Figura
14. Os percentuais de ganho de peso para as concentracoes de MVI 1% e MVI 10%
foram 15,76 + 2,7% e 13,86 + 1,39%, respectivamente. J& o grupo MVI 20%

apresentou valores inferiores em relacédo ao grupo controle (C) de 14,25 + 1,31%.

Figura 14 — Ganho de peso global dos suinos tratados com infusdo de M. vulgare
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Fonte: autoria propria
Legenda: C: controle negativo; PC: Controle positivo. Cada barra representa a média de 6 animais
e as linhas verticais representam o E.P.M. **P < 0,01 no teste de Dunnett, considerado

estatisticamente significativo.
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Através do indice Global de Conversédo Alimentar (GCA) (NEVOA et al.,
2013) (Figura 15) pode-se observar que houve uma diminui¢cdo nao significativa na
conversdo alimentar relativa quanto aos grupos que receberam MVI 1% (GCA =
1,277) e MVI 10% (GCA = 1,273) em comparac¢ao com os controles negativo (C) e
positivo (PC).

Em comparacéo com o controle positivo (PC), os dois grupos (MVI 1% e MVI
10%) apresentaram reducdo de 34,49 + 1544% e 3509 = 14,68%,
respectivamente. Ja o grupo MVI 20% apresentou um aumento na conversao
alimentar de 14,45 + 5,65% (GCA = 1,817).

Observar esse indice de conversao alimentar € importante uma vez que esta
ligado diretamente na alimentacéo dos animais refletindo na redugéo de custos com
alimentacdo e ganho de peso. Uma diminui¢do do indice de converséo alimentar
pode causar um impacto econdmico positivo para criadores de suinos, contribuindo

para o empreendimento sustentavel na suinocultura.

Figura 15 — indice global de convers&o alimentar (GCA) de suinos tratados com
infusdo de M. vulgare (MVI)
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Legenda: C: controle negativo; PC: Controle positivo. Cada barra representa a média de seis
animais e as linhas verticais representam o E.P.M. *P < 0,05 no teste de Dunnett, considerado

estatisticamente significativo.

5.1.2. Anédlise das células sanguineas

Foi possivel observar que durante o periodo do experimento 0os suinos nao
apresentaram anemia, ictericia ou hemoglobinuria. Para isso, foi avaliado o efeito
da administracdo cronica de MVI através das contagens de eritrécitos (Figura 16A)
e hemoglobina total (Figura 16B) que foram realizadas no dia 28.

A avaliagdo demonstrou que nos grupos MVI 1%, MVI 10% e MVI 20% houve
uma diminuicdo nos eritrécitos (Figura 16A) de 10,78 + 1,86%, 6,68 + 0,87% e 19,62
+ 1,45% em comparacdo com o grupo de controle negativo (C), respectivamente.
Porém, quando comparados ao grupo controle positivo (PC), 0S mesmos grupos
tiveram diminuicdo de 5,93 = 2,08%, 1,07 £ 2,08% e 1522 + 1,98%,
respectivamente.

No 28° dia de experimento a hemoglobina dos grupos MVI 1%, MVI 10% e
MVI 20% diminuiu em -14,1 + 1,12%, -6,79 += 0,97% e -14,63 * 1,66%,
respectivamente, quando comparados ao grupo controle negativo (C).

Os valores dos hematdcritos (Figura 16C) estiveram dentro da normalidade
com excecao no grupo MVI 1%. Esse grupo obteve nos primeiros 7 dias valor médio
igual a 32 %, valor inferior ao limite de referéncia (BROCKUS et al., 2005), ja nos
dias 14, 21 e 28 apresentou valor médio igual a 31 %, também abaixo do limite. O
grupo MVI 1% apresentou reducdes na contagem de hematdcritos de 11,44 + 1,8%
e 8,8 £ 2,8% em comparacdo aos grupos controle negativo (C) e positivo (PC),
respectivamente. JA o grupo MVI 10% apresentou reducbes de 5,87 + 1,53%
quando comparado ao grupo controle negativo (C) e 3,17 + 0,5% ao controle
positivo (PC). O grupo MVI 20% também apresentou caracteristicas semelhantes
com redugbes de -12,41 + 2,41% e -10,08 = 3,67%, quando comparado aos
controles negativo (C) e positivo (PC), respectivamente.

Em relacdo ao Volume Corpuscular Médio (VCM) apresentado na Figura
16D, observou-se que no dia 28 os grupos MVI 1%, 10% e 20% apresentaram

valores inferiores aos do grupo controle negativo (C) com uma queda de -10,78 *
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0,84%, -5,02 + 0,19 e -0,77 + 1,45%, respectivamente. Também houve uma queda
do VCM desses grupos quando comparados ao grupo do controle positivo (PC) de
9,5+ 1,35%, 3,64 +£1,26% e 1,6 + 1,3%, respectivamente.

Figura 16 — Concentracfes de eritrcitos (A), hemoglobina (B), hematdcrito (C) e
Volume Corpuscular Médio (D) dos suinos tratados com infusdo de M. vulgare L.
(MVI1) em amostras de sangue periférico
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Fonte: autoria propria
Legenda: C: controle negativo; PC: Controle positivo. Cada barra representa a média de seis
animais e as linhas verticais representam o E.P.M. *P < 0,05; considerado estatisticamente

significativo.

Durante todo o tempo do experimento, o grupo MVI 1% teve uma diminuicao
dos leucdcitos totais (Figura 17A) de 12,03 £ 3,57% em comparacdo ao grupo
controle negativo (C) e um aumento de 13,47 = 3,57% em comparagdo ao grupo
controle positivo (PC). Diferentemente, o efeito da administracdo crénica de MVI
para os grupos MVI 10% e MVI 20% quando comparados ao grupo controle
negativo (C) apresentaram aumento de leucécitos de 41,26 + 5,01% e 28,24 +
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3,9%, respectivamente. O mesmo se deu em comparacdo com 0 grupo controle
positivo (PC), no qual houve um aumento de leucdcitos de 82,23 + 5,01 e 65,38 +
3,9%, respectivamente. Além disso, € importante frisar que, especificamente, nos
grupos MVI 10% e MVI 20% a contagem de leucdcitos ultrapassou o limite maximo
do valor de referéncia nos dias 21 e 28, e 14 a 28, respectivamente.

Os grupos tratados com MVI 1%, MVI 10% e MVI 20% aumentaram 0s
neutrofilos (Figura 17B) em 39,22 + 4,24%, 52,18 + 7,6% e 49,78 + 7,22% (com
significancia P < 0,05 Dunnett) em comparacéo ao grupo de controle negativo (C),
respectivamente. Ja quando comparados ao controle positivo (PC) os neutroéfilos
desses grupos aumentaram 43,81 = 4,24%, 57,2 + 7,6% e 54,72 = 7,22%,
respectivamente. Observou-se que os grupos MVI 1%, 10% e 20% apresentaram
contagem de neutrofilos superior ao valor de referéncia nos dias 21 e 28. Além
disso, especificamente, o grupo MVI 1%, também ultrapassou o limite maximo do
valor de referéncia no dia 7.

Os grupos MVI 1%, 10% e 20% apresentaram diminuicdo de linfécitos
(Figura 17C) de 26,17 + 4,45%, 38,01 £ 6,88% e 35,25 £6,77% (com significancia
P < 0,05 Dunnett) quando comparados ao grupo controle negativo (C),
respectivamente. Também houve uma diminui¢ao dos linfécitos em 31,16 + 4,45%,
2,20 + 6,88% e 39,62 + 6,77%, respectivamente, em comparacdo ao controle
positivo (PC). Notou-se que o grupo MVI 1% apresentou quantidade de linfécitos
abaixo do limite do valor de referéncia nos dias 7, 14 e 28, enquanto 0s grupos MVI
10% e MVI 20% apresentaram valores abaixo da referéncia nos dias 14, 21 e 28.

Por fim, observou-se que a quantidade de mondcitos (Figura 17D) nos
grupos MVI 1%, MVI 10% e MVI 20% diminuiu 30 + 0,49%, 30 + 0,49% e 20 *
0,91%, respectivamente, quando comparados ao controle negativo (C). O mesmo
se observou em comparacdo com o controle positivo (PC), porém com uma
diminuicao de 13 + 0,49%, 13 + 0,49% e 23 + 0,91%, respectivamente.

Os intervalos de referéncia utilizados para esse tipo de estudo geralmente
sao problematicos, ja que se presume valores parametros a partir de certos grupos
de animais, e dependem de varios fatores, como raca, sexo, idade, dieta, ambiente,
localizacdo, e até mesmo equipamentos e reagentes de laboratério, metodologia
de ensaio, métodos de coleta e habilidade técnica. Para se obter resultados mais

precisos e confiaveis, deve-se levar em consideracéo todos esses parametros que
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sdo potencialmente limitantes pela falta de estudo, sendo necessario o
desenvolvimento de intervalos de referéncia separados para a raca especifica
(BROCKUS et al., 2005).

Figura 17 — Leucdcitos totais (A), neutrdéfilos (B), linfécitos (C) e mondcitos (D) de
suinos tratados com infuséo de M. vulgare (MVI) em amostras de sangue
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Fonte: autoria propria
Legenda: C: controle negativo; PC: Controle positivo. Cada barra representa a média de seis
animais e as linhas verticais representam o S.E.M. *P < 0,05; **P < 0,01 é considerado

estatisticamente significativo.

5.1.3. Andlise bioquimica e metabdlica

Como pode ser observado na Tabela 4, ndo houve alteragbes
estatisticamente significativas entre os grupos controle para aqueles tratados com
MVI na atividade das enzimas hepaticas gamaglutamiltransferase (GGT), aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (ALP).

Observou-se que também n&o houve variacdes significativas para metabolitos
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sanguineos, como colesterol e creatinina, bem como proteinas plasmaticas,
proteinas totais e albumina sanguinea, indicando assim que a infusdo de MVI nas

concentracdes testadas no estudo nao prejudica o figado ou rins dos animais.

Tabela 4 — Parametros de funcao hepatica e renal dos animais apos 28 dias de
tratamento com M. vulgare

C PC MVI 1% MVI 10% MVI 20%
GGT (UI/L) 37.33+£6.54 28.96+11.68 41.94+1.80 40.04+20.55 44.82 +18.27
AST (UI/L) 2850+4.18 31.83+5.84 37.00+6.92 35.00+6.51 36.20 £ 7.42
ALT (UI/L) 43.33+11.70 54.25%+12.96 45.00+9.40 51.60+12.25 36.20 £ 8.40
ALP (UI/L) 12.83+8.83 1581+4.75 19.71+590 24.21+12.84 11.25+3.94
Colesterol 80.50+17.73 68.83+12.13 70.50+4.65 82.60+26.60 68.60 + 14.58

(mg/dL)
Creatinina 1.06 £ 0.23 1.07 £ 0.08 0.97 £ 0.17 0.96 + 0.16 1.00 £ 0.12
(mg/dL)
Albumina 3.42+0.30 3.36 £0.22 3.17 £ 0.47 3.11+0.19 3.26+0.21
(9/dL)
Proteinas 4.69 +0.71 4.42 +0.77 411 +1.36 4.03+1.14 558 +1.85

totais (g/dL)
Proteinas 5.84 +0.88 5.56 £ 0.51 5.92+0.86 592+1.28 6.15+0.91
plasméticas
(9/dL)

Fonte: elaborado pela autora

Legenda: Os numeros sdo os resultados da média + média do desvio padrdo N = 6.
GGT - gamaglutamiltransferase; AST - Aspartato aminotransferase; ALT — Alanina
aminotransferase; ALP - Fosfatase alcalina.

5.2. IDENTIFICACAO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DE M. VULGARE L.

O estudo fitoquimico da espécie M. vulgare L. resultou no isolamento de
dois compostos, sendo o composto 1 (Mv1) um diterpeno labdano e o composto 2
(Mv2) um flavonoide. Esses compostos foram isolados através de coluna
cromatografica e as estruturas foram confirmadas por IV e RMN de 'H e de 3C,
além de terem sido comparadas com dados ja disponiveis na literatura.

O perfil quimico do extrato fluido de Marrubium vulgare L. foi caracterizado
através da técnica de UPLC-ESI-MS, resultando na identificagdo de 33 metabdlitos

secundarios presentes na planta (Figura 18). Entre os metabdlitos identificados,
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encontram-se marrubiina e apigenina (compostos isolados), além de diversos

flavondides, diterpenos, aminoacidos e derivados de acidos graxos.

5.2.1. Caracterizacdo dos constituintes quimicos de M. vulgare L. através de

Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas

O perfil quimico do extrato da infusdo de M. vulgare L., administrado via oral
aos animais, foi caracterizado por UPLC-ESI-MS adquirido nos modos positivo e
negativo do ion pico de base (BPI) conforme mostrado na Figura 18. Os dois modos
mostraram a presenca de 33 compostos pertencentes a diterpenos, aminoacidos e
acidos graxos polioxigenados (Tabela 5).

Para caracterizar o perfil quimico de M. vulgare L. foram empregadas
técnicas de desreplicacdo apoiadas em pesquisa bibliografica e consideracao

quimiotaxondmica.



Figura 18 — Espectro de UPLC-ESI-MS do extrato de infusdo de M. vulgare L.
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Cabe expor inicialmente que os dados de espectrometria de massas dos
picos 1, 4 - 6, 8 e 16, descritos na Tabela 5, ndo permitiram a caracterizacao de
sua estrutura. O pico 2 resultou no espectro de massa o ion precursor m/z 191,0199
ao lado dos ions fragmentados m/z 173,0069 e 111,0077. Sendo assim, € possivel
afirmar que uma molécula de H20 (18 Da) foi eliminada do ion precursor para gerar
m/z 173,0069. Além disso, para produzir m/z 111,0077 este fragmento ibnico sofreu
descarboxilagédo (-CO2 equivalente a 44 Da) e depois perdeu H20 (18 Da). Baseado
nestes dados, foi atribuida a estrutura do &cido citrico.

O pico 3, por sua vez, mostrou seu ion precursor em m/z 166,0870 com
fragmento de m/z 120,0805, possivelmente ocorrido apds perda de HCOzH (46 Da).
Uma estrutura consistente para esse pico € a da fenilalanina.

Ao pico 7, com tempo de retencdo (tr) de 1,89 min, foi atribuido a estrutura
do triptofano, com base no ion percussor m/z 205,0980 e ion fragmento m/z
188,0714, advindo da perda de NHs.

O pico 9 com tempo de retencéo de 2,48 min apresenta em seu espectro de
massa um ion precursor de m/z 175,0594 correspondendo a formula molecular
C7H120s. Em m/z 157,0506 foi encontrado um ion fragmento produzido pela perda
de H20 (18 Da), com isso foi atribuido a estrutura do acido diidroshiquimico a este
composto.

Como o ion precursor dos picos 10 - 15 ndo gerou ions fragmentados,
através de consideracfes quimiotaxondmicas e pesquisa bibliografica foram
deduzidas possiveis estruturas, uma vez que esses metabdlitos secundarios ja
haviam sido identificados em M. vulgare (ACIMOVIC et al., 2020).

O pico 17 com tr de 6,29 min possui um ion percussor de m/z 577,1349 que
corresponde a férmula molecular C3oH26012. Foi observado no espectro de massa
o ion fragmento m/z 269,0441 originado apos a perda de uma hexose e uma porcao
cumaroil, que através de uma pesquisa bibliogréfica, foi sugerido a estrutura do
composto equinacina, ja identificada em M. vulgare (SWEIDAN; ZARGA, 2016).

O pico 18 (tr 6,51 min) mostrou seu precursor em m/z 365,1974 [C20H300s6 -
H] e produziu um unico fragmento m/z 343,2158 apds a perda de H20 (18 Da),
sendo atribuido a esse pico a estrutura da leonepetaefolina B (LI et al., 2012).

O pico 19 com tr 6,64 min e ion precursor m/z 337,2395 [C20H3204 +H]*

mostrou no espectro de massa em tandem ions fragmentos em m/z 319,2286 e
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301,2149, formados por perdas de H20 (18 Da) e 2H20 (36 Da), respectivamente.
Levando a estrutura de desacetil-vitexilactona (PIOZZI et al., 2006).

O pico 20 (tr 6,81 min) que possui ion percursor m/z 327,2162 [C18H3203 -
H]-, gerou em seu espectro MS/MS um Unico ion de fragmento de m/z 211,1336,
encontrado apds a abertura do anel do ciclopentano por duas clivagens a (perda
de malonaldeido, 72 Da) das funcionalidades do alcool, seguida pela perda de C3Hs
(44 Da). De acordo com a literatura se considerou a estrutura do Ent-9F1d-
fitoprostano para este pico (RUND et al., 2018).

O pico 21 com tr 7,03 min mostrou seu ion precursor em m/z 351,2157
[C20H3005 +H]*, produzindo ions fragmentos em m/z 333,2071 apos perda de H20
(18 Da) e m/z 315,1969 apoés perda de 2H20 (36 Da). O primeiro ion m/z 333.2071
sofreu abertura do anel lactona seguida de descarboxilacdo (HCO:2H, 46 Da) para
produzir o fragmento de m/z 287.2001. Este ion, por sua vez, perdeu H20 (18 Da),
gerando o ion m/z 269,1905, que apo6s eliminacdo de CzH2 (26 Da) gerou o ion
fragmento m/z 243,1753. A estrutura atribuida a estre pico foi cilenina A.

O pico 22 com m/z 329,2338 [C1sH3403 -H] difere do pico 21 sugerindo um
derivado reduzido. Uma pesquisa bibliografica sugeriu a estrutura do Ent-16-epi-
16-F1t-fitoprostano.

O pico 23 foi detectado no tr 7,25 min com ion precursor m/z 335,2222
[C20H3004 +H]*, gerando um fragmento Unico de ion m/z 317,2114 apdés uma
eliminacdo de H20. Através de pesquisa bibliografica foi caracterizado a estrutura
desta substancia como leoheteronina E, ja identificada na planta Leonurus
japonicus (GIANG et al., 2005).

Os picos 24 e 26 nos tempos de retencao 7,25 e 7,69 min com m/z 327,2162
[C18H3205 -H]" e 307,1910 [C1sH2804 -H], respectivamente, foram deduzidos como
sendo derivados de fitoprostandides. O pico 24 foi considerado um isémero do pico
20, caracterizado como Ent-9F1d-fitoprostano, enquanto o pico 26 corresponde a
uma diferenca de 20 unidades de massa, podendo estar relacionadas a diferenca
de 2 hidrogénios e a perda de agua, sendo esses possivelmente associados a
presenca de insaturacdo e um processo de desidratacao.

O pico 25 (tr 7,57 min) com ion precursor em m/z 315,0880 [C17H1406 +H]*
nao gerou fragmento em seu espectro de massa em tandem, porém, atraves de

pesquisa bibliografica de compostos previamente obtidos de M. vulgare, pode-se
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observar que o composto relativo ao pico 25 é pectolinarigenina, um flavonoéide
acetilado (SWEIDAN; ZARGA, 2016).

O pico 27 com tempo de retencdo em 8,13 min e ion precursor m/z 381,2295
[C20H3204 +HCO2] também né&o produziu ion fragmento, mas comparando o dado
de massa com aqueles relatados pela literatura, foi atribuido a estrutura do
marrubenol, composto ja encontrado na planta em estudo (PIOZZI et al., 2006).

O pico 28 detectado no tr 8,13 min com ion precursor m/z 319,2286
[C20H3003 +H]*, gerou em seu espectro MS/MS quatro fragmentacgdes, sendo elas:
m/z 301,2185 obtida apds a eliminagdo de H20 (18 Da) do ion precursor, m/z
283,2079 apds a perda de uma segunda molécula de H20, m/z 289,2170
correspondente a perda de CH20 (30 Da), seguido da perda de H20 (18 Da)
gerando o ultimo ion fragmento em questdo m/z 271,2073. Com isso, chegou-se a
conclusao da estrutura 3a,18-dihidroxi-13-furil-ent-labd-8(17)-eno, previamente
identificada na planta Gutierrezia grandis (GAO; LEIDIG; MABRY, 1985).

O pico 29 com tempo de retencdo de 8,64 min e ion precursor de m/z
665.4077 Da [2M+H]* correspondendo a formula molecular C20H2804 (diterpeno),
foi a substancia observada com maior concentracdo no extrato bruto. O ion
precursor gerou em seu espectro de massa em tandem, fragmentos em m/z
315,1969, 287,2000, 269,1905 e 221,1530. O ion fragmento m/z 315,1969 foi
encontrado apés a perda de H20 (18 Da) do ion precursor, que por sua vez sofreu
uma abertura do anel lactona seguida de descarboxilacdo (perda de HCO:zH, 46
Da) gerando o ion fragmento m/z 269,1900. O ion m/z 287,2000 foi produzido a
partir do ion precursor pela abertura do anel lactona e uma clivagem de
descarboxilagcdo de HCO2H. Ao pico 29 foi atribuida a estrutura da marrubiina, ja
relatada como um dos diterpenos majoritarios em M. vulgare (PIOZZI et al., 2006).

Pico 30 com tempo de retencdo em 9,15 min mostrou seu ion precursor em
m/z 369 [M+HCO2] com formula molecular C20Hz603. Este ion, assim como os ions
dos picos 26 e 28, ndo produziu fragmentos, entretanto, com uma pesquisa na
literatura chegou-se a estrutura do Labd-13(14)-en-9a,15,16-triol, também ja
identificado em M. vulgare (SWEIDAN; ZARGA, 2016).

Os picos 31 - 33 foram considerados derivados de acidos graxos C-18, os
picos 32 e 33, especificamente, foram caracterizados como acidos estearidonico e

linolénico.



Tabela 5 — Perfil quimico por UPLC-ESI-MS do extrato de infusdo de M. vulgare L.
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Numero Tempo ESI-MS(-) ESI-MS(+) ESI- ESI- Férmula Composto identificado Estrutura
de pico de (m/z) (m/z) MS/MS(-) | MS/MS(+) | Molecular
Retencéo
- tr(min)
1 0.49 198.0521 - - C7H7N304 - -
[M+H]*
2 0.64 191.0199 - 173.0069; CsHgO7 Acido citrico Ox_OH
[M-H] 111.0077 m
HO OH
OH
3 1.08 - 166.0870 - 120.0805 | CoH1iNO2 Fenilalanina
[M+H]* OH
HoN 0]
4 1.15 382.0974 - 222.0786; - C12H19NO10 - -
[M- HCOz] 164.0726
5 1.37 232.0824 - 214.0708; - CoH13NOs - -
[M- H] 196.0607
6 1.52 175.0621 - - - - - -
[M-HJ
7 1.89 203.0822 205.0980 - 188.0714 | C11H12N202 Triptofano H
-HT- + 0
[M-H] [M+H] [ OH
NH,
8 2.26 232.0824 214.0708; CoH15NOs - -
[M- H] 196.0607
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2.48

175.0594 - 157.0506 C7H1205 ) o OH
[M- H] Acido diidroshiquimico
HO OH
OH
10 3.58 250.0731 - - C12H13NOs Feruloilglicina HO
o Pt
o AN N oH
| O
11 4,75 755.2435 - - C34H44019 Arenariosideo ou OH
[M-HJ forsitosideo B OH OH
HO\Ej,OH
0”0
o O (0]
HO © ©
HO “'OH
OH
12 5.30 269.0442 271.0585 - C15H100s Apigenina HO
[M-HJ [M+H]*
Yo =e
OH
HO %
O
13 5.41 187.0961 - - CoH1604 Acido azelaico (acido OH
[M-H] nonanodioico)




14 5.45 - 301.0695 - - C16H1206 Crisoeriol HO
[M+H]* o—
)
OH
HO /
0
15 5.78 243.1230 - - - C12H2005 Diacido graxo o
-HI- . OH
[M-H] (Acido (2E, 4E)-8,10,12- | HO™ ~= 7
OH OH
trihidroxidodeca-2,4-
diendico)
16 6.14 253.1450 - - - C14H2204 - -
[M-H]
17 6.29 577.1349 579.1495 269.0441 271.0625 | CsoH26012 | Equinacina ou equinaticina
[M-H] [M+H]*
18 6.51 365.1974 - 343.2158 - C20H3006 Desidrovelutina A ou
[M-HJ leonepetaefolina B
19 6.64 - 337.2395 - 319.2286; C20H3204 Desacetil-vitexilactona
[M+H]* 301.2149 (PIOZZI et al., 2006)
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287.2001,
269.1905;
243.1753

C20H300s

Cilenina A (P10ZZI et al.,
2006)

22

7.10

329.2338
[M-HJ

C18H340s

Fitoprostanodide (Ent-16-
epi-16-F1t-PhytoP)

23

7.25

335.2222
[M+H]*

317.2114

C20H3004

Leoheteronina E (GIANG et
al., 2005)

24

7.25

327.2162
[M-H]

C18H3205

Fitoprostanoide (ent-9-F1t-
PhytoP) (RUND et al.,
2018)

25

7.54

315.0880
M+H]*

C17H1406

Pectolinarigenina
(SWEIDAN; ZARGA, 2016)
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26 7.69 307.1910 - - C18H2804 Fitoprostandide (16-B1- OH
[M-H]- PhytoP) (TKACZ et al., {
2022) /
HO
O
27 8.13 381.2295 - - C20H3204 Marrubenol
[M-HCOz]
28 8.13 - 319.2286 301.2185; C20H3003 3a,18-dihidroxi-13-furil-ent- AN
[M+H]* 289.2170; labd-8(17)-eno (GAO; : \
283.2079; LEIDIG; MABRY, 1985) o
271.2073;
29 8.64 377.1951 665.4077 315.1969; C20H2804 Marrubiina
[M+HCO2] [2M+H]* 287.2000;

269.1905
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30 9.15 369.2656 - - C20H3603 Labd-13(14)-en-9a,15,16- OH
[M+HCO2] triol (SWEIDAN; ZARGA, OH||
2016) O
31 9.52 293.2133 - - C18H3003 Acido 17-hidroxilinolénico —
[M-HJ \
HO
g HO /)
32 9.52 - 277.2177 - Ci1sH2502 Acido estearidénico
[M+H]*
33 9.96 - 279.2335 - Ci1sH32002 Acido linolénico
[M+H]* / 0
OH
\

Fonte: elaborado pela autora
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5.2.2. Purificagao fitoquimica

5.2.2.1. Composto 1 - Marrubiina (Mv1)

O composto 1 (Mv1) foi isolado da fracdo de AcOEt das flores da planta e,
apos realizar a cromatografia em coluna de silica gel, observou-se a formacao de
um solido branco. A sua estrutura (Figura 19) foi confirmada através de IV e RMN
'H e 3C e comparada com dados disponiveis na literatura para marrubiina,
composto abundante na planta trabalhada, que possui uma massa molar de 332,4

g/mol e formula molecular C20H280a4.

Figura 19 — Estrutura quimica elucidada do composto 1 (Mv1)

Fonte: elaborado pela autora

No espectro de infravermelho (APENDICE A), obtido em pastilha de KBr,
observaram-se bandas de deformacédo axial de O-H em 3464 cm -1, deformacéo
axial de C-H sp2 em 2942 cm 1, deformacédo axial de C-H sp3 em 2866 cm 1,
deformacéo axial em 1738 cm ! referente a carbonila C=0 do éster.

Os valores de deslocamentos quimicos de RMN !H e 13C (APENDICES B
e C), apresentados na Tabela 6, indicam que o composto 1 (Mv1l) trata-se de um
diterpeno labdano em comparacdo com a literatura (HUSSEIN; MEYER;
RODRIGUEZ, 2003). Pelo espectro de RMN *H observam-se hidrogénios olefinicos
de um anel furano em 6,27, 7,23 e 7,36 ppm, referentes as posicdes 14, 15 e 16,
respectivamente. Os sinais das metilas C-17, C-20 e C-18 encontram-se na regiao

de 0,95, 1,06 e 1,29 ppm. J& no espectro de RMN 13C, pode-se observar um grupo
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carbonila do éster na posicdo C-19 com deslocamento quimico de 183,98 ppm e

um grupo hidroxila na posicédo C-9 na regido de 75,95 ppm.

Tabela 6 — Dados de RMN *H e 13C (CDCls) de Mv1l em comparagdo com a
literatura para marrubiina

1H NMR (200 MHz, CDCls) 13C NMR (50 MHz, CDCls)
Posicéo S ppm J Hz H Lit *H S ppm Lit BC
1 1.63 2H, s 1.66; 1.30 28.79 28.63
2 1.76 — 1.67 m 1.71; 1.49 18.31 18.15
3 2.11 1.44;2.10 28.51 28.35
4 - - - - 43.95 43.79
S 2.23 4.6 Hz d 2.22 45.02 45.86
6 4.78 - 4.70 1H, m 4.73 76.34 76.17
7 2.07 - 2.03 m 1.67;2.15 31.67 3151
8 2.11 2.1 32.50 32.34
9 - - - - 75.95 75.79
10 - - - - 39.89 39.73
11 1.76 — 1.67 m 1.75; 1.89 35.30 35.13
12 2.53 8.4Hz 3H,t 2.52;2.52 21.15 20.99
13 . . . . 125.20 125.04
14 6.27 0.8Hz 1H,d 6.26 110.86 110.7
15 7.36 1.6Hz  1H,t 7.35 143.25 143.09
16 7.23 1H, s 7.22 138.74 138.58
17 0.96 6.3 Hz d 0.96 16.74 16.58
18 1.29 3H, s 1.28 23.13 22.97
19 - - - - 183.98 183.81
20 1.06 3H, s 1.05 22.40 22.24
Solvente 200 MHz 400 MHz 50 MHz 100 MHz
CDCls CDCl3 CDCl3 CDCI3

Fonte: elaborado pela autora. Dados da literatura para marrubiina adaptado (HUSSEIN; MEYER,;
RODRIGUEZ, 2003)

5.2.2.2. Composto 2 - Apigenina (Mv2)

O segundo composto caracterizado foi a Apigenina (Mv2), um sélido amorfo
amarelo, que possui uma massa molar de 270,24 g/mol e formula molecular
C1sH100s. A sua estrutura (Figura 20) foi confirmada através de IV e RMN H e 13C

e comparada com dados disponiveis na literatura para apigenina.
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Figura 20 — Estrutura quimica elucidada do composto 2 (Mv2)

OH O

Fonte: elaborado pela autora

No espectro de infravermelho (APENDICE D), obtido em pastilha de KBr,
observaram-se bandas em 3406 — 3250 cm ! (banda larga) relativa a deformacéo
axial de O-H, deformacéo axial de C-H sp2 em 2923 cm -, deformacédo axial em
1657 cm ! referente a carbonila C=0, e deformacgéo axial de C=C em 1609 -1504
cm,

Os valores de deslocamentos quimicos de RMN H e 13C (APENDICES E
e F), apresentados na Tabela 7, indicam que o composto 1 (Mv2) trata-se de um
flavonodide em comparacao com a literatura (NAWAL; ATTA, 2013). Pelo espectro
de RMN 'H observam-se hidrogénios aromaticos em 6,76, 6,19, 6,48, 7,91 e 6,92
ppm, referentes as posicoes 3, 6, 8, 12 e 16, e 13 e 15, respectivamente, e uma
das 3 hidroxilas com deslocamento quimico em 12,94 ppm. J& no espectro de RMN
13C, pode-se observar uma carbonila na regido de 181,73 ppm na posicéo C-4, trés
grupos hidroxilas nas posi¢cdes C-5, C-7 e C-14 com deslocamento quimico visivel
em 161,55, 164,18 e 161,82 ppm, respectivamente. Além disso é possivel observar
um grupo éter entre as posi¢des C-2 e C-9 com deslocamento quimico em 164,60
e 157,73 ppm, respectivamente.

Tabela 7 — Dados de RMN H e 13C (DMSO) de Mv2 em comparagdo com a
literatura para Apigenina

1H NMR (200 MHz, DMSO0) 13C NMR (50 MHz, DMSO)

Posicéo S ppm JHz H Lit *H S ppm Lit 3C

2 - - - - 164.60 163.71

3 6.76 - 1H, s 6.75 (s) 103.22 102.81

4 - - - - 182.13 181.73

5 - - - - 161.55 161.25

6 6.19 2.1Hz 1H,d 6.15 (d, 1H) 99.28 98.96

7 - - - 164.18 164.57

8 6.48 2.1Hz 1H,d 6.44 (d, 1H) 94.42 94.06




9 - - - - 157.73 157.37
10 - - - - 104.06 103.56
11 - - - - 121.57 121.17
12 7.91 88Hz 2H,d 7.91 (d, 2H) 128.88 128.51
13 6.92 88Hz 2H,d 6.90 (d, 2H) 116.4 116.01
14 - - - - 161.81 161.46
15 6.92 88Hz 2H,d 6.90 (d, 2H) 116.4 116.01
16 7.91 88Hz 2H,d 7.91 (d, 2H) 128.88 128.51
OH 12.94 - 1H, s 12.94 (-OH) 164.18 163.71

Solvente 200 MHz 500 MHz 50 MHz 125 MHz
DMSO-ds DMSO-ds DMSO-ds DMSO-ds
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Fonte: elaborado pela autora. Dados da literatura para apigenina adaptado (NAWAL; ATTA, 2013)

5.3. IDENTIFICACAO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS NO SORO ANIMAL

5.3.1. Analise por UPLC-ESI-MS do soro animal

A fim de acompanhar possiveis mudancas no metabolismo dos suinos, como

identificar metabdlitos vegetais e substancias derivadas do metabolismo animal, foi

realizado andlise por UPLC-ESI-MS do extrato orgéanico do sangue animal. Foi

colhido o sangue de todos os animais que receberam a dose mais concentrada da
infusdo de Marrubium vulgare (20% MVI), nos tempos de 5 (G1), 10 (G2) e 15 (G3)
minutos apdés a administracdo da MVI, resultando em 18 cromatogramas. Foi

observado uma similaridade no perfil quimico sanguineo desses animais, dessa

forma foi escolhido um cromatograma para representar todos 0s grupos e animais.

O soro do sangue dos animais foi utilizada para gerar dados de UPLC-ESI-

MS nos modos de ioniza¢éo negativo e positivo (Figura 21), utilizando ions de pico

de base (BPI) para a aquisi¢do. Foram caracterizados 15 compostos.
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Figura 21 — Cromatograma obtido por UPLC-MS do soro animal obtido nos modos de ionizac&o negativo e positivo
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Fonte: autoria propria
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Conforme apresentado na Tabela 8, a maioria dos ions precursores
detectados ndo apresentaram fragmentacdo. Dessa forma, o perfil quimico foi
estabelecido com base na literatura.

Os compostos detectados foram caracterizados como: 1 hexose (pico 34), 7
derivados de colesterol e 5 derivados de &cidos graxos, incluindo um
monoglicerideo e um oligossacarideo. Esses compostos foram encontrados ao lado

de 2 compostos naturais.



Tabela 8 — Perfil quimico por UPLC-ESI-MS do soro do sangue animal
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Ndamero Tempo ESI+ ESI- (m/z) Fragmentaca Férmula Composto identificado Encontrado no grupo
do pico de (m/z) 0 (m/z) Molecular
Retencao
- tr (Min)
34 0.42 203.0523 - - CsH1206 Hexose G1, G2
[M+Na]+
35 6.22 543.1300 541.1145 [M-H] 389.1011; C30H22010 3',3"bisnaringenina ou G1, G2
[M+H]* 151.0028 tetrahidroamentoflavona
36 7.03 - 453.2867 389.2708 C24H400s Acido célico G1, G3
[M+HCO2]
407.2783 [M-H]-
37 7.54 357.2779 - - C24H3602 Acido 5-cola-8(14)11-dien- G1,G2,G3
[M+H]* 24-6ico (LOPEZ-BASCON et
al., 2019)
38 7.54 - 437.2916 - C24H4004 Acido desoxicolico G1, G2, G3
[M+HCO2]
391.2852 [M-HJ
39 8.13 - 471.0612 [M-H] - Ci5H20017 Oligossacarideo Gl, G2, G3
40 8.57 - 437.2916 -- C24H4004 Isdmero do 38
[M+HCO2]
41 8.64 357.2779 - - C24H3602 Isbmero do 37 G1, G3
[M+H]*
42 12.38 - 303.2330 [M-H] 259.2411 C20H3202 Metabdlito diterpénico (acido G2
copalico)
43 12.53 353.2687 - - C21H3604 mono-linoleoil glicerol G1
[M+H]*
44 12.53 - 279.2319 [M-H] - C1sH3202 Acido linoleico G1
45 13.26 - 255.2313 [M-H] - C16H3202 Acido palmitico G1
46 13.41 - 281.2474 [M-H] - C1sH3402 Acido oleico G1
47 14.22 401.3418 - - C27H4402 (5a)-Colestano-3,6-diona Gl
[M+H]*
48 14.51 413.2662 - - C24H3s04  Acido nutriacélico (LOPEZ- G1, G2
[M+Na]* BASCON et al., 2019)

Fonte: elaborado pela autora
Legenda: G1: 5 min, G2: 10 min e G3: 15 min.
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O pico 35 com tempo de retencdo de 6,22 min e ion precursor de m/z
543,1300 [C30H22010+H]* gerou um fragmento de m/z 389,1011 apos a abertura e
clivagem do anel C em uma das unidades de flavanona (Figura 22). Além desse,
foi detectado outro fragmento ibnico m/z 151,0028 formado pela abertura Retro-
Diels-Alder do anel C, que pode ser referente a benzo-B-lactona. A partir destas
informacdes, foram consideradas duas estruturas compativeis para o pico 35, a

tetrahidroamentoflavona e a 3',3”- binaringenina.

Figura 22 — Esquema de padrédo de fragmentacao para caracterizacao do
metabdlito sanguineo m/z 541,1145 no pico 35

3',3"-binaringenina ¢

RDA do anel C

oo

m/z 541,1145 o 0
O

OH
m/z 151,0028

Fonte: elaborado pela autora

O pico 42 com tr 12,38 min e com ion precursor de m/z 303,2330 [C20H320:2-
H] gerou um fragmento Unico de ion m/z 259,2411 apds uma perda de CO:2 (44
Da), conforme demonstrado na Figura 23. Com essa composi¢ao elementar e ion
fragmento obtido, € possivel dizer que se refere a estrutura de um diterpeno.
Quando pesquisado na literatura, a férmula molecular foi consistente com a
estrutura do acido copalico, porém com a estabilidade do anion pode-se sugerir um

diterpeno labdano préximo a estrutura da marrubiina.
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Figura 23 - Esquema de padréao de fragmentacéo para caracterizacéo do
metabolito sanguineo m/z 303,2330 no pico 42

- 44Da (-CO2)
g8

m/z 303,2330 m/z 259,2411

Fonte: elaborado pela autora

De acordo com a literatura a apigenina, possui atividade anti-inflamatéria,
uma vez que suprime a fosforilagdo de moléculas sinalizadoras (ERK e JNK) e a
expressado de citocinas como fator de necrose tumoral (TNF)-a, interleucinas 4, 5,
6 e 13 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-13) e a enzima ciclooxigenase do tipo 2 (COX-2) (PARK
et al., 2020). Também possui propriedades anticancerigenas (HUANG et al., 2023;
TURKTEKIN et al., 2011), e imunomoduladora (LIU et al., 2017). Além disso,
apresenta efeitos significativos na reducao da glicemia e regulacdo dos lipidios
sanguineos (JIANG et al.,, 2022), podendo justificar os efeitos observados nas
analises sanguineas.

Estudos bioldgicos prévios demonstraram que a planta M. vulgare L. possui
varias propriedades, como propriedades antioxidantes e de cicatrizacdo de feridas,
ensaio baseado em células de fibroblastos dérmicos humanos. Para este ensaio foi
utilizado extrato hidroalcodlico da planta que obtiveram efeitos promissores
independentes da dose da marrubiina, composto majoritario na planta (AMRI et al.,
2017). O extrato etandlico da planta também foi utilizado para atividade anti-
helmintica contra estrongilos digestivos bovinos (MOUSSOUNI; BENHANIFIA,
AYAD, 2018). Ja o extrato metandlico e a marrubiina em outros ensaios
apresentaram efeitos gastroprotetores significativos em camundongos Swiss com
Ulceras gastricas (OLIVEIRA et al.,, 2011). A extracdo de M. vulgare por micro-

ondas gerou um extrato bruto com alta atividade antimicrobiana contra Bacillus
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cereus e Saccharomyces cerevisiae (GAVARIC et al., 2022). Atvidades
antimicrobianas também foram relatadas para extratos hidroetandlicos e
hidroacetdnicos contra bactérias gram-positivas e negativas e fungos (MSSILLOU
et al., 2021). Além disso, estudos farmacolégicos demonstraram que a marrubiina
demonstra propriedades antinociceptivas, antioxidantes, antigenotéxicas,
cardioprotetoras, vasorelaxantes, gastroprotetoras, antiespasmaodicas,
imunomoduladoras, antiedematogénicas, analgésicas e antidiabéticas (POPOOLA
et al., 2013).

O efeito fitogénico observado pode estar relacionado as propriedades
antimicrobianas (ZARAI et al., 2011), antioxidantes (MATKOWSKI; PIOTROWSKA,
2006; WEEL et al., 1999), protetoras da mucosa (OLIVEIRA et al., 2011), anti-
inflamatoérias (STULZER et al., 2006) e imunomoduladoras da planta (DAOUDI;
AARAB; ABDEL-SATTAR, 2013). Desse modo, tendo em vista 0s compostos
caracterizados e sabendo de suas funcfes e atividades, é possivel dizer que a
infuséo do extrato da planta ndo prejudicou a saude animal.

A converséo alimentar global e o ganho de peso e dos animais podem estar
relacionados as acdes dessas substancias no metabolismo animal, porém ainda
S840 necessarios mais estudos para esclarecimento, uma vez que 0S mecanismos
de acdo dos principais componentes (marrubiina e apigenina) ainda ndo foram
elucidados. Apesar disso, se tem conhecimento dos beneficios farmacolégicos
desses compostos, conforme exposto anteriormente, sendo possivel dizer que néo

s6 contribuiram para o crescimento do animal, mas também para o seu bem-estar.
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6. CONCLUSAO

O perfil quimico do extrato fluido obtido por infusdo das partes aéreas de
Marrubium vulgare L. foi caracterizado através da técnica de UPLC-ESI-MS e
resultou na identificacdo de 33 metabdlitos secundarios presentes na planta de
diferentes classes quimicas, como flavondides, diterpenos, aminoacidos e
derivados de acidos graxos.

Através de coluna cromatografica com extrato de AcOEt das flores de M.
vulgare foi isolado e caracterizado dois compostos ja identificados na espécie, um
diterpeno labdano conhecido como marrubiina, marcador quimico do género
Marrubium, e um flavondide conhecido como apigenina. Os dois compostos
também foram caracterizados através da técnica de UPLC-ESI-MS.

Nas analises bioquimicas, foi possivel observar os efeitos do extrato fluido
nos animais. Os suinos que receberam MVI 1% e MVI 10% obtiveram um maior
ganho de peso global ao longo do experimento em comparagdo ao grupo do
controle negativo (C), diferentemente, o grupo que recebeu maior concentracéo de
infusdo (MVI 20%) apresentou valores inferiores de ganho de peso em relacéo ao
grupo C, isso pode ser associado a presenca de substancias no extrato da planta
gue suprimem o metabolismo dos triglicerideos e do acucar. O crescimento dos
animais, o ganho de peso e a converséao alimentar global observadas podem estar
relacionadas as acdes de substancias presentas na infusdo aquosa que
aumentaram o metabolismo animal.

Em vista disso, € possivel afirmar que a administracao da infusao do extrato
aquoso de M. vulgare em suinos recém-desmamados resultou em um aumento
significativo no ganho de peso dos animais, demonstrando-se potencialmente
promissor como promotor de crescimento devido as propriedades fitobidticas da
planta, uma vez que a presenca de metabdlitos secundérios, como flavonoides,
diterpenos e acidos fendlicos, podem ter contribuido para os efeitos observados
nos animais, devido suas atividades anti-inflamatérias, antimicrobianas,
antiparasitarias e antioxidantes. A presenca dos compostos isolados e
caracterizados na planta podem ter contribuido para esse crescimento dos suinos

e também para seu bem-estar geral.
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Através das contagens de eritrocitos e hemoglobina total o efeito da
administracdo de MVI apés 30 dias indicou que os suinos ndo desenvolveram
anemia, ictericia ou hemoglobindria durante o experimento. Os grupos que
receberam a infusdo do extrato (MVI 1%, 10% e 20%) apresentaram uma
diminuicao nos eritrocitos em comparacao com o grupo de controle negativo (C) e
positivo (PC). A hemoglobina nesses grupos diminuiu quando comparados ao
grupo controle negativo (C), porém os valores dos hematdécritos estiveram dentro
da normalidade, assim como uma queda do VCM desses grupos, quando
comparados ao grupo do controle positivo (PC), com contagem de neutrofilos
superior ao valor de referéncia nos dias 21 e 28. Em dias especificos, os grupos
MVI 1%, 10% e 20% apresentaram quantidade de linfocitos abaixo do limite do valor
de referéncia. O aumento de neutrdfilos e as diminuigcdes observadas para linfécitos
e eosindfilos, podem estar relacionados a acdo imunomoduladora da planta,
sugerindo uma interferéncia na mobilidade dos leucécitos, e na desgranulacdo dos
eosindfilos.

Nas analises bioguimicas também foi possivel observar que ndo houve
variacdes significativas para metabdlitos sanguineos, como colesterol e creatinina,
bem como proteinas plasmaticas, proteinas totais e albumina sanguinea, indicando
assim que a infusdo de M. vulgare nas concentracdes testadas no estudo € indcua
em termos de toxicidade sistémica e organica, para o figado ou rins dos animais.

Para observar essas mudancas no metabolismo dos suinos, identificar
metabdlitos vegetais e substancias derivadas do metabolismo animal, foi realizado
também analise por UPLC-ESI-MS do extrato organico em acetonitrila do soro
animal, no qual foram caracterizados 15 compostos, sendo eles hexose, lipideos,
derivados de colesterol e 4cidos graxos. A analise dos parametros bioquimicos, do
perfil quimico do extrato da infusdo e do soro sanguineo dos animais revelou que a
infusdo ndo apresentou efeitos adversos dentro dos parametros avaliados.

Como as variagdes observadas nas analises nao foram significativas e nem
houve efeitos negativos na saude dos animais que receberam a administracao
cronica em doses crescentes da infusdo de M. vulgare, e foi possivel observar
melhora no estado geral dos animais e crescimento dos suinos, pode-se dizer que

o efeito fitogénico esta relacionado as propriedades imunomoduladoras da planta.
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Portanto, com base nos estudos realizados, € possivel afirmar que a
infusdo de Marrubium vulgare nas concentracdes de 1 e 10% podem ser uma
alternativa viavel e segura como promotor natural de crescimento em suinos e que
a infusdo aquosa de M. vulgare é desprovida de toxicidade quando utilizada na
totalidade de seus compostos fitoquimicos. Apesar dos resultados promissores, é
importante ressaltar a necessidade de investigacbes mais abrangentes para
compreender completamente os efeitos e possiveis limitacdes do uso da planta
como alternativa de antibidticos e promotor de crescimento na producdo animal,
uma vez que os mecanismos de acdo dos principais componentes (marrubiina e
apigenina) e do proprio extrato aquoso ainda ndo foram esclarecidos.

O modelo de estudo aplicado serve de base metodoldgica para a pesquisa
de compostos fitoquimicos e de moléculas sintéticas em animais de interesse
agricola. Além disso, estudos futuros podem se concentrar na identificacdo dos
mecanismos especificos de acado dos compostos presentes em Marrubium vulgare
e em avaliagOes mais detalhadas dos efeitos a longo prazo da infuséo da planta na

saude e no desempenho do crescimento dos animais.
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APENDICES

APENDICE A — ESPECTRO DE INFRAVERMELHO DO COMPOSTO 1 (MV1) - MARRUBIINA
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Legenda: IV Amax (cm-1): 3464, 2942, 2866, 1738.
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APENDICE B — ESPECTRO DE RMN DE 'H (200 MHZ, CDCL3) DO COMPOSTO 1 (MV1)
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Legenda: *H NMR (200 MHz, CDCI3) 6 7.36 (t, J = 1.6 Hz, 1H), 7.23 (s, 1H), 6.27 (d, J = 0.8 Hz, 1H), 4.78 — 4.70 (m, 1H), 2.53 (t, J = 8.4 Hz, 3H), 2.23 (d, J =
4.6 Hz, 1H), 2.11 (d, J = 4.5 Hz, 2H), 2.07 — 2.03 (m, 1H), 1.76 — 1.67 (m, 4H), 1.63 (s, 2H), 1.29 (s, 3H), 1.06 (s, 3H), 0.96 (d, J = 6.3 Hz, 4H).
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APENDICE C — ESPECTRO DE RMN DE 13C (50 MHZ, CDCL3) DO COMPOSTO 1 (MV1)
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Legenda: 1*C NMR (50 MHz, CDCls) 6 183.98, 143.25, 138.74, 125.20, 110.86, 76.34, 75.95, 45.02, 43.95, 39.89, 35.30, 32.50, 31.67, 28.79, 28.51, 23.13,

22.40, 21.15, 18.31, 16.74.



APENDICE D — ESPECTRO DE INFRAVERMELHO DO COMPOSTO 2 (MV2) - APIGENINA
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Legenda: IV Amax (cm-1): 3406 — 3250 (banda larga), 2923, 1657, 1609 - 1504.



APENDICE E — ESPECTRO DE RMN DE H (200 MHZ, DMSO) DO COMPOSTO 2 (MV2)

ASC-Mv-FI-AcOEt_101_DMSO(H)
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Legenda: 'H NMR (200 MHz, DMSO) & 12.94 (s, 1H), 7.91 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.92 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.76 (s, 1H), 6.48 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 6.19 (d, J = 2.1

Hz, 1H).



APENDICE F — ESPECTRO DE RMN DE 3C (50 MHZ, DMSO) DO COMPOSTO 2 (MV2)
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Legenda: 13C (50 MHz, DMSO) 6 182.13, 164.60, 164.18, 161.81, 161.55, 157.73, 128.88, 121.57, 116.40, 104.06, 103.22, 99.28, 94.42
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APENDICE G - EOSINOFILOS DE SUINOS RECEM-DESMAMADOS TRATADOS
COM INFUSAO DE M. VULGARE (MVI)
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Fonte: autoria prépria
Legenda: Legenda: C: controle negativo; PC: Controle positivo. Cada barra representa uma média de

seis animais e as linhas verticais representam o E.P.M.
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