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AVALIAÇÃO DO POTENCIAL BIOATIVO DE PLANTAS MEDICINAIS DO GÊNERO Hyptis 

ORIUNDAS DO CERRADO BRASILEIRO. 

RESUMO 

Plantas do gênero Hyptis distribuídas por regiões tropicais e subtropicais apresentam grande 

utilização na medicina tradicional para tratamento de distúrbios gastrointestinais, infecções na pele, 

úlceras, inflamação, dores, câncer, problemas respiratórios, gripe, cãibras, malária, secreções nos 

brônquios, febre e infecções por microrganismos. Mesmo com toda a demanda para fins medicinais, 

faltam estudos que comprovem cientificamente seus benefícios à saúde humana.  

O objetivo desta Tese foi avaliar a atividade antimicrobiana, antioxidante, citotóxica, citoprotetora 

e anti-inflamatória in vitro de extratos de folhas de Hyptis marrubioides (Hm), Hyptis pectinata (Hp) e 

Hyptis suaveolens (Hs) oriundas do cerrado brasileiro, bem como determinar seu perfil fitoquímico. Além 

disso, culturas de células em suspensão (CCS) destas espécies foram estabelecidas, eliciadas com 

estressores bióticos e abióticos e avaliadas quanto à produção de ácido rosmarínico (AR).  

A presença de ácidos fenólicos nos extratos foi confirmada por HPLC-DAD, bem como a presença 

de flavonóis e flavonas. CCS de Hs eliciadas com MeJ e de Hm eliciadas com MeJ e AS demostraram 

um significativo aumento de AR quando comparadas ao controle. Nos ensaios antioxidantes os extratos 

atingiram EC50 a diferentes concentrações e, portanto, apresentaram potencial antioxidante para as 

diferentes metodologias utilizadas. Nos ensaios antimicrobianos, verificou-se atividade antibiótica frente 

as cepas S. aureus (ATCC® 25923TM), S. aureus (ATCC® 29213TM), E. coli (ATCC® 10536TM), S. Cholerasuis 

(ATCC® 10708TM), P. aeruginosa (ATCC® 9027TM) e P. aeruginosa (ATCC® 27853TM) o que corrobora a 

utilização destas plantas na medicina tradicional. Os extratos também, indicaram efeitos não citotóxicos 

e ação antioxidante ao protegerem as células HepG2 de danos induzidos por insultos oxidativos, em 

condições de co-tratamento e pré-tratamento. Constatou-se que os extratos à concentração de 100µg/ml 

atuaram no controle da produção de EROs induzidos por t-BHP garantindo o efeito citoprotetor. Os 

extratos de Hp e Hs promoveram a inibição da produção de NO em células BV2 sem prejuízo da 

viabilidade demostrando uma possível ação anti-inflamatória.  

As informações contidas neste trabalho proporcionam auxílio para futuros estudos que busquem 

compreender a relação entre os metabólitos secundários presentes nos extratos e os mecanismos 

implícitos a suas potencialidades antioxidante, anti-inflamatória e citoprotetora.  

Palavras chave: BV2, citoproteção, concentração inibitória mínima, cultura in vitro, ensaio 

antioxidante, HePG2 
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EVALUATION OF THE BIOATIVE POTENTIAL OF MEDICINAL PLANTS OF THE GENUS Hyptis 

NATIVES OF THE BRAZILIAN CERRADO. 

ABSTRACT 

 Hyptis plants distributed in tropical and subtropical regions are widely used in traditional 

medicine to treat gastrointestinal disorders, skin infections, ulcers, inflammation, pain, cancer, respiratory 

problems, influenza, cramps, malaria, bronchial secretions, fever and infections by microorganisms. Even 

with all the demand for medicinal purposes, studies that scientifically prove its benefits to human health 

are lacking.  

The aim of this thesis was to evaluate the in vitro antimicrobial, antioxidant, cytotoxic, 

cytoprotective and anti-inflammatory activity of extracts of Hyptis marrubioides (Hm), Hyptis pectinata 

(Hp) and Hyptis suaveolens (Hs) from the Brazilian Cerrado as well as to determine your phytochemical 

profile. In addition, suspension cell cultures (SCC) of these species were established, elicited with biotic 

and abiotic stressors and evaluated for rosmarinic acid (AR) production. 

The presence of phenolic acids in extracts was confirmed by HPLC-DAD, as well as the presence 

of flavonols and flavones. SCC of Hs elicited with MeJ and of the Hm elicited with MeJ and AS showed a 

significant increase in AR when compared to the control.  In the antioxidant assays the extracts reached 

EC50 at different concentrations and, therefore, presented antioxidant potential for the different 

methodologies used. In the antimicrobial assays, antibiotic activity was verified against S. aureus (ATCC® 

25923TM), S. aureus (ATCC® 29213TM), E. coli (ATCC® 10536TM) strains. , S. Cholerasuis (ATCC® 

10708TM), P. aeruginosa (ATCC® 9027TM) and P. aeruginosa (ATCC® 27853TM) which corroborates 

the use of these plants in traditional medicine. The extracts also indicated non-cytotoxic effects and 

antioxidant action while protecting HepG2 cells from damage induced by oxidative insults under co-

treatment and pretreatment conditions. It was found that extracts at 100µg / ml concentration controlled 

the production of t-BHP-induced ROS guaranteeing the cytoprotective effect. The extracts of Hp and Hs 

promoted the inhibition of NO production in BV2 cells without impairing viability showing a possible anti-

inflammatory action.  

The information contained in this work provides help for future studies that seek to understand 

the relationship between the secondary metabolites present in the extracts and the mechanisms implicit 

to their antioxidant, anti-inflammatory and cytoprotective potentialities. 

Key words: antioxidant assay, BV2, cytoprotection, in vitro culture, minimal inhibitory 

concentration, HePG2,  
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2 
Avaliação do potencial bioativo de plantas medicinais do gênero Hyptis 

oriundas do cerrado brasileiro. Rejaine Martins Rios 
 

1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

 

 

1.1 BIODIVERSIDADE: A MATÉRIA-PRIMA DA BIOPROSPECÇÃO BRASILEIRA 

 

 

 O território brasileiro, com cerca de 8,5 milhões de quilômetros quadrados, tem 

aproximadamente 4.500 quilômetros de norte a sul e também de leste a oeste, sendo o 5º maior país 

do mundo (Newman, 2017). Ele abarca uma posição geográfica privilegiada, com clima, humidade, 

solos, relevos, vegetação e fauna diversificados que interagem entre si formando ecossistemas únicos 

(Varella, 1997). Estes diferentes ecossistemas proporcionaram ao país a concentração da maior 

biodiversidade do mundo estimada em 20% do número total de espécies do planeta (Brazil, 2003; Boroni, 

2010; Oliveira et al., 2017). Há espécies endêmicas, espécies de importância econômica mundial 

(abacaxi, amendoim, castanha do Brasil, mandioca, caju, carnaúba entre outros), além, é claro, de uma 

enorme diversidade de povos indígenas e comunidades diversas com conhecimentos tradicionais 

associados à biodiversidade brasileira (Brazil, 2003).  

 A biodiversidade, definida pela Convenção da Diversidade Biológica (1992) como “a variabilidade 

entre organismos vivos de todas as fontes incluindo a diversidade dentre as espécies, entre as espécies 

e ecossistemas”, é considerada um recurso de grande valor intrínseco, social, econômico, científico, 

cultural, recreativo, ético e estético. É responsável pelo fornecimento de serviços ambientais 

imprescindíveis – como regulação climática, ciclagem de nutrientes, formação de solos, polinização, 

assimilação de resíduos, fornecimento de água, entre outros (Saccaro Junior, 2011).  

 Todavia, os avanços dos impactos de atividades humanas com consequente destruição de 

habitats e aumento da utilização dos recursos naturais vem comprometendo direta e indiretamente a 

biodiversidade e despertando uma crescente preocupação a nível mundial.  Isso acontece porque com a 

perda de alguns serviços ecossistêmicos, será impossível desfrutar-se do mesmo nível de bem-estar no 

futuro, dada a irreversibilidade de ambientes naturais convertidos (Krutilla, 1967; Krutilla e Fisher, 1976; 

Farley, 2012). É pouco provável que a tecnologia avance a ponto de reproduzir paisagens 
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geomorfológicas e ressuscitar espécies extintas (Krutilla, 1967). E, mesmo que isso fosse possível, as 

réplicas feitas não teriam valor equivalente ao dos originais. Outro motivo de preocupação refere-se à 

estimativa de que mais de 90% da diversidade biológica do Brasil e do Planeta sejam desconhecidas 

(Ferreira e Sampaio, 2013) e que espécies suspostamente importantes poderiam ser perdidas antes 

mesmo de serem estudadas.  

 Diante deste contexto, pode-se afirmar que os seres humanos dependem da rede profundamente 

interconectada da biodiversidade para sua própria sobrevivência e que a necessidade de medidas de 

proteção a biodiversidade se fazem necessárias (Farley, 2012).  

 Segundo Pushpangadan e colaboradores (2018), o sucesso de uma nação depende da 

capacidade inerente seu povo de converter a biodiversidade e outros recursos naturais em riqueza de 

maneira ecologicamente correta e economicamente gratificante e sustentável com a intervenção da 

ciência e tecnologia.  Nesse intuito, o desenvolvimento da pesquisa científica e tecnológica e 

conhecimentos tradicionais associados poderia contribuir para ampliar informações sobre a 

biodiversidade, e permitir a conservação e a utilização sustentável de seus componentes por meio da 

produção de fármacos, cosméticos, alimentos, novos materiais, além de manter os serviços 

proporcionados pelos ecossistemas. Tal situação possibilitaria, por exemplo, o uso da biotecnologia para 

manipulação da vida ao nível genético, potencializando largamente seus usos e aplicações e ampliando 

o interesse de importantes segmentos econômicos e industriais na biodiversidade (Albagli, 1998).  

 O fato do Brasil possuir grande potencial para desenvolvimento de bioprodutos de grande 

impacto a partir de plantas, capazes de gerar riquezas e contribuir para a balança econômica nacional, 

tem ocasionado o surgimento de uma diversidade de estudos de bioprospecção. A biosprospecção surge 

como uma ferramenta importante ao acesso de novas estratégias para a investigação, desenvolvimento 

e exploração dos recursos medicinais derivados da flora (Albuquerque, 2010; Ribeiro et al., 2013). 

Quando focada na biologia e fitoquímica de plantas pode auxiliar na comprovação dos usos tradicionais 

de plantas pelas populações locais e proporcionar a obtenção de novos agentes fitoterápicos. Por esse 

motivo, explorar as prováveis atividades biológicas de espécies vegetais configura-se uma medida 

estratégica para o Brasil em prol da descoberta de meios alternativos de tratamento de doenças oriundas 

desse país e como mola propulsora da economia, tornando o tema deste trabalho relevante para o 

desenvolvimento científico.   
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1.2 PLANTAS MEDICINAIS E METABÓLITOS SECUNDÁRIOS 

 

As plantas medicinais, distribuídas entre os diversos habitats e elementos da paisagem, há 

tempos vem sendo empregadas com fins medicinais ou como fitoterápicos em todo o Mundo (Atanasov 

et al., 2016; Dar et al., 2017). Estas gozam de uma posição significativa nas indústrias farmacêuticas 

modernas, devido às poucas evidências sobre efeitos colaterais e à ação sinérgica da combinação de 

compostos (Dar et al., 2017).   

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), as plantas medicinais são as melhores fontes 

para a obtenção de uma ampla gama de moléculas com princípios bioativos e, portanto, representam 

um importante reservatório para a identificação de novas drogas (Atanasov et al., 2016). Os princípios 

bioativos de plantas, também conhecidos como metabólitos secundários (MtS), são derivados dos 

produtos do metabolismo primário (carbohidratos, lipídios e proteínas) associados diretamente ao 

crescimento e metabolismo básico de todas as plantas (Aharoni e Galili, 2011; Lavecchia et al., 2013; 

Chikezie et al., 2015). Os MtS são frequentemente produzidos sob estresse, tanto biótico (bactérias, 

fungos, nematóides, insetos ou herbivoria por animais) quanto abiótico (temperatura e humidade, 

ultravioleta, ferimentos ou presença de metais pesados) (Aharoni e Galili, 2011; Lavecchia et al., 2013; 

Pagare et al., 2015). Eles são os principais contribuintes do odor específico, cor e sabor das partes da 

planta.  

Todas as plantas produzem MtS sob condições ambientais específicas que são característicos 

para cada espécie, gênero e/ou família, o que dificulta sua extração e purificação (Pagare et al., 

2015). Esses metabólitos são classificados em três categorias principais que são os compostos fenólicos, 

os terpenos e os compostos nitrogenados cuja a formação está ligada à existência de quatro vias 

biossintéticas: a via do ácido malônico, a via do ácido mevalônico, a via do ácido chiquímico e a via do 

metileritritol fosfato (Figura 1.1) (Parsaeimehr et al., 2011). 

Os terpenos derivam da via do ácido mevalônico ou da via do metileritritol fosfato (derivada do 

piruvato ou do 3-fosfoglicerato). Os compostos fenólicos são derivados da via do ácido chiquímico ou da 

via do ácido malônico e os compostos nitrogenados são derivados de aminoácidos alifáticos (derivados 

do ciclo do ácido tricarboxílico) ou de aminoácidos aromáticos (derivada do ácido chiquímico).  
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Figura 1.1- Visão geral das principais vias biossintéticas dos metabólitos secundários e suas inter-relações com o metabolismo 
primário nas plantas. Fonte: Adaptado de Verma e Shukla, 2015. 
 
 

1.2.1 Compostos fenólicos 

 

Atualmente um grande número de estudos tem dado especial atenção à natureza antioxidante 

dos compostos fenólicos presentes em frutas, vegetais, ervas, raízes, folhas e sementes de muitas 

plantas. Estes compostos são de estrutura diversa sendo formados por um ou mais grupos  hidroxila  

(OH-) ligado (s) diretamente a um anel aromático (Figura 1.2).   

 

 
 
 
Figura 1.2 – Grupo fenol. Acesso em 25/10/2018. Disponível em: https://www.oblogdomestre. 
com.br/2012/11/fenois.html 
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Os fenólicos estão presentes na parede celular das plantas na forma livre ou ligados a açúcares 

(glicosídeos), ácidos orgânicos e outras biomoléculas como compostos que são insolúveis em água 

(taninos condensados) ou solúveis em água (flavonoides, ácidos fenólicos e quinonas) (Skrovankova et 

al., 2015). Eles atuam na adaptação da planta a condições de estresse ambiental, na defesa contra 

radiações ultravioletas ou agressão por patógenos (Crozier et al., 2006). 

O conteúdo dos compostos fenólicos pode variar de acordo com a estação do ano, variedade, 

condições ambientais e climatéricas, estado de saúde, tipo de solo e diferentes fases de crescimento e 

desenvolvimento da planta (Lattanzio, 2013; Cezarotto et al., 2017). Estes são considerados um dos 

mais importantes grupos de metabólitos secundários de plantas, devido a sua atividade farmacológica 

bastante expressiva pela presença de substâncias antioxidantes responsáveis pelo combate de radicais 

livres capazes de provocar o surgimento de várias patologias que acometem a saúde humana (Lin et al., 

2016; Huyut et al., 2017). Sua atividade antioxidante é demonstrada através de mecanismos de 

transferência eletrônica, mecanismos de transferência de átomos de hidrogênio e quelação de metais de 

transição (Castañeda-Arriaga et al., 2018. Os compostos fenólicos podem ser classificados de acordo 

com o seu esqueleto de átomos de carbono (Figura 1.3). 

 

1.2.1.1 Flavonoides 

 

Os flavonoides, um grupo de substâncias naturais com estruturas fenólicas variáveis, são 

encontrados em frutas, legumes, grãos, casca, raízes, caules, flores, chá e vinho (Panche et al., 2016). 

São compostos por quinze carbonos, com dois   anéis aromáticos ligados por uma ponte de três carbonos 

que formam um anel heterocíclico oxigenado, resultando na estrutura C6-C3-C6 (Crozier et al., 2006). 

Podem se apresentar como agliconas, glicosídeos ou fazerem parte de outros compostos químicos, como 

as flavolignanas (Kumar e Pandey, 2013). 

Os flavonóides tem sido utilizado em uma variedade de aplicações nutracêuticas, farmacêuticas, 

medicinais e cosméticas, por causa de suas propriedades anti-oxidativas, anti-inflamatórias, anti-

mutagênicas e anti-carcinogênicas, juntamente com sua capacidade de modular a função chave da 

enzima celular (Panche et al., 2016). Devido à sua diversidade estrutural, eles podem ser subdivididos 

em subclasses que incluem as flavonas, flavonóis, flavanóis, flavononas, isoflavonas e antocianinas 
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(Figura 1.4). Dentro de cada classe pode ocorrer substituições (oxigenação, alquilação, glicosilação, 

acilação e sulfatação) nos anéis A e B  que dão origem a diferentes compostos. 

 

  C6 
- Fenóis simples  

- Benzoquinonas  

C6-Cn 

C6-C1 Ácidos fenólicos  

C6-C2 Acetofenonas  

C6-C2 Ácidos fenilacéticos  

C6-C3 Hidroxicinamas  

C6-C3 Fenilpropanóides  

C6-C3 Cumarinas 
 

C6-C3 Cromonas 
 

C6-C4 Naftoquinonas 
 

C6-Cn-C6 

C6-C1-C6 Xantonas 
 

C6-C2-C6 Estilbenos 
 

C6-C2-C6 Antraquinonas 
 

C6-C3-C6 Flavonoides 
 

(C6-C3)n 

(C6-C3)2 Lignanas 

 

(C6-C3)2+n Ligninas 

 

(C6-C3-C6)n - Taninos condensados 

 

(C6-C1)glicosídeos - Taninos hidrolisáveis 

 

      Figura 1.3 – Classificação dos compostos fenólicos. Fonte: adapatado de O’Conell e Fox, 2001. 
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Classe Subclasse Esqueleto básico       Estrutura básica 

Flavonoides  

 

Flavonóis C6 – C3 – C6 

 

Flavonas C6 – C3 – C6 

 

Isoflavonas C6 – C3 – C6 
 

Flavanonas C6 – C3 – C6 

 

Flavanóis C6 – C3 – C6 
 

Antocianinas C6 – C3 – C6 
 

Figura 1.4 – Classificação dos flavonoides. Fonte: Adaptado de Hajiaghaalipour et al., 2015. 
 
 

A flavona (C15H10O2), denominada quimicamente como 2-fenilcromen-4-ona (2-fenil-1-benzopiran-

4-ona) é composta por um esqueleto de três anéis, ligados como C6-C3-C6, que são designados como A, 

B e C, respectivamente (Wasim et al., 2017). Elas tem coloração amarelada e estão presentes em frutas 

e vegetais sendo solúveis em água e etanol (Singh et al., 2014). As flavonas têm recebido grande 

interesse pelo seu potencial antioxidante e pela capacidade de modular vários sistemas enzimáticos 

envolvidos em diversas doenças (Singh et al., 2014). Entre os representantes destaca-se a apigenina e 

a luteolina. 

Os flavonóis são caracterizados pela presença de uma insaturação no anel heterocíclico, um 

átomo de oxigênio em C4 e um grupo hidroxila na posição 3 (Oliveira et al., 2014a). Eles são encontrados 

em frutas e legumes e ocorrem naturalmente como glicosídeos (com grupos glicosilados) ou agliconas 

(Leo e Woodman, 2015; Jeganathan et al., 2016). A miricetina, quercetina e kaempferol e outros 

flavonóis podem desempenhar um papel importante na redução do risco de doença cardiovascular, 

câncer e doenças neurodegradativas através dos mecanismos de ação antioxidante, anti-inflamatória, 

vasorelaxante e de modulação das vias de sinalização (Jeganathan et al., 2016).  

Os isoflavonoides (ou isoflavonas) estão presentes no reino vegetal, mas se acumulam 

predominantemente em plantas leguminosas como a soja cujas os principais representantes são 

daidzeína, genisteína e a gliciteína. Os isoflavonoides possuem uma diversidade de estruturas que podem 
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ser justificadas pelos diferentes níveis de oxidação do esqueleto, pela presença de anéis heterocíclicos 

adicionais e pela diversidade de substituintes (Danciu et al., 2017). Além de propriedades anti-

inflamatórias, antimicóticas e sequestradoras de radicais livres, eles também exibem efeitos estrogênicos 

e antiestrogênicos e por isso são chamados de fitoestrógenos (Hanganu et al., 2010). Outras atividades 

biológicas estão associadas a redução na osteoporose, a doença cardiovascular, a prevenção do câncer 

e para o tratamento dos sintomas da menopausa (Sharma e Ramawat, 2013).  

As flavanonas são representadas pelo anel heterocíclico saturado (C) e são encontrados em 

tomates, plantas aromáticas como hortelã e, principalmente, em frutas cítricas (Yao et al., 2004; Manach 

et al., 2004; Kumar e Pandey, 2013). São geralmente glicosiladas na posição 7 por um dissacarídeo 

(neohesperidose, rutinose) ou, por um monossacarídeo (glicose) (Manach et al., 2004). Os principais 

representantes são as naringenina, hesperetina e eriodictiol.  As flavanonas presentes 

no gênero Citrus influenciam positivamente os parâmetros cardio-metabólicos, prevenindo doenças 

cardiovasculares (Testai e Calderone, 2017).  

Os flavanóis existem em monômero (catequinas) ou na forma de polímero (proantocianidinas) 

estando presentes em uma ampla variedade de plantas e alimentos derivados de plantas, como frutas, 

cereais, sementes, vinhos, cidras, chás, cervejas e cacau (Lin e Harnly, 2012; Oliveira et al., 2014b). 

Como outros flavonóides, os flavanóis são bons agentes redutores que apresentam importantes 

propriedades antioxidantes e eliminadoras de radicais. Eles podem melhorar a função vascular mesmo 

em indivíduos saudáveis e apresentam um papel protetor contra vários tipos de câncer (Oliveira et al., 

2014b; Rodriguez-Mateos et al., 2018). 

As antocianinas são glicosídeos que, por hidrólise ácida, liberam agliconas também 

denominadas de antocianidinas (Lima et al., 2006; Khoo et al., 2017). As antocianinas são responsáveis 

pelas várias tonalidades entre laranja, vermelho e azul, exibidas pelas hortaliças, flores, folhas, raízes e, 

principalmente, pelos frutos como groselha preta, framboesa, uvas, maçãs, tomates. (Lila, 2004; Lima 

et al., 2006; Miguel, 2011).  A cianidina-3-glicosídeo é encontrada na maioria das plantas (Khoo et al., 

2017). Devido à sua estrutura química, as antocianinas são capazes de reagir com muitas substâncias 

ativas no corpo humano (Kowalczyk et al., 2003). Elas possuem efeitos antidiabéticos, anticâncer, 

antiinflamatório, antimicrobiano, anti-obesidade, melhoram a saúde visual e neurológica e ajudam na 

prevenção de doenças cardiovasculares (Kowalczyk et al., 2003; Khoo et al., 2017). 
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1.2.1.2 Ácidos fenólicos 

 

Os ácidos fenólicos estão amplamente distribuídos em raízes, folhas, frutas e legumes das 

plantas e ocorrem na forma de ésteres, glicosídeos ou amidas, mas raramente na forma livre (Khoddami 

et al., 2013). Estes ácidos fenólicos só podem ser hidrolisados ou libertados por hidrólise alcalina ou 

ácida, ou por enzimas (Tsao, 2010; Shahidi e Yeo, 2016). 

Os ácidos fenólicos são compostos muito simples com estrutura formada por um ou mais anéis 

aromáticos e com pelo menos uma função de ácido carboxílico orgânico (Goleniowski et al., 2013). Eles 

desempenham um papel fundamental nos mecanismos de defesa antioxidante em sistemas biológicos, 

exibem efeitos promotores de saúde e podem ter efeitos inibitórios na mutagênese e na carcinogênese 

(Ivanauskas et al., 2008). 

De acordo com as unidades de carbono da cadeia lateral ligada ao anel aromático, os ácidos 

fenólicos consistem em dois subgrupos (Figura 1.5): os ácidos hidroxibenzóicos que possuem a estrutura 

C6-C1 e os ácidos hidroxicinâmicos que possuem a estrutura C6-C3 (Balasundram et al., 2006). Embora 

o esqueleto básico permaneça o mesmo, os números e posições dos grupos hidroxila no anel aromático 

criam as variedades (Robbins, 2003; Goleniowski et al., 2013). 

Classe Subclasse Esqueleto Básico Estrutura básica 

Ácidos fenólicos 

Ácidos hidroxibenzóicos          C6 – C1                         
 

Ácidos hidroxicinâmicos          C6 – C3 
 

 
        Figura 1.5 – Duas importantes classes dos ácidos fenólicos. Fonte: Adaptado de Goleniowski et al., 2013 

 

Entre os derivados do ácido hidroxicinâmico podemos citar os ácidos ferúlico, cafeico, p-

cumárico, sinápico e o ácido rosmarínico, enquanto os derivados do ácido hidroxibenzóico consistem em 

ácidos gálico, protocatecóico, vanílico e siringico (Khoddami et al., 2013). O ácido caféico e o ácido gálico 

apresentam fortes propriedades antioxidantes e agem como aceitadores de radicais livres (Ivanauskas et 

al., 2008). Os ácidos clorogênico, cafeico, ferúlico, gálico tem demonstrado atividade citoprotetora e 

possíveis efeitos inibitórios na carcinogênese, mutagênese e gênese do tumor (Ivanauskas et al., 2008). 

Já o ácido rosmarínico apresenta propriedades biológicas relevantes como antioxidantes, antitumorais, 



CAPÍTULO 1 – INTRODUÇÃO GERAL 

 

 
11 

 Avaliação do potencial bioativo de plantas medicinais do gênero Hyptis   
oriundas do cerrado brasileiro. Rejaine Martins Rios 

anti-inflamatória, anti-alérgicas, imuno-estimuladoras, antidepressivas, anti-Alzheimer e antimicrobianas 

(Kim et al., 2015; Bhatt et al., 2013; Hossan et al., 2014).  

 

1.3 Família Lamiaceae: gênero Hyptis 

 

Várias plantas se destacam na flora brasileira, entre elas as da família Lamiaceae, por possuírem 

valor alimentício e presença de grande variedade de metabólitos secundários, como, terpenoides, 

compostos fenólicos, lactonas, lignanas e ácidos gordos que lhes agregam propriedades farmacológicas 

e medicinais. Apresentando distribuição cosmopolita, esta família é encontrada em várias partes do 

mundo, pertencente à Ordem Tubiflorae (Lamiales), abrangendo cerca de 236 gêneros e mais de 7.000 

espécies (Li et al., 2016; Khoury et al., 2016; Brahmi et al., 2017). 

Grande parte dos representantes da família Lamiaceae são ervas perenes ou anuais com caules 

quadrados; outros são arbustos ou subarbustos lenhosos (Brahmi et al., 2017). As folhas geralmente 

apresentam óleos essenciais e aroma e todas são simples e dispostas de maneira oposta (Raja et al., 

2001; Brahmi et al., 2017). As flores são bissexuais e zigomorfas simétricas bilateralmente, compostas 

por cinco pétalas unidas e profundamente lobadas e cinco sépalas unidas e os frutos são secos (Raja et 

al., 2001; Brahmi et al., 2017). 

Algumas destas plantas como o alecrim ( Rosmarinus ), tomilho ( Timo ), manjericão 

( Ocimum ), orégano ( Origanum ), sálvia ( Salvia ), hortelã e hortelã-pimenta ( Mentha), bamburral 

(Hyptis) tem uso comercial importante nas indústrias de culinária, farmacêutica e medicinal (Li et al., 

2016; Khoury et al., 2016).  O gênero Hyptis apresenta uma grande diversidade morfológica sendo 

composto por aproximadamente 400 espécies na forma de pequenas ervas a arbustos de grande porte, 

que estão distribuídas em regiões tropicais e subtropicais (Silva-Luz et al., 2012), principalmente 

Américas, mas também encontradas na África, Índia, sudeste Asiático e Austrália (Flores et al., 2014). 

Espécies do gênero Hyptis se caracterizam pela presença de substâncias com um amplo 

espectro de atividades biológicas e farmacológicas, como antibacteriana (Goly et al., 2015; Salini et al., 

2015; Tesch et al., 2015; Bachheti et al., 2015;  Kerdudo et al., 2016; Andrade et al., 2017b; De 

Figueirêdo et al., 2018), antifúngica (Khonkarn et al., 2015;  Bachheti et al., 2015; Falcão et al., 2016; 

Kerdudo et al., 2016; Begum et al., 2016b; Simões et al., 2017; Muthamil et al., 2018;), anti-inflamatória 

(Raymundo et al., 2011; Miranda et al., 2013; Bayala et al., 2014; Dos Anjos et al., 2017;), citotóxica 
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(Barbosa et al., 2012; Hamada et al., 2012; Santos et al., 2013a; Deepika et al., 2013;  De Figueirêdo 

et al., 2018), genotóxica (Sumitha e Thoppil, 2016), neuroprotetora (Ghaffari et al., 2014), 

gastroprotetora (Diniz et al., 2013; Jesus et al., 2013; Caldas et al., 2014; Rocha Caldas et al., 2015; 

Lima et al., 2018), antioxidante (Deepika et al., 2013; Ghaffari et al., 2014; Li et al., 2014; Bayala et al., 

2014; Serafini et al., 2017; Santos et al., 2018),  antiproliferativa (Amado et al., 2009). 

Entre estas substâncias bioativas de espécies do gênero Hyptis, o ácido rosmarínico foi um dos 

destaques nos extratos vegetais (Kuhnt et al., 1994; Kuhnt et al., 1995; Falcao et al., 2013). Em óleos 

essenciais, estudos revelaram a presença de monoterpenos oxigenados e hidrocarbonados (Oliveira et 

al., 2014a; Tafurt-Garcia et al., 2015; Sá et al., 2016; Barbosa et al., 2017), sesquiterpenos oxigenados 

e hidrocarbonados (Flores et al., 2014; Oliveira et al., 2014a; Tafurt-Garcia et al., 2015; Jesus et al., 

2016; Sá et al., 2016; Bezerra et al., 2017) e diterpenos (Martins et al., 2007; Tonzibo et al., 2009; 

Zellner et al., 2009), além de várias outras substâncias.  

  

1.3.1 Espécie Hyptis marrubioides Epling 

 

Hyptis marrubioides Epling, também conhecida como hortelã-do-campo (Figura 1.6), é um 

subarbusto com propriedades aromáticas e medicinais. Morfologicamente a planta pode ser 

caracterizada como:  

Subarbusto ou erva ramificada ca. 0,5 m alt., ramos tomentosos, tricomas tectores ou 
glandulares. Folhas pecioladas; pecíolo 0,1-0,3 cm compr.; lâmina cartácea, elíptica, oval ou 
oboval, discolor, venação broquidódroma ou eucamptódroma, 2,1-5,5 cm compr., 0,8-1,1 cm 
larg., ápice arredondado ou obtuso, margem crenado-serrada, base cuneada, face adaxial 
densamente tomentosa, exceto nas nervuras secundárias, face abaxial densamente vilosa, 
ferrugíneo-tomentosa nas nervuras, tricomas tectores ou glandulares. Capítulo hemisférico; 
pedúnculo 0,2-0,3 cm compr.; brácteas semelhantes às folhas, mas geralmente menores. 
Flor: bractéolas involucrais lanceoladas, 3,7-4,3 mm compr., 1-1,2 mm larg., ápice 
acuminado, indumento como nas folhas; bractéolas internas estreitamente lanceoladas ou 
linear-lanceoladas, 2,2-3,1 mm compr., 0,3 mm larg., ápice agudo; cálice 2-3mm compr., 
tubular na flor, inflado, urceolado no fruto, lobos triangulares ou lineares, ápice do lobo 
acuminado, sem apêndice apical, face interna glabra, face externa densamente tomentosa na 
fauce, tricomas tectores ou glandulares; corola alva, 5 mm compr., 0,6 mm larg. na base, 1,2 
mm diâm. na fauce, lobos ovais, ápice do lobo agudo ou arredondado, face interna subglabra, 
face externa tomentosa, tricomas tectores ou glandulares. Estilete articulado acima do ovário, 
estilopódio bem evidente, persistente. Núculas obovoides ou ovoides, 1,4-1,5 mm compr., 0,7-
1 mm larg., ápice arredondado, coloração marrom, esparsamente tomentosas no ápice, 
verruculosas. (Silva-Luz et al., 2012) 
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Figura 1.6 – Arbusto de Hyptis marrubioides Epling  adulto in sito (A e B),  Planta em floração (C e F), Vista adaxial da folha 
(D), Detalhe das nervuras, indumento e margem da folha (E). Fonte: (A, B, C e F) Elaborada pela própria autora, Rio Verde, 
Brasil, 2018; (D e E): Silva-Luz et al., 2012.  

 

H. marrubioides é uma espécie aromática que apresenta grande potencial biológico em razão 

de compostos biossintetizados pelo metabolismo secundário, dentre os quais se destacam os óleos 

essenciais. Os principais constituintes químicos encontrados nos óleos essenciais foram monoterpenos 

oxigenados e hidrogenados, como cis-tujona (Sales et al., 2009), trans-tujona (Botrel et al., 2010b), α-

tujona e β-tujona (Botrel et al., 2010a) e sesquiterpenos oxigenados e hidrogenados, como β-cariofileno, 

germacra-4(15),5,10(14)-trien-1- α-ol, γ-muuroleno, eudesma-4(15),7-dien-1β-ol, α-cadinol  (Botrel et al., 

2010b), α-copaeno, E-cariofileno, δ-muuroleno (Sales et al., 2009).  

 

Esta espécie aromática distribui-se pelas regiões centro-oeste, sudeste e sul do Brasil (Figura 

1.7), sendo utilizada popularmente contra infecções gastrointestinais, infecções de pele, dores e cãibras 

 

A B C
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F
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(Botrel et al., 2009). Há poucos estudos sobre suas propriedades bioativas, sendo que os dois registros 

encontrados falam do seu potencial antifúngico (Silva et al., 2012a e Silva et al., 2014a). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1.7 - Distribuição geográfica de Hyptis marrubioides no Brasil. Há ocorrências confirmadas em Goiás, Minas Gerais, 
São Paulo, Paraná. Fonte: Lamiaceae  in Flora do Brasil 2020 em construção. Jardim Botânico   do Rio de Janeiro. Disponível 
em: <http://reflora.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB8227>. Acesso em: 15 Nov. 2018. 

 

 

1.3.2 Espécie Hyptis pectinata Poit.. 

 

A espécie Hyptis pectinata Poit., popularmente conhecida no Brasil como “sambacaitá”, 

“sambacaité”, “macaé”, “mercúrio-do-campo”, poejo-do-brejo” ou “canudinho”, é uma planta 

tipicamente ruderal, caracterizada como um subarbusto perene com galhos eretos capaz de se 

desenvolver em áreas campestres e antrópicas de grande parte do território brasileiro  (Figura 1.8 e 

Figura 1.9) e com propriedades fitoterápicas. Apresenta baixa densidade foliar, além de produzir um 

número elevado de sementes com tamanhos diminutos (Santos Neto et al., 2009). As flores são 

pequenas, agrupadas em inflorescências, hermafroditas, pentâmeras, zigomorfas e bilabiadas (Silva et 

al., 2002; Santos Neto et al., 2009). Basílio et al (2006), descreveram morfologicamente a planta como 

sendo:  

“Erva ou subarbusto, ereto, 1-2 m de altura, ramificado, piloso; caule e ramos quadrangulares, 
cinza-esverdeados. Folhas  opostas; lâmina 1,0-2,5 x 0,8-1,6cm, oval ou oval-elíptica, 
ápice agudo, base obtusa ou obtuso-truncada, margem serreada ou crenada; pecíolo 0,5-1,0 
cm. Inflorescências terminais, em panículas espiciformes densas, 60-100-flores; ráquis longa, 
20-50 cm de comprimento. Flores curto-pediceladas, ca. 1,0 mm compr., protegidas por 
brácteas 2-4 mm, filiformes. Cálice  2-3 mm, tubuloso, inflado, glabrescente; 5-lacínios, 
subiguais, ca. 1 mm. Corola alva a rósea, bilabiada, lábio superior 4-laciniado, lábio inferior 

Goiás - Região Centro-Oeste 

Minas Gerais, São Paulo - Região Sudeste 

Paraná- Região Sul 
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cimbiforme; tubo estreito > 1 mm, 1-2 mm comprimento; 4-estames,  anteras bitecas, 
transversais.  Fruto ca. 1,0 mm, esquizocárpico, separando-se em quatro núculas, estreitas, 
oblongo-ovóides, inamente rugulosas, mucilaginosas.” 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.8 – Arbusto de  Hyptis pectinata Poit. adulto (A e B), Desenho representativo do ramo florido,  do cálice e  da flor 
isolada. Fonte: A) https://pt.wikipedia.org/wiki/ Ficheiro:Starr_001025-8001_Hyptis_pectinata.jpg; B) Basílio et al. 2006; C) 
Elaborada pela própria autora, Rio Verde, Brasil, 2018. 

 

 

Quanto ao uso na medicina popular há relatos no Brasil sobre o uso para tratamento de 

rinofaringite, congestão nasal, doenças de pele, distúrbios gástricos, febre, infecções bacterianas, 

inflamações de garganta, dor e câncer (Tchoumbougnang et al., 2005; Raymundo et al., 2011; Santos 

et al., 2008; Nascimento et al., 2008; De Queiroz et al., 2014). As inflorescências de Hyptis pectinata, 

C

  A 

B

  A 

A

  A 

https://pt.wikipedia.org/wiki/%20Ficheiro:Starr_001025-8001_Hyptis_pectinata.jpg
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quando secas, são usadas em forma de cigarro contra cefaléias e dores de dentes (Basílio et al., 2006). 

O infuso é usado  contra amenorréias e dismenorreias e o decocto das partes aéreas é indicado contra 

hepatalgias (Basílio et al., 2006). 

Entre os principais compostos bioativos, verificou-se a presença de ácido rosmarínico, ácido 

sambacaitárico, ácido 3-O-metil-sambacaitarico, ácido 3-O-methil-rosmarínico, etil caffeoato; nepetoidina 

A, nepetoidina B, cirsiliol, circimaritina, 7-O-metil-luteolina, genkwanina  (Falcao et al., 2013), pectinolidas 

D, E, F e G (Boalino et al., 2003), β-pineno (Nascimento et al., 2008), terpinoleno, sabineno 

(Pietschmann et al., 1998), β-cariofileno, germacrene D (Jesus et al., 2016), cariofileno (Nascimento et 

al., 2008), óxido de cariofileno (Jesus et al., 2016), epóxido de humuleno (Koba et al., 2007), 

calamusenona (Feitosa-Alcantara et al., 2017). 

 

Figura 1.9 - Distribuição geográfica de Hyptis pectinata no Brasil. Há ocorrências confirmadas no Pará, Alagoas, Bahia, Ceará, 
Paraíba, Pernambuco, Piauí, Rio Grande do Norte, Sergipe, Distrito Federal, Goiás, Espírito Santo, Minas Gerais, Rio de 
Janeiro, São Paulo, Paraná e Santa Catarina. Fonte: Antar, G.M. Mesosphaerum in Flora do Brasil 2020 em 
construção. Jardim Botânico do Rio de Janeiro. Disponível em: <http://reflora.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB59379>. 
Acesso em: 15 Nov. 2018 

 

 

1.3.3 Espécie Hyptis suaveolens Poit. 

 

Goiás, Distrito Federal - Região Centro-Oeste 

Minas Gerais, São Paulo, Espírito Santo, Rio de Janeiro- Região Sudeste 

Paraná, Santa Catarina - Região Sul 

Alagoas, Bahia, Ceará, Paraíba, Pernambuco, Piauí, Rio Grande do Norte, 

Sergipe - Região Nordeste 

Pará- Região Norte 

http://reflora.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB59379
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Figura 1.10 – Arbusto de Hyptis suaveolens Poit. adulto in sito (A e B), desenho representativo do ramo florido, do cálice e da 
flor isolada (C), Planta em floração (D).  Fonte: (A e B) Elaborada pela própria autora, Rio Verde, Brasil, 2018; C) Basílio et 
al., 2006; D) Disponível em: https://garden.org/plants/view/92611/Wild-Spikenard-Hyptis-suaveolens/. Acesso em 
15/11/2018. 

 

A espécie Hyptis suaveolens Poit. (Figura 1.10), conhecida popularmente como bamburral, 

sambacoité, mentrasto-do-grande, cheirosa, alfavacão, alfavaca-de-caboclo, alfazema-de-caboclo, 

alfazema-brava, salva-limão, betônica-brava, metrastograçú, são-pedro-caá, melissa-de-pison, pataquera, 

betônia-branca e chá-de-frança, é uma erva anual amplamente distribuída por regiões tropicais e 

subtropicais (Shenoy et al., 2009). Esta dicotiledônea é nativa da América tropical, ocupa estradas, 

ferrovias, terrenos baldios, cursos de água, pastagens e florestas abertas onde o solo é bem drenado e 

pode formar matas densas em todas as áreas de crescimento (Sharma et al., 2013).  No Brasil, apresenta 
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https://garden.org/plants/view/92611/Wild-Spikenard-Hyptis-suaveolens/
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ampla distribuição geográfica (Figura 1.11) ocorrendo com maior frequência nas regiões do cerrado, em 

áreas de cultivo de soja, onde pode atingir altas densidades populacionais (Gravena et al., 2002). 

Figura 1.11 - Distribuição geográfica de Hyptis suaveolens no Brasil. Há ocorrências confirmadas no Acre, Amazonas, Amapá, 
Pará, Rondônia, Roraima, Tocantins, Alagoas, Bahia, Ceará, Maranhão, Paraíba, Pernambuco, Piauí, Rio Grande do Norte, 
Sergipe, Distrito Federal, Goiás, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Espírito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, São Paulo e 
Paraná. Fonte: Antar, G.M. Mesosphaerum in Flora do Brasil 2020 em construção. Jardim Botânico do Rio de Janeiro. 
Disponível em: <http://reflora.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB59418>. Acesso em: 15 Nov. 2018 

 

A espécie Hyptis suaveolens (L.) Poit. apresenta-se como um subarbusto anual, ramificado, caule 
quadrangular e filotaxia oposta. Basílio e colaboradores (2006), descreveram morfologicamente a planta 
como sendo:  

 
 “Subarbusto anual, ereto, ramificado, até 1 m de altura; caule e ramos 
quadrangulares, verdes a cinéreos. Folhas opostas, lâmina 4,0-8,0 x 3,0-5,5 cm, oval 
ou subcordada, ápice agudo, base obtusa ou levemente cordada, margem serreada; 
pecíolo subquadrangular, canaliculado, 3,0-8,0 cm de comprimento. Inflorescências 
paucifloras, 10-20-flores, em subumbelas axilares, ráquis curta, 0,7-1,5 cm de 
comprimento. Flores sub-sésseis a curto-pediceladas, ca. 1,0 mm, protegidas por 
brácteas foliáceas, filiformes, ca. 1,0 mm de comprimento. Cálice 4-5 mm, tubuloso, 
glandular-pubescente, 5-lacínios, 1-2 mm, acrescente no fruto, iguais ou subiguais. 
Corola bilabiada: lábio superior levemente bífido, lábio inferior 3-laciniado, 
glabrescente, lacínios laterais ovais, subiguais, e o mediano menor; 4-estames, 
anteras bitecas e rimosas. Fruto 3,0-4,0 mm, esquizocárpico, separando-se em quatro 
núculas, soldadas duas a duas, acuminadas, glabras.” 

 

H. suaveolens é considerada uma planta aromática, cujo aroma é geralmente secretado por 

certas estruturas das plantas, como os tricomas glandulares presentes nas nervuras e na superfície 

abaxial e adaxial das folhas (Chatri et al., 2018). Esses tricomas são do tipo peltados e do tipo capitados 

I e II (Chatri et al., 2018) e estão envolvidos com a secreção e acúmulo de vários metabólitos secundários 

Goiás, Distrito Federal, Mato Groso, Mato Grosso do Sul - Região Centro-Oeste 

Minas Gerais, São Paulo, Espírito Santo, Rio de Janeiro- Região Sudeste 

Paraná- Região Sul 

Maranhão, Alagoas, Bahia, Ceará, Paraíba, Pernambuco, Piauí, Rio Grande 
do Norte, Sergipe - Região Nordeste 

Acre, Amazonas, Amapá, Pará, Rondônia, Roraima- Região Norte 

http://reflora.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB59418
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que conferem à planta características aromáticas e medicinais. Entre estes metabólitos, destacamos o 

óleo essencial (composto principalmente por terpenoides) útil aos seres humanos para a fabricação de 

pesticidas, drogas, condimentos e perfumes.  

COMPOSTOS REFERÊNCIAS 

Monoterpenos Oxigenados 

1,8-cineol, fenchona Tafurt-Garcia et al., 2015; Tesh et al., 2015 

fenchol Grassi et al., 2005 
hidrato de cis-sabineno e hidrato de trans-sabineno Rana et al., 2004 

cânfora Joy et al., 2008 
Terpinen-4-ol Kossouoh et al., 2010 

Eucaliptol Moreira et al., 2010a 

Monoterpenos Hidrogenados 

α-pineno, terpinoleno, ρ-cimeno, α-terpineno Eshilokun et al., 2005 

β-pineno, α-felandreno, Taffurt-Garcia et al., 2015 

α-terpinoleno Grassi et al., 2005 

ρ-cimeno-8-ol Rana et al., 2004 

γ-terpineno, mirceno Ahmed et al., 1994 

β-felandreno Martins et al., 2007 

sabineno Bezerra et al., 2017 

Sesquiterpenos Oxigenados 

Cariofileno Xu et al., 2013 
Óxido de cariofileno e (z)-trans- α-bergamotol Kossouoh et al., 2010 

espatulenol Bezerra et al., 2017 
Globulol, α-cadinol Martins et al., 2007 

Sesquiterpenos Hidrogenados 

β-cariofileno Bezerra et al., 2017 

germacreno Moreira et al., 2010a 
germacreno B Ahmed et al., 1994 

germacreno D, E-cariofileno Tafurt-Garcia et al., 2015 
biciclogermacreno Tesh et al., 2015 

α-humuleno, allo-aromadendreno Joy et al., 2008 

γ-elemeno, trans- β-cariofileno Moreira et al., 2010a 

trans-α-bergamoteno Kossouoh et al., 2010 

cis-α-bergamoteno Ngassoum et al., 1999 

Diterpenos 

hidrocarbono II Tonzibo et al., 2009 

abietatrieno Zellner et al., 2009 
abietadieno Rana et al., 2004 

dehidroabietol Martins et al., 2007 
Tabela 1.1 – Compostos majoritários encontrados em óleos essenciais de Hyptis suaveolens.  Fonte: Elaborada pela própria 
autora, 2018. 

  

Muitos estudos sobre a composição química dos óleos essenciais de Hyptis suaveolens revelam 

diferenças na composição química e no teor dos seus constituintes majoritários, evidenciando 

mecanismos de regulação dependentes de variações nas condições ambientais e endógenas (Martins et 
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al., 2006; Rodrigues et al., 2012). Os óleos essenciais são constituídos por monoterpenos oxigenados e 

hidrogenados, sesquiterpenos oxigenados e hidrogenados e diterpenos (Tabela 1.1)  

As folhas, hastes e inflorescências são muitos utilizadas na medicina popular para tratamento 

de febre, dor de cabeça, reumatismo (Xu et al., 2013), infecções respiratórias, dores gastrointestinais, 

indigestão, resfriado, cólicas, doenças de pele e câimbras (Moreira et al., 2010a; Goly et al., 2015; 

Chukwujekw et al., 2005; Andrade et al., 2017a), asma, malária (Joy et al., 2008), câncer e inflamação 

(Mandal et al., 2007; Shenoy et al., 2009; Ghaffari et al., 2014; Grassi et al., 2006; Shirwaikar et al., 

2003; Nayak et al., 2014; Khonkarn et al., 2015). Já no meio científico, este óleo essencial tem sido 

avaliado quanto a sua ação antibacteriana (Goly et al., 2015), antifúngica (Muthamil et al., 2018), 

antiplasmodial (Chukwujekwu et al., 2005), antivirótica (Kothandan e Swaminathan, 2014), 

neuroprotetora (Ghaffari et al., 2014), hepaprotetora( Ghaffari et al., 2012), gastroprotetora (Jesus et al., 

2013), anti-inflamatória (Grassi et al., 2006), antidiabética (Begum et al., 2016a), inseticida (Hari e 

Mathew, 2018), repelente (Vongsombath et al., 2012).  

 

1.4 RADICAIS LIVRES, STRESS OXIDATIVO E ANTIOXIDANTES 

 

Consideram-se espécies reativas ou radicais livres os subprodutos metabólicos gerados 

continuamente em sistemas biológicos, sendo elementos essenciais ao corpo humano (Arul Ananth et 

al., 2013).  Sua formação está caracterizada como um conjunto de moléculas químicas altamente 

reativas por possuir um número ímpar de eletrões, muito instáveis e, portanto, capazes de doar ou retirar 

um eletrão de outra molécula para obter estabilidade (Ayla e Ogun, 2015). Essas espécies reativas 

compreendem espécies radicalares ou não radicalares derivadas tanto do oxigênio (espécies reativas de 

oxigênio – EROs) como do nitrogênio (espécies reativas de nitrogênio - ERNs) (Silva, 2012) (Tabela 1.2). 

Há duas possíveis formas de geração de EROs/ERNs: de forma endógena durante o metabolismo 

oxidativo mitocondrial, ou de forma exógena como na resposta celular a xenobióticos, citocinas e invasão 

bacteriana (Ray et al., 2012). Embora EROs/ERNs exerçam efeitos benéficos para o organismo atuando 

como moléculas sinalizadoras na regulação de processos biológicos e fisiológicos (Schieber e Chandel, 

2014), a produção destes também ocasiona efeitos deletérios pela oxidação de moléculas biologicamente 

essenciais, como lipídios, proteínas, carboidratos e DNA (Ray et al., 2012). Assim, a manutenção da 
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homeostase no organismo torna-se dependente de um equilíbrio entre a geração de compostos oxidativos 

(EROs/ERNs) e sua neutralização por sistemas de defesa antioxidantes.  

 

 EROs ERNs 

 
 

Radicais 

Superoxido (O2
•-) 

Hidroxila (OH•) 
Peroxila (RO2

•) 
Alquoxila (RO•) 

Hidroperoxila (HO2•) 

Óxido nítrico (NO•) 
Dióxido de nitrogênio (NO2

•) 

 
 
 
 

Não-Radicais 

Peróxido de hidrogênio (H2O2) 
Ácido hipocloroso (HOCl) 

Ozônio (O3) 
Oxigênio singleto (1O2) 

 

Peroxinitrito (ONOO-) 
Peroxinitrito de alquila (ROONO) 
Trióxido de dinitrogênio (N2O3) 
Tetróxido de dinitrogênio (N2O4) 
Ácido nitroso (HNO2) 
Ânion de nitrônio (NO2)     Ânion nitroxil (NO-) 
Cátion nitroso (NO+)        Cloreto de nitrito (NO2Cl) 

Tabela 1.2 - Diferentes tipos de EROs e ERNs produzidos nas células (adaptado de Dhawan, 2014). 

 

Situações de desequilíbrios em resposta a uma variedade de estressores podem surgir e 

caracterizar o estresse oxidativo, com a produção excessiva de EROs ou deficiência das defesas 

antioxidantes da célula. Dentre possíveis estressores, comumente citam-se poluentes químicos, fumaça 

de cigarros, ingestão de gordura e carboidratos além de estresse físico e mental (Fisher-Wellman et al., 

2009). Este desequilíbrio é prejudicial aos componentes celulares e, portanto, ao organismo, ao favorecer 

a ocorrência de uma gama de patologias, como câncer, aterosclerose, artrite, lesão do sistema nervoso 

central e distúrbios degenerativos (Birben et al., 2012).  

O organismo humano pode se utilizar basicamente de dois mecanismos na tentativa de conter 

o estresse oxidativo: um deles seria a produção natural in situ de antioxidantes, os exógenos, e a outra 

forma, seria utilizar antioxidantes fornecidos externamente por meio de alimentos e/ou suplementos, os 

exógenos (Pham-Huy e He, 2008). Os antioxidantes, também, podem estar contidos em uma diversidade 

de cosméticos, medicamentos, plásticos e borrachas (Ito e Hirose, 1989).  

Genericamente, Halliwell e Gutteridge (1990) definem antioxidantes como qualquer substância 

que atrasa, previne ou remove dano oxidativo a uma molécula alvo. Eles podem ser divididos (Tabela 

1.3), conforme sua origem, em sintéticos, com grande aplicação na indústria alimentícia tais como o 

butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT), propil galato (PG) e terc-butil-hidroquinona (TBHQ), 

ou naturais, como tocoferóis, os ácidos fenólicos e os extratos de plantas (Ito e Hirose, 1989; Ramalho 

e Jorge, 2006). Estes últimos são sintetizados no organismo humano por processo metabólico ou 
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adquiridos por meio de outras fontes naturais podendo ainda serem divididos em enzimáticos e não 

enzimáticos (Mamta et al., 2013).  

Os antioxidantes enzimáticos são produzidos apenas no organismo humano e podem ser: 

primários ao inibir ou retardar a oxidação por inativação de radicais livres pela doação de átomos de 

hidrogênio ou de eletrões transformando os radicais em substâncias estáveis; ou secundários podendo 

apresentar ligação de íons metálicos, inativação de EROs, conversão de hidroperóxidos em espécies não-

radicalares ou absorção de radiação UV (Maisuthisakul et al, 2007).  

Os não enzimáticos são de origem externa ao organismo humano e fundamentais ao bom 

funcionamento metabólico (Raygani et al., 2007). Entre eles, temos os minerais, vitaminas, carotenóides, 

polifenóis e outros mais.  

N
A
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U

R
A

L
 

           
N

A
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U
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A
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    F
 

 
Enzimático 

Primários: SOD, catalase, glutationa peroxidase 

Secundários: glutationa redutase, glucose-6-fosfato desidrogenase 

Não-enzimático 

Minerais: Zinco, Selênio, Manganês, Ferro, Cobre 

Vitaminas: A, C, E e K 

Carotenóides: Β-caroteno, licopeno, luteína, zeaxanthin 

Compostos organosulfurados: allium, allyl sulfide, indoles 

Antioxidante de baixo peso molecular: Glutationa, ácido úrico 

Cofatores antioxidantes: Coenzimas Q10 

 
 
 
 
 

Polifenóis 

Flavonóides 

Flavonóis: quercetina, kaempferol 
Isoflavanóides: genisteína 

Flavanóis:catequina, EGCG 

Antocianidinas: cianeto, pelagonidina 

Flavanonas: hesperitrina 

Flavonas: crisina 

Ácidos 
fenólicos 

Ácidos hidroxinâmicos: ferrulico, p-cumárico 

Ácidos hidroxibenzóicos: Ácido gálico, ácido elágico 

Gingerol 

Curcumina 

S
IN

T
É

T
IC

O
 

Compostos 
Polifenólicos 

BHA 
BHT 

EDTA 
Etoxiquine 

Tabela 1.3 - Classificação dos antioxidantes (adaptado de Mamta et al., 2013 e Ratnam et al., 2006) 
 

 

Tanto os antioxidantes naturais não-enzimáticos quanto os antioxidantes sintéticos apresentam-

se como uma alternativa para prevenção à deterioração oxidativa dos alimentos e para minimizar os 

danos oxidativos nos seres humanos. Contudo, o emprego de antioxidantes sintéticos tem sido alvo de 

uma série de questionamentos quanto aos seus possíveis efeitos indesejáveis à saúde humana, dentre 

os quais se destaca sua ação carcinogênica (Del Ré e Jorge, 2012; Taghvaei e Jafari, 2015; Leão et al., 
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2017). Como resultado, pesquisas encontram-se voltadas para a busca de compostos naturais, como os 

antioxidantes derivados de plantas, que exibam essa propriedade funcional. 

 

1.5 OBJETIVOS GERAIS E SINOPSE DA TESE 

 

O interesse por plantas medicinais, como uma terapia alternativa para tratar muitas 

doenças, tem aumentado significativamente em todo o Mundo (Dutra et al., 2016). Porém, mesmo 

contando com aproximadamente 420.000 espécies de plantas no Planeta, até o momento, apenas um 

conhecimento muito limitado sobre elas está cientificamente disponível (Pan et al., 2013).  

O Brasil, por exemplo, é detentor de uma flora extremamente rica utilizada pela população para 

fins terapêuticos. Esta seria uma alternativa mais saudável por ser a base de fontes naturais, mais barata 

e de fácil acesso, sendo muitas das vezes, para alguns, a única forma de acesso aos cuidados básicos 

de saúde (Veiga Junior et al., 2005). Todavia, por não envolverem rigoroso controle de qualidade quanto 

à segurança e eficácia, faltam trabalhos científicos que comprovem seu real efeito no tratamento das 

enfermidades e que alavanquem o modesto mercado brasileiro de fitomedicamentos que representa 

menos de 5% de todos os medicamentos comercializados (Dutra et al., 2016). Portanto, é preciso investir 

em estudos sobre segurança (toxicologia), farmacocinética e, especialmente, em ensaios científicos pré-

clínicos ou clínicos (Veiga Junior et al., 2005; Dutra et al., 2016).  

O objetivo desta Tese foi avaliar a atividade antimicrobiana, antioxidante, citotóxica, 

hepatoprotetora e anti-inflamatória in vitro de extratos de folhas de Hyptis marrubioides, Hyptis pectinata 

e Hyptis suaveolens oriundas do cerrado brasileiro, bem como determinar seu perfil fitoquímico. Além 

disso, culturas de células em suspensão destas espécies foram estabelecidas, eliciadas com estressores 

bióticos e abióticos e avaliadas quanto a produção de ácido rosmarínico.   

Esta tese de doutoramento está organizada em 8 capítulos principais e, além da Introdução Geral 

(Capítulo 1), uma breve descrição de cada um dos capítulos é dada abaixo. 

O Capítulo 2 explora a composição química, atividades farmacológicas, toxicidade e uso 

alimentar do gênero Hyptis com ênfase as espécies Hm, Hp e Hs por meio de uma revisão sistemática. 

O Capítulo 3 descreve o estabelecimento de plântulas, calos e células em suspensão de Hm, Hp 

e Hs para avaliação dos metabólitos secundários. As culturas de células em suspensão de Hm e Hs 



CAPÍTULO 1 – INTRODUÇÃO GERAL 

 

 
24 

 Avaliação do potencial bioativo de plantas medicinais do gênero Hyptis   
oriundas do cerrado brasileiro. Rejaine Martins Rios 

foram eliciadas com três diferentes tipos de estressores: metil jasmonado, ácido salicílio e extrato de 

levedura. Os efeitos da eliciação sobre a produção de metabólitos secundários foram avaliados. 

O Capítulo 4 avalia o perfil fitoquímico e a atividade antioxidante dos extratos metanólicos de 

folhas de Hm, Hp e Hs cultivadas in vivo e in vitro. Os métodos espectrofotométricos utilizados foram 

DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazil), capacidade de sequestro do ânion superóxido, inibição da oxidação do 

β-caroteno/ácido linoleico, capacidade de quelação do ferro, capacidade de inibição da produção do 

óxido nítrico, poder antioxidante de redução dos íons ferro. 

O Capítulo 5 aborda o potencial antibacteriano dos extratos metanólicos, de acetato de etila e de 

diclorometano de folhas in vivo de Hm, Hp e Hs frente às cepas S. aureus (ATCC® 25923TM), S. aureus 

(ATCC® 29213TM), E. coli (ATCC® 10536TM), E. coli (ATCC® 25922TM), S. Cholerasuis (ATCC® 10708TM), S. 

Typhimurium (ATCC® 13311TM). 

No Capítulo 6 são investigados os efeitos citotóxicos e hepatoprotetores de extratos metanólicos 

de Hm, Hp e Hs em células de linhagem hepática humana HepG2. Também se avaliou os níveis de EROs 

intracelular e a atividade anti-inflamatória dos extratos. 

O Capítulo 7 compreende as principais conclusões gerais que podem ser obtidas do trabalho 

apresentado nesta tese. 

O Capítulo 8 traz todas as referências bibliográficas abordadas nesta Tese.  
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2. COMPOSIÇÃO QUÍMICA, ATIVIDADES FARMACOLÓGICAS, TOXICIDADE E 
USO ALIMENTAR DE Hyptis spp.: REVISÃO SISTEMÁTICA 
  

 

 

2.1 INTRODUÇÃO 

 

 

Algumas plantas têm despertado interesse em todo mundo, particularmente as da família 

Lamiaceae, por possuírem propriedade medicinais (Zellner et al., 2009), servirem de condimentos na 

culinária (Falcão e Menezes, 2003) e por apresentarem grande variedade de metabólitos secundários, 

como  terpenoides, lactonas, lignanas, ácidos graxos, flavonoides e compostos fenólicos (Darias et 

al.,1990; Konuklugil, 1996; Ríos et al., 2002;  Patora e Klimek, 2002; Azcan et al., 2004; Rehan et al., 

2014; Padilla-Gonzalez et al., 2016). Esta família, de distribuição cosmopolita, é pertencente à Ordem 

Tubiflorae (Lamiales), abrangendo cerca de 236 gêneros e 7173 espécies conhecidas (Harley et al., 

2004), entre os quais se encontra o gênero Hyptis Jacq..  

Hyptis é uma palavra que vem do grego “hyptios” (retroflexo) em alusão ao lobo mediano do 

lábio inferior da corola, em forma de saco, articulado na base, que se torna deflexo após a polinização 

(Falcão, 2003).  Esse gênero, membro da tribo Ocimeae e subtribo Hyptidinae, é um dos maiores da 

família Lamiaceae com aproximadamente 400 espécies (Facey et al., 2005; Santos et al., 2008; Franco 

et al., 2011a e b; Sakr et al., 2013; Barbosa et al., 2013; Bachheti et al., 2015). Estas espécies 

apresentam-se na forma de arbustos, subarbustos ou ervas perenes ou anuais, fortemente aromáticos 

ou odoríferos, com distribuição nas regiões tropicais e subtropicais (Silva-Luz et al., 2012), 

principalmente Américas, mas também encontradas na África, Índia, sudeste Asiático e Austrália (Flores 

et al., 2014). No Brasil, verifica-se ampla diversidade morfológica na região do cerrado brasileiro onde 

os solos são ácidos, pobres em nutrientes e ricos em alumínio. Suas flores são esternotríbicas, cujos os 

os estames são mantidos no lábio inferior da corola e na maioria das espécies é fortemente comprimido 

para formar um explosivo mecanismo de polinização (Harley, 1988).  

“O gênero Hyptis se caracteriza por apresentar folhas decussadas ou não, pecioladas ou 
sésseis, discolores ou concolores, diversos padrões de venação, geralmente coriáceas ou 
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cartáceas até membranáceas, normalmente indumentadas. Inflorescência: geralmente 
capítulos hemisféricos, às vezes esféricos, bractéolas involucrais persistentes. Flor: cálice 
campanulado ou tubular, subactinomorfo, 5-lobado, os lobos iguais ou subiguais, elípticos, 
estreitamente elípticos, lanceolados, lineares ou triangulares, subulados ou planos, com ou 
sem apêndice conspícuo expandido e complanado, persistente no fruto, com tubo acrescente, 
proeminentemente 10-nervado, reticulado, face interna geralmente glabra, face externa 
esparsamente ou densamente indumentada, tricomas tectores ou glandulares; corola 
fortemente 2-labiada, 5-lobada (2/3), tubulosa, alva, lilás, rosa, roxa ou roxo-azulada, com lobo 
posterior manchado; estames 4, exsertos do tubo, filetes indumentados ou glabros; ovário 4-
lobado, estilete ginobásico, geralmente articulado acima do ovário, a porção basal, estilopódio 
persistente. Fruto com 4 núculas, geralmente complanadas, glabras ou tomentosas, 
lenticeladas, lisas ou verruculosas. (Silva-Luz et al., 2012),” 

 

Os metabólitos secundários de plantas do gênero Hyptis são conhecidos por sua utilidade 

medicinal e são usados na medicina popular para tratar uma série de enfermidades, tais como doenças 

de pele, distúrbios gástricos, conjuntivite, febre (Barbosa e Ramos, 1992; Sakr et al., 2013), rinofaringite, 

congestão nasal (Malan et al., 1988), inflamações, infecções bacterianas, dor e câncer (Bispo et al., 

2001).  

A espécie Hyptis suaveolens Poit. conhecida por “alfazema, bamburral, mastranto, macusa” é 

considerada uma erva daninha desagradável e é muito citada na literatura quanto a usos tradicionais de 

países como Índia, Brasil,Tailândia e África. As folhas, ramos, hastes e inflorescências foram as partes 

mais aproveitadas para preparação de medicamentos naturais. Entres os vários problemas tratados por 

elas citam-se febre, dor de cabeça, reumatismo (Xu et al., 2013), infecções respiratórias, dores 

gastrointestinais, indigestão, resfriado, cólicas, doenças de pele e câimbras (Moreira et al., 2010a; Goly 

et al., 2015; Chukwujekw et al., 2005; Andrade et al., 2017a), asma, malária (Joy et al., 2008), câncer 

e inflamação (Mandal et al., 2007; Shenoy et al., 2009; Ghaffari et al., 2014; Grassi et al., 2006; 

Shirwaikar et al., 2003; Nayak et al., 2014; Khonkarn et al., 2015).  

Quanto à espécie Hyptis pectinata Poit. conhecida por “sambacaitá ou canudinho”, destacam-

se relatos no Brasil sobre o uso para tratamento de rinofaringite, congestão nasal, doenças de pele, 

distúrbios gástricos, febre, infecções bacterianas, inflamações de garganta, dor e câncer 

(Tchoumbougnang et al., 2005; Raymundo et al., 2011; Santos et al., 2008; Nascimento et al., 2008; 

De Queiroz et al., 2014). As folhas foram a parte mais aproveitada em usos tradicionais.  

Já a espécie Hyptis marrubioides Epling, conhecida por “hortelã do campo”, sobressai-se pelas 

suas atividades contra infecções gastrointestinais, infecções de pele, dores e cãibras (Botrel el al., 2009). 

Várias outras espécies de Hyptis apresentam efeito medicinal sendo que algumas dessas 

espécies e suas aplicações no uso popular podem ser verificadas na tabela 2.1.
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Espécie Nome popular Uso etnobotânico Referências 

H.albida Sálvia ou orégano (México) 

Distúrbios gastrointestinais, infecções de 
pele, reumatismo, cólicas, dores 

musculares, gripe, ferida, diferentes 
parasitas e insetos (ação repelente). 

Miranda et al., 2013; 
Santos et al., 2008; 

Camacho-Corona et al., 
2015; Pereda-Miranda, 

1995. 

H. atrorubens Poit. 
Makouza, mentinha, hortelã-

brava 

Dermatite, inflamação, febre, reumatismo, 
problemas respiratórios, pé de atleta, dor 

de garganta e gripe. 

Kerdudo et al., 2016; 
Abedine et al., 2013. 

H.brevipes Poit. 

Nanto-iganigakusa (Taiwan), 
genggeyan e kaneja (Indonésia), 

sawi hutan (Malásia), 
fazendeiro, hortelã-brava, 
alfavaca-do-mato (Brasil) 

Asma, malária, insetos (ação repelente), 
infecções gastro-intestinais, cãibras, dor e 

infecções de pele. 

Xu et al., 2013; 
Bhuiyan et al., 2010; 

Correa, 1931. 

H. carpinifolia  Benth. Rosmaninho e mata-pasto Resfriados, gripes e reumatismo. 
Rodrigues e Carvalho, 
2001; Brandão et al., 

2012 

H. fasciculata Benth. - 
Gota, espasmos, secreções na via 

respiratória, febre, secreções nos brônquios 
e escarro. 

Silva et al., 2009; Isobe et 
al., 2006. 

H. fruticosa 
Salzm. ex Benth. 

Alecrim de tabuleiro, alecrim 
de vaqueiro 

Dores (analgésico), inflamação, convulsões. 
Menezes et al., 2007; 
Franco et al., 2011b. 

H. lanceolata Poir. - Infecções do trato respiratório. 
Tchoumbougnang et al., 

2005. 

H.martiusi i 
Benth 

 

Bálsamo louco, cidreira brava 
ou cidreira do mato 

Doenças intestinais e estomacais, úlceras, 
microrganismos, tumores e insetos (ação 

inseticida). 

Coutinho et al., 2008; 
Barbosa et al., 2017 

H.mutabilis (Rich.) 
Brinq. 

 

Alfavaca, sambacuité, 
alfavaca-de-caboclo, sambaité, 

bamburral e manjericão e 
albahaquila 

Dores gastrointestinais, gastrite, malária, 
dor de cabeça, secreções nos brônquios. 

Usado como sedativo. 

Oliva et al., 2006; Grassi 
et al., 2006; Silva et al., 

2013a. 

H. plectranthoides 
Benth. 

Bertonica Distúrbios do estômago. Brandão et al., 2012 

H.rhomboidea Mart. 
Gal. 

Diao qiu cao (chinês), 
knobweed (inglês), vao mini, 

vao mini (Samoano) 

Febre, dor de cabeça, inchaço, desordem 
gastrointestinal, hepatite, reumatismo, 

úlcera, dermatite e eczema. 

Li et al., 2014; Xu et al., 
2013. 

H. spicigera Lam. 
Gergelim preto, guardião dos 

mosquitos 

Usado para fazer sabonetes, loções, 
alimentos aromatizantes e como 

medicamentos. 

Tchoumbougnang et al., 
2005; Akobundu e 
Agyakwa, 1998. 

Hyptis verticilata Jacq. 
 

John Charles (Jamaica), erva 
de martina ou erva negra 

(México) 

Secreções (adstringente), doenças de pele 
(eczema, psoríase, sarna e pé de atleta), 

gripe, desordens gastrointestinais. 

Facey et al., 2005; Kunth 
et al., 1994; Pereda-

Miranda, 1995. 

Tabela 2.1 – Uso etnobotânico de plantas do gênero Hyptis. 

 

Embora haja um grande número de espécies do gênero Hyptis, poucas investigações sobre as 

atividades biológicas e composição química foram realizadas. Também há pouca informação sobre a 

toxicologia o que se faz preocupante, uma vez que estas são usadas pela população local no tratamento 

de enfermidades e como alimento. O objetivo desta revisão foi, portanto, explorar a composição química, 

atividades farmacológicas, toxicidade e uso alimentar do gênero Hyptis para levantar informações que 

direcionem e justifiquem o prosseguimento de estudos sobre estas plantas.  

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0102695X16301326#bib0160
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0102695X16301326#bib0160
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0102695X16301326#bib0035
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0102695X16301326#bib0035
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2.2 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

Nesta revisão sistemática, realizou-se uma busca por artigos que abordassem a composição 

química, toxicologia, uso alimentar e atividades farmacológicas de plantas do gênero Hyptis. Ela foi 

fundamentada nas diretrizes da declaração PRISMA (Principais Itens para Relatar Revisões Sistemáticas 

e Meta-Análises - http://www.prisma-statement.org/) buscando apresentar as informações de forma 

coerente para que pesquisadores possam avaliar e utilizar os resultados apontados.  

Foram utilizadas as bases de dados da ScienceDirect® (https://www.sciencedirect.com/), Pub-

Med® (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), Scopus (http://www.scopus.com) e 

Scielo®(http://www.scielo.org/php/index.php). Selecionaram-se artigos por título, por abstract e por 

texto completo referente a aplicação etnobotânica e farmacológica de plantas do gênero Hyptis. A palavra 

“Hyptis” foi utilizada para critério de pesquisa na Scopus (título e/ou resumo= 360), Sciencedirect (título 

e/ou resumo e/ou palavra-chave=127), Scielo (título e/ou resumo=93), Pubmed (título e/ou resumo 

e/ou palavra-chave=199). Os artigos relatando atividades biológicas e composição química de extratos, 

óleos essenciais, compostos isolados e biomassa de plantas Hyptis spp. foram incluídos nesta revisão. 

Já os artigos que não foram encontrados na íntegra, ou eram de revisão, ou de comunicação curta ou 

publicados em língua chinesa, ou versavam sobre assuntos contrários a atividade biológica e composição 

química, foram excluídos. 

Num primeiro momento foram selecionados artigos de bases de dados usando os critérios de 

pesquisa descritos acima. Destes, excluíram-se os duplicados. Os artigos restantes seguiram para fase 

da triagem onde foram incluídos ou excluídos por “título” e depois por “resumo”.  A seguir, os artigos 

incluídos por título e resumo e que apresentaram texto completo foram direcionados para fase de 

elegibilidade. Durante esta fase, os artigos foram cuidadosamente analisados. Aqueles que não 

preenchiam os critérios de inclusão foram excluídos. Já os que se adequavam à busca foram então 

utilizados para compor esta revisão sistemática.  

 

2.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

2.3.1 Busca na literatura  

http://www.prisma-statement.org/
https://www.sciencedirect.com/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
http://www.scopus.com/
http://www.scielo.org/php/index.php
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As pesquisas abrangeram artigos com publicação até março de 2018. Foram incluídos 238 

artigos, sendo que 101 destes versam sobre a espécie Hyptis suaveolens, 30 sobre Hyptis pectinata, 10 

sobre Hyptis marrubioides e 112 sobre outras espécies (Figura 2.1).  
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Figura 2.1 –Diagrama de fluxo de identificação do estudo com inclusões e exclusões 

Registros identificados nas bases de dados (n=779) 
 

Pubmed (n=199) 
Scopus (n=360) 

Science direct (n=127) 
Scielo (n=93) 

Incluídos (n=584) 

Incluídos por resumo (n=268) 

Excluídos: duplicados (n=199) 

Excluídos: resumo (n=55) 

Incluídos por texto completo para 
elegibilidade (n=245) 

 

Estudos compondo a revisão sistemática (n=238) 
 

Hyptis marrubioides (n=10) 
Hyptis pectinata (n=30) 

Hyptis suaveolens (n=100) 
Outras espécies (n=112) 

 

    Excluídos: não encontrado na íntegra (n=21), 
chinês (n=2) 

 

Incluídos por título (n=323) 

 Excluídos: por título (n=190), duplicados (n=51), 
revisão (n=20) 

Excluídos: comunicação curta (n=1), não tem atividade 
antiproliferativa significativa (n=1), não atende ao 

interesse desta síntese (n=1), cita mas não contempla 
a atividade antimicrobiana ou citotoxicidade ou 

antioxidante (n=4). 
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Constataram-se estudos com 40 espécies de Hyptis. Nestes estudos, 25 espécies foram 

avaliadas quanto a composição química (CQ), 30 quanto a atividades biológicas (AB), 05 quanto a 

toxicologia (TO), 01 quanto a alimentação (AL). Das espécies relatadas temos H. albida (AB), H. 

atrorubens (AB), H. brepives (CQ, AB, TO), H. brachita (CQ), H. campestres (AB), H. capitata (AB), H. 

carpinifolia (CQ), H. crenata (CQ, AB), H. conferta (CQ), H. comaroides (AB), H. colombiana (CQ, AB), H. 

dilata (CQ), H. emoryi (CQ), H. fasciculata (AB), H. fruticosa (CQ, AB, TO), H. floribunda (CQ), H. 

glomerata (CQ), H. incana (AB), H. lacustres (AB), H. lanceolata (CQ), H. lantanifolia (AB), H. lappulacea 

(AB), H. macrostachys (AB), H. marrubioides (CQ, AB), H. martiusii (CQ, AB), H. meridionalis (AB), H. 

multibractea (AB),  H. mutabilis (CQ, AB), H. ovalifolia (CQ, AB), H. passerina (CQ, AB); H. pectinata (CQ, 

AB, TO), H. radicans (AB), H. recurvata (CQ), H. rhomboidea (CQ, AB, TO), H. spicigera (CQ, AB), H. 

suaveolens (CQ, AB, TO, AL), H. umbrosa (AB), H. villosa (CQ), H. velutina (CQ, AB), H. verticillata (CQ, 

AB). 

A espécie Hyptis suaveolens teve o maior número de citações, com expressivo número de 

estudos sobre composição química e atividades biológicas. A atividade antimicrobiana e inseticida foram 

as mais testadas, havendo também testes de toxicologia e artigos abordando seu valor alimentício.  

Hyptis pectinata e Hyptis marrubioides tiveram poucos registros sobre composição química. Para 

atividade biológica de Hyptis pectinata, a maioria dos trabalhos ressaltavam sua atividade antimicrobiana, 

antinociceptiva e regeneração hepática. Já a espécie Hyptis marrubioides basicamente, atividade 

antimicrobiana. 

Para outras espécies, há trabalhos quanto a composição química e atividade antimicrobiana, 

inseticida, antioxidante, citotoxicidade, antinociceptiva, anti-inflamatória e gastroproteção. 

 

2.3.1.1 Composição química  

 

Estudos sobre as espécies Hyptis têm se preocupado com a caracterização dos compostos 

químicos presentes em extratos ou óleos essenciais de sementes, folhas, inflorescências, hastes, partes 

aéreas e planta inteira. Conforme Falcão e Menezes (2003), há compostos pertencentes a uma ampla 

classe de metabólitos, formados a partir da via do ácido acético, da via do ácido chiquímico e de via 

biossintética mista. São representantes da classe dos sesquiterpenos, triterpenos, diterpenos, 

monoterpenos, lignanas, alcaloides, flavonoides e polifenóis.  
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2.3.1.1.1 Principais fitoconstituintes dos extratos vegetais 

 

Há poucos estudos sobre os fitoconstituintes de extratos de plantas Hyptis. Entres os 

fitoconstituintes descritos, destaca-se a presença do polifenol ácido rosmarínico nas espécies H. 

verticillata e H. pectinata (Tabela 2.2). O ácido rosmarínico contribuiu para os efeitos antibacterianos de 

H. verticilata e mostrou efeitos significativos na estabilização de capilares em ensaios anti-inflamatórios 

(Kuhnt et al., 1995). 

Outros fitoconstituintes identificados em H. verticillata foram a desidropodofilotoxina e a 

sideritoflavona. O primeiro, segundo Kuhnt e colaboradores (1995), exibiu efeito antibacteriano enquanto 

que o segundo inibiu a prostaglandina sintase de forma significativa e teve efeitos antisecretórios 

comparáveis aos da NPPB (5-nitro-2-(3-phenylpropylamino)-benzoate) .  

Em H. pectinata foram identificadas três pironas (pectinolidos D, E e F) e uma 2(5H)-furanona 

(pectinolido G) (Boalino et al., 2003). Falcao e colaboradores (2013) ressaltaram a descoberta de dois 

novos compostos (ácido sambacaitarico e ácido 3-O-metil-sambacaitarico) a partir de análogos do ácido 

rosmarínico e flavonoides isolados de H. pectinata. Entre os fitoconstituintes, Kuhnt e colaboradores 

(1994), apontaram a presença de muitas lignanas.  Entre estas, destacou-se a presença de hyptinina 

isolada de H. verticillata e identificada pela primeira vez (Kuhnt et al., 1994). 

Tabela 2.2 – Fitoconstituintes de extratos de plantas do gênero Hyptis. 
 

Composto Espécie Parte Extrato País - Autor 

Sideriloflavona; Podofilotoxina; 4'-
desmetilpodofilotoxina; 
Dehidropodopillotoxina; 

Desidrodesoxipodofilotoxina; Hidinina; 
Odorhizol; epipodorhizol 

H. verticillata 
Partes 
aéreas 

Etanólico Alemanha – Kuhnt et al., 1995 

Aquoso Alemanha – Kuhnt et al., 1995 

Éter Alemanha – Kuhnt et al., 1994 

Ácido rosmarínico 
H. verticillata 

Partes 
aéreas 

Etanólico Alemanha – Kuhnt et al., 1995 

Aquoso Alemanha – Kuhnt et al., 1995 
Éter Alemanha – Kuhnt et al., 1994 

H. pectinata Folhas Acetato de etila Brasil– Falcao et al., 2013 
Ácido Sambacaitárico; Ácido 3-O-metil-

sambacaitarico; ácido 3-O-methil-
rosmarínico; Etil caffeoato; Nepetoidina 

A; Nepetoidina B; Cirsiliol; 
Circimaritina; 7-O-metil-luteolina; 

Genkwanina 

H. pectinata Folhas Acetato de etila Brasil– Falcao et al., 2013 

Pectinolidas D, E, F e G H. pectinata 
Partes 
aéreas 

Diclorometano Boalino et al., 2003 
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2.3.1.1.2 Principais fitoconstituintes dos óleos essenciais 

 

O óleo essencial da maioria das Hyptis (Tabela 2.3) apresentaram como composto majoritário o 

sesquiterpeno hidrogenado β-cariofileno (presente em 15 espécies). Tal situação não foi diferente para 

H.marrubioides, H.pectinata e H.suaveolens. Além deste composto, destacam-se também germacreno 

D (9 espécies), bycyclogermacreno (7 espécies) e germacreno B (3 espécies). No caso dos 

sesquiterpenos oxigenados, temos cariofileno óxido (6 espécies), E-cariofileno (4 espécies), globulol, 

espatulenol, cariofileno (com 3 espécies cada).  

Já entre os monoterpenos hidrocarbonados, destacaram-se os β-pineno (9 espécies), α-pineno 

(7 espécies), limoneno (5 espécies), terpinoleno (4 espécies), sabineno (4 espécies), β-felandrene (3 

espécies), δ-3-carene (3 espécies) enquanto que nos monoterpenos oxigenados tem-se, 1,8-cineole (8 

espécies) e cânfora (5 espécies).  

Os diterpenos como abietatrieno, abietadieno e dehidroabietol, além dos outros citados acima, 

se destacaram na espécie H. suaveolens. Esta espécie apresenta vários relatos sobre sua constituição 

química a partir de óleos extraídos de planta inteira, partes aéreas, folhas, inflorescências, hastes e 

frutos.  

A grande variação nas características químicas dos constituintes ativos dos óleos tem sido notada 

em vários estudos, principalmente, para a espécie H. suaveolens. Alguns autores demonstraram que 

essas variações podem estar relacionadas a genética e tipos de clima e solo (Franco et al., 2011a). 

Portanto, os locais e época de colheita se fazem importantes (Noudjou et al., 2007; Tchoumbougang et 

al., 2005) e a interação macronutrientes, fotoperíodo (Martins, et al., 2006), as partes das plantas e a 

fase de desenvolvimento da planta (antes e depois da floração) interferem no teor e qualidade dos 

constituintes (Ngassoum et al., 1999).  

Botrel e colaboradores (2009) constataram que o teor e composição do óleo essencial de 

H.marrubioides variou para diferentes genótipos e para partes da planta fresca (inflorescência, folhas e 

caules). Já Azevedo e colaboradores (2002) indicaram os fatores latitudes e altitudes como responsáveis 

pela variabilidade dos fitoconstituintes dos óleos de H.suaveolens provenientes de 11 localidades da 

região do cerrado brasileiro.   

Situações em que há diferenças importantes nos constituintes ativos de uma mesma população, 

podem caracterizar casos de polimorfismo químico (Azevedo et al., 2002; Franco et al., 2011a). 
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Tabela 2.3 – Fitoconstituintes químicos majoritários identificados em óleos essências de plantas do gênero Hyptis. 

Monoterpenos oxigenados 

Composto  Espécie Parte País - Autor 

1,8-cineol 

H. mutabilis 
Planta inteira Colômbia - Zapata et al., 2009; Brasil - Luz et al, 1989 

Folhas e hastes Brasil - Aguiar et al, 2003 
H. recurvata Folhas Peru - Leclercq et al., 2000 

H.fruticosa 
Folhas Brasil - Franco et al., 2011b e a 
Flores Brasil - Franco et al., 2011b e a 

Sementes Brasil - Franco et al., 2011b  
H. carpinifolia Folhas Brasil - Sá et al., 2016 

H.martiusii Folhas 
Brasil - Oliveira et al., 2014a; Brasil -Barbosa et al., 2017; Brasil - 
Araújo et al., 2003 

H. crenata Folhas e ramos Brasil (Pará) - Zoghbi et al., 2002 

H.spcicigera Flores Camarões -Noudjou et al., 2007 

H.suaveolens 

Folhas 

Colômbia -Tafurt-García et al., 2015; Costa do Marfim (Jacqueville) –
Tonzibo et al., 2009; Nigéria -Eshilokun et al., 2005; Darwin 
(Austrália) - Peerzada, 1997; Venezuela -Tesh et al., 2015; Califórnia -
Ahmed et al., 1994 

Flores Colômbia -Tafurt-García et al., 2015; Venezuela -Tesh et al., 2015 

Partes aéreas 
China -Xu et al., 2013; Brasil -Azevedo et al., 2002; Índia -
Mallavarapu et al., 1993; Brasil -Oliveira et al., 2005; Índia -Lohani et 
al., 2011; Brasil -Campos et al., 2002 

Folhas e 
inflorescências 

El Salvador (norte) - Grassi et al., 2005 

Fenchone 

H.mutabilis Planta inteira Colômbia - Zapata et al., 2009 

H.suaveolens 

Folhas e 
inflorescências 

El Salvador (sul) – Grassi et al., 2005 

Folhas Colômbia -Tafurt-García et al., 2015; Venezuela -Tesh et al., 2015 

Flores Colômbia -Tafurt-García et al., 2015, Venezuela -Tesh et al., 2015 
Fenchol 

H.suaveolens 
Folhas e 
inflorescências 

El Salvador (sul) – Grassi et al., 2005 

Cis-sabineno 
hidratado e trans-
sabino hidratado 

H.suaveolens 
Galhos em 
floração 

Índia – Rana et al., 2004 

Borneol H.crenata Folhas e ramos Brasil – Zoghbi et al., 2002 

Thymol H. mutabilis 
Folhas Brasil (nordeste) - Luz et al., 1989 
Folhas e hastes Brasil (Amapá) - Aguiar et al., 2003 

Acetato de bornyl  H.dilata 
Folhas Colômbia -Tafurt-García et al., 2015 
Flores Colômbia -Tafurt-García et al., 2015 

Cânfora 

H.dilata 
Folhas Colômbia -Tafurt-García et al., 2015 
Flores Colômbia -Tafurt-García et al., 2015 

H.martiusii Folhas Brasil – Barbosa et al., 2017 
H.crenata Planta inteira Brasil – Scramin et al., 2000 

H. mutabilis Partes aéreas Argentina – Velasco-Negueruela et al., 1995 
H.suaveolens Folhas Índia – Joy et al., 2008 

Cis-thujona H.marrubioides Folhas Brasil - Sales et al., 2009 
Trans-thujona 

H.marrubioides 
Folhas (no 
campo) 

Brasil - Botrel et al., 2010b 

Terpinen-4-ol H. suaveolens 

Folhas Benin – Kossouoh et al., 2010; Nigéria -Eshilokun et al., 2005; EUA - 
Ahmed et al., 1994; Nigéria – Asekun e Ekundayo, 2000 

Frutos Benin – Kossouoh et al., 2010 

Galhos em 
floração 

Índia – Rana et al., 2004 

Eucaliptol H.suaveolens Folhas  Brasil – Moreira et al., 2010a  
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Tabela 2.3 – Fitoconstituintes químicos majoritários identificados em plantas do gênero Hyptis (continuação) 

Monoterpenos hidrocarbonados 

Composto  Espécie Parte País - Autor 

α-thujona H.marrubioides 

Folhas  Brasil - Botrel et al., 2010a 

Flor (genótipo 
roxo) 

Brasil - Botrel et al., 2009 

Folha (genótipo 
roxo) 

Brasil - Botrel et al., 2009 

β-thujona H.marrubioides 
Folhas  Brasil - Botrel et al., 2010a 
Flor (genótipo 
roxo) 

Brasil - Botrel et al., 2009 

α-pineno 

H.spcigera 

Planta inteira Mali – Sidibé et al., 2001 
Folhas Camarões - Tchoumbougnang et al., 2005; Burkina Faso – Kini et al., 

1993;  

Inflorescências Burkina Faso – Kini et al., 1993; Camarões – Noudjou et al., 2007 

H.fruticosa 
Folhas Brasil – Franco et al., 2011 a e b;  

Flores Brasil – Franco et al., 2011 a e b; 

H. crenata 
Folhas e ramos Brasil (Pará) - Zoghbi et al., 2002 

Planta inteira Brasil – Scramin et al., 2000 
H. martiusii Inflorescências Brasil - Araújo et al., 2003 

H. emoryi Inflorescência EUA – Tucker et al., 2005 
H.mutabilis Planta Inteira Brasil (Mato Grosso) – Luz et al., 1989 

H. passerina Flores Brasil – Zellner et al., 2009 
H.suaveolens Folhas Nigéria – Eshilokun et al., 2005; EUA – Ahmed et al., 1994 

β-pineno 

H.spicigera 

Planta inteira Mali – Sidibé et al., 2001  
Folhas Camarões - Tchoumbougnang et al., 2005; Burkina Faso -  Conti et 

al., 2011 

Inflorescências Camarões – Noudjou et al., 2007 
H. lanceolata Folhas Camarões - Tchoumbougnang et al., 2005 

H.fruticosa 
Folhas Brasil – Franco et al., 2011 a e b;  
Flores Brasil – Franco et al., 2011 a e b; 

H.carpinifolia Folhas Brasil – Sá et al., 2016 

H. crenata 
Folhas e ramos Brasil (Pará) - Zoghbi et al., 2002 

Planta inteira Brasil – Scramin et al., 2000 
H.conferta 
var.angustata 

Partes aéreas Brasil – Ferreira et al., 2005 

H.pectinata 
Folhas Brasil – Nascimento et al., 2008 
 Índia – Pietschmann et al., 1998 

H.mutabilis Planta inteira  Brasil (Mato Grosso) – Luz et al., 1989 

H.suaveolens 

Folhas Nigéria – Eshilokun et al., 2005; Burkina Faso – Conti et al., 2011; 
Brasil – Moreira et al., 2010a; EUA – Ahmed et al., 1994; Camarões 
– Ngassoum et al., 1999; Nigéria – Asekun e Ekundayo, 2000 

Flores Camarões – Ngassoum et al., 1999 
Partes aéreas Índia - Pant et al., 1992 

Limoneno 

H.spicigera Folhas Camarões - Tchoumbougnang et al., 2005; Burkina Faso -  Conti et 
al., 2011 

H. crenata Folhas e ramos Brasil (Pará) - Zoghbi et al., 2002 

H.martiusii Folhas Brasil – Barbosa et al., 2017 
H.emoryi Inflorescências  EUA – Tucker et al., 2005 

H.suaveolens 

Folhas Colômbia -Tafurt-García et al., 2015; Burkina Faso -  Conti et al., 
2011; EUA – Ahmed et al., 1994; Camarões – Ngassoum et al., 
1999; 

Flores Colômbia -Tafurt-García et al., 2015; Camarões – Ngassoum et al., 
1999; 

Partes aéreas Índia – Pant et al., 1992; Brasil – Oliveira et al., 2005 
Galhos de 
floração 

Índia – Rana et al., 2004 

∆-3-careno H.matiusii 
Folhas Brasil – Araújo  et al., 2003 

Inflorescências Brasil – Araújo  et al., 2003 
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Tabela 2.3 – Fitoconstituintes químicos majoritários identificados em plantas do gênero Hyptis (continuação) 

δ-careno H.matiusii Folhas Brasil – Barbosa  et al., 2017 

δ-3-careno 

H.matiusii Folhas Brasil – Oliveira  et al., 2014a 

H.mutabilis Folhas e hastes Brasil (Amapá) – Aguiar  et al., 2003 

H.dilata 
Folhas Colômbia -Tafurt-García et al., 2015 

Flores Colômbia -Tafurt-García et al., 2015 

Terpinoleno 

H.crenata Folhas e ramos Brasil (Tocantins) – Zoghbi et al., 2002 

H.mutabilis Folhas e hastes Brasil (Amapá)- Aguiar et al., 2003 
H.pectinata Folhas Índia – Pietschmann et al., 1998 

H.suaveolens 
Folhas Nigéria – Eshilokun et al., 2005;  EUA – Ahmed et al., 1994; Burkina 

Faso – Conti et al., 2011 

α-Terpinoleno H.suaveolens 

Folhas e 
inflorescências  

El Salvador – Grassi et al., 2005 

Galhos em 
floração 

Índia – Rana et al., 2004 

(+)-3-careno H.suaveolens Folhas  Brasil – Moreira et al., 2010a 

p-cymeno 
H.mutabilis 

Folhas e hastes Brasil (Amapá) – Aguiar et al., 2003 
Planta inteira  Brasil (nordeste) – Luz et al., 1989 

H.suaveolens 
Folhas Nigéria – Eshilokun et al., 2005; Camarões – Ngassoum et al., 1999 
Flores Camarões – Ngassoum et al., 1999 

p-cymen-8-ol H.suaveolens Galhos de 
floração 

Índia – Rana et al., 2004 

α-terpineno H.suaveolens Folhas Nigéria – Eshilokun et al., 2005; 

γ-terpineno 
H.mutabilis Folhas e hastes Brasil (Amapa) – Aguiar et al., 2003 

H.suaveolens Folhas  EUA – Ahmed et al., 1994 

α-fellandrene 
H.mutabilis Planta inteira Brasil (Mato Grosso) – Luz et al., 1989 

H.suaveolens 
 

Folhas  Colômbia -Tafurt-García et al., 2015; Nigéria – Ogunbinu et al., 2009 
Flores  Colômbia -Tafurt-García et al., 2015 

β-fellandrene 
H.mutabilis Planta inteira Brasil (Mato Grosso) – Luz et al., 1989 
H.spicigera Flores Camarões – Noudjou et al., 2007 

H.suaveoelens Partes aéreas Brasil - Martins et al., 2007; Brasil - Martins et al., 2006 

Sabineno 

H.spicigera 
Folhas Burkina Faso – Kini et al., 1993; Burkina Faso – Conti el al., 2011 

Inflorescências Burkina Faso – Kini et al., 1993; Camarões – Noudjou et al., 2007;  
H.mutabilis Folhas Colômbia -Tafurt-García et al., 2015 

H.pectinata Folhas Índia - Pietschmann et al., 1998 

H. suaveolens 

Planta inteira Mali – Sidibé et al., 2001 

Folhas Burkina Faso – Conti et al., 2011; Camarões – Tchoumbougnang et 
al., 2005; Brasil – Bezerra et al., 2017; Costa do Marfim (M’batto) -
Tonzibo et al., 2009; Nigéria -Eshilokun et al., 2005; ; Califórnia -
Ahmed et al., 1994; Camarões – Ngassoum et al., 1999; Nigéria – 
Asekun e Ekundayo, 2000 

Hastes  Costa do Marfim (M’batto) -Tonzibo et al., 2009 

Partes aéreas Brasil -Azevedo et al., 2002; Togo – Koba et al., 2007; Índia – Pant et 
al., 1992; Brasil – Oliveira et al., 2005; Índia – Lohani et al., 2011; 
Brasil – Campos et al., 2002 

Folhas e 
inflorescências 

El Salvador (sul) - Grassi et al., 2005 

Flores  Camarões – Ngassoum et al., 1999 
Galhos em 
floração 

Índia – Rana et al., 2004 

Myrcene H.suaveolens Folhas  EUA – Ahmed et al., 1994 
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Tabela 2.3 – Fitoconstituintes químicos majoritários identificados em plantas do gênero Hyptis (continuação) 

Sesquiterpenos hidrocarbonados 

Composto  Espécie Parte País - Autor 

β- caryophyllene 

H.spicigera 

Planta inteira Mali – Sidibé et al., 2001  

Folhas Camarões - Tchoumbougnang et al., 2005; Burkina Faso -  Conti et 
al., 2011; Burkina Faso – Kini et al., 1993 

Inflorescências/Fl
ores 

Camarões – Noudjou et al., 2007; Burkina Faso – Kini et al., 1993; 
Camarões – Noudjou et al., 2007 

Partes aéreas Togo – Koba et al., 2007 
H.fruticosa Folhas Brasil – Franco et al., 2011 a e b; 

H.pectinata Folhas Brasil – Santos et al., 2008; Brasil – Jesus et al., 2016; Índia – 
Pietschmann et al., 1998 

H.carpinifolia Folhas Brasil – Sá et al., 2016 

H.lanceolata Partes aéreas Togo – Koba et al., 2007 

H.glomerata 
Folhas Brasil – Silva et al., 2000 

Hastes Brasil – Silva et al., 2000 

H.mutabilis 

Planta inteira  Brasil (Mato Grosso e nordeste) – Luz et al., 1989 

Partes aéreas 
(floração) 

Argentina – Bailac et al., 1999 

Partes aéreas 
(floração-
frutificação) 

Argentina – Bailac et al., 1999 

Folhas e hastes Brasil (Belém) – Aguiar et al., 2003 

H. crenata 
Folhas e ramos Brasil (Tocantins e Pará) - Zoghbi et al., 2002 

Planta inteira Brasil – Scramin et al., 2000 
H.colombiana Partes aéreas Venezuela – Flores et al., 2014 

H. velutina Partes aéreas Brasil – Batista et al., 2003 
H.conferta 
var.angustata 

Partes aéreas Brasil – Ferreira et al., 2005 

H.martiusii 
Folhas Brasil – Araújo et al., 2003 
Inflorescências Brasil – Araújo et al., 2003 

H.marrubioides 

Flores (genótipo 
branco) 

Brasil – Botrel et al., 2009 

Folhas (genótipo 
branco) 

Brasil – Botrel et al., 2009 

Folhas (do 
campo) 

Brasil – Botrel et al., 2010b 

H.floribunda Folhas Uruguai – Dellacassa et al., 1997 

H. passerina Folhas Brasil – Zellner et al., 2009 
H. passerina Flores Brasil – Zellner et al., 2009 

H.suaveolens 

Partes aéreas Togo – Koba et al., 2007; Índia - Pant et al., 1992 

Folhas 

Burkina Faso – Conti et al., 2011; Benin - Kossouoh et al., 2010; 
Camarões – Tchoumbougnang et al., 2005; Brasil – Bezerra et al., 
2017; Costa do Marfim (M’batto, Jacqueville e Bouafle) – Tonzibo et 
al., 2009; Nigéria – Eshilokun et al., 2005; Darwin (Austrália) – 
Peerzada, 1997; EUA – Ahmed et al., 1994; Camarões – Ngassoum 
et al., 1999; Nigéria – Asekun e Ekundayo, 2000; Tanzânia – Malele 
et al., 2003; Nigéria – Ogunbinu et al., 2009 

Frutos Benin - Kossouoh et al., 2010 
Planta inteira Mali – Sidibé et al., 2001 

Hastes  Costa do Marfim (M’batto) – Tonzibo et al., 2009 
Galhos de 
floração 

Índia – Rana et al., 2004 

Germacrene H.suaveolens Folhas Brasil – Moreira et al., 2010a 

Germacrene B 
H.martiusii 

Inflorescências Brasil – Araújo et al., 2003 

Folhas Brasil – Barbosa et al., 2017 
H.floribunda Folhas Uruguai – Dellacassa et al., 1997 

H.suaveolens Folhas  EUA – Ahmed et al., 1994 

Germacrene D 
H.pectinata Folhas Camarões - Tchoumbougnang et al., 2005; Brasil – Jesus et al., 2016 
H.lanceolata Folhas Camarões - Tchoumbougnang et al., 2005 
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Tabela 2.3 – Fitoconstituintes químicos majoritários identificados em plantas do gênero Hyptis (continuação) 

 

 Partes aéreas Togo – Koba et al., 2007 

H.brevipes Folhas Bangladesh – Bhuiyan et al., 2010 

H.mutabilis 

Partes aéreas 
(floração) 

Argentina – Bailac et al., 1999 

Partes aéreas 
(floração-
frutificação) 

Argentina – Bailac et al., 1999 

Folhas Colômbia -Tafurt-García et al., 2015 

H.brachiata Folhas Colômbia -Tafurt-García et al., 2015 
H.colombiana Partes aéreas Venezuela – Flores et al., 2014 

H.conferta var. 
conferta 

Partes aéreas 
Brasil – Ferreira et al., 2005 

H.floribunda Folhas Uruguai – Dellacassa  et al., 1997 

H.suaveolens 
Folhas  

Colômbia -Tafurt-García et al., 2015; Costa do Marfim (Bouafle) – 
Tonzibo et al., 2009; Venezuela – Tesh et al., 2015 

Flores Colômbia -Tafurt-García et al., 2015; Venezuela – Tesh et al., 2015 

Germacra-4(15), 
5,10(14)-trien-1-
α-ol 

H.marrubioides Folhas Brasil – Botrel et al., 2010b 

Bicyclogermacren
e 

H.floribunda Partes aéreas Argentina – Lopez et al., 2002 
H.fruticosa Folhas Brasil – Franco et al., 2011 a e b 

H.mutabilis 

Partes aéreas 
(floração) 

Argentina – Bailac et al., 1999 

Partes aéreas 
(floração e 
frutificação) 

Argentina – Bailac et al., 1999 

Folhas Colômbia -Tafurt-García et al., 2015 
Folhas e hastes Brasil (Belém) – Aguiar et al., 2003 

H. martiusii Folhas Brasil – Oliveira et al., 2014a; Brasil - Araújo et al., 2003 
H.velutina Partes aéreas Brasil – Batista et al., 2003 

H.villosa Folhas Brasil – Silva et al., 2013b 
H. passerina Folhas Brasil – Zellner et al., 2009 

H.suaveolens 

Folhas Benin – Kossouoh et al., 2010; Venezuela – Tesh et al., 2015; 
Tanzânia – Malele et al., 2003 

Frutos Benin – Kossouoh et al., 2010 

Partes aéreas Brasil – Azevedo et al., 2002; Brasil – Campos et al., 2002 
Flores Venezuela – Tesh et al., 2015 

α-copaene 
H.floribunda Folhas Uruguai – Dellacassa et al., 1997 
H.marrubioides Folhas Brasil – Sales et al., 2009 

γ-cadinene 

H.floribunda Partes aéreas Argentina – Lopez et al., 2002 

H.glomerata 
Folhas Brasil – Silva et al., 2000 

Hastes Brasil – Silva et al., 2000 
Inflorescências Brasil – Silva et al., 2000 

δ-cadinene H.floribunda Partes aéreas Argentina – Lopez et al., 2002 

α-boubonene H.brevipes Inflorescências Bangladesh – Bhuiyan et al., 2010 

α-selinene H.mutabilis Folhas Colômbia -Tafurt-García et al., 2015 

β-selinene H.mutabilis Folhas Colômbia -Tafurt-García et al., 2015 

α- bergamotene H.spicigera Partes aéreas Togo – Koba et al., 2007 

E-caryophyllene 

H.dilata 
Folhas Colômbia -Tafurt-García et al., 2015 
Flores Colômbia -Tafurt-García et al., 2015 

H.brachiata Folhas Colômbia -Tafurt-García et al., 2015 
H.marrubioides Folhas Brasil –Sales et al., 2009 

H.suaveolens 

Folhas Colômbia -Tafurt-García et al., 2015 
Flores Colômbia -Tafurt-García et al., 2015 

Partes aéreas Brasil -Azevedo et al., 2002; Brasil – Oliveira et al., 2005; Brasil – 
Campos et al., 2002 

α-caryophyllene H.spicigera Partes aéreas Togo – Koba et al., 2007 

α-humulene 
H.brachiata Folhas Colômbia -Tafurt-García et al., 2015 

H.suaveolens Folhas Índia -Joy et al., 2008 
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Tabela 2.3 – Fitoconstituintes químicos majoritários identificados em plantas do gênero Hyptis (continuação) 

γ-muurolene 

H.velutina Partes aéreas Brasil – Batista et al., 2003 

H.marrubioides 

Flores (genótipo 
branco) 

Brasil – Botrel et al., 2009 

Folhas  (genótipo 
roxo) 

Brasil – Botrel et al., 2009 

Folhas  (do 
campo) 

Brasil – Botrel et al., 2010b 

δ-muurolene H.marrubioides Folhas Brasil – Sales et al., 2009 

allo-
aromadendrene 

H.suaveolens Folhas Índia -Joy et al., 2008 

β-elemene 
H.mutabilis 

Planta inteira Brasil (nordeste) – Luz et al., 1989 
Folhas Colômbia -Tafurt-García et al., 2015; Tanzânia – Malele et al., 2003 

H.lanceolata Partes aéreas Togo – Koba et al., 2007 
candina-4,10(15)-
dien-3-one 

H.verticillata Partes aéreas Jamaica – Facey et al., 2005 

γ-elemene 
H. ovalifolia Folhas Brasil – Oliveira et al., 2004 
H.suaveolens Folhas Brasil – Moreira et al., 2010a 

γ-cadine H. ovalifolia Folhas Brasil – Oliveira et al., 2004 

trans-α-
bergamotene 

H.suaveolens 

Folhas Benin – Kossouoh et al., 2010; Nigéria – Eshilokun et al., 2005; 
Nigéria – Assekun et al., 2000; Tanzânia – Malele et al., 2003. 

Frutos Benin – Kossouoh et al., 2010 

Planta inteira Mali – Sidibé et al., 2001 

Cis-α-

bergamotene 
H.suaveolens 

Folhas e hastes Camarões – Ngassoum et al., 1999 

Flores Camarões – Ngassoum et al., 1999 
Folhas Camarões – Ngassoum et al., 1999 

Cis-calamene H.glomerata Hastes Brasil – Silva et al., 2000 
Trans-
caryophyllene 

H.martiusii Folhas Brasil – Oliveira et al., 2004 

Trans-β-
caryophyllene 

H. suaveolens Folhas Brasil – Moreira et al., 2010a 

Sesquiterpenos oxigenados 
Composto  Espécie Parte País - Autor 

Elemol H.floribunda Partes aéreas Argentina – Lopez et al., 2002 

Caryophyllene 
H.brevipes 

Inflorescências Bangladesh – Bhuiyan et al., 2010 

Folhas Bangladesh – Bhuiyan et al., 2010 
H.pectinata Folhas Brasil – Nascimento et al., 2008 

H.suaveolens Partes aéreas China - Xu et al., 2013 

Caryophyllene 
oxide 

H.brevipes 
Inflorescências Bangladesh – Bhuiyan et al., 2010 

Folhas Bangladesh – Bhuiyan et al., 2010 

H.pectinata 
Folhas Brasil – Nascimento et al., 2008; Brasil – Jesus et al., 2016; Brasil - 

Santos et al., 2008 

Partes aéreas Togo – Koba et al., 2007 
H. ovalifolia Folhas Brasil – Oliveira et al., 2004 

H.martiusii Folhas Brasil – Oliveira et al., 2014a 
H.conferta Inflorescência Colômbia -Tafurt-García et al., 2015 

H.suaveolens 

Folhas Benin – Kossouoh et al., 2010; Nigéria – Ogunbinu et al., 2009; 
Frutos Benin – Kossouoh et al., 2010 

Partes aéreas Brasil – Azevedo et al., 2002; Cuba – Pino et al., 2003 
Galhos em 
floração  

Índia – Rana et al., 2004 

Viridiflorol H. ovalifolia Folhas Brasil – Oliveira et al., 2004 
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Tabela 2.3 – Fitoconstituintes químicos majoritários identificados em plantas do gênero Hyptis (continuação) 

Spathulenol 

H.fruticosa 
Folhas Brasil - Franco et al., 2011b e a 

Flores Brasil - Franco et al., 2011b  e a 
Sementes Brasil - Franco et al., 2011b  

H.villosa Folhas Brasil - Silva et al., 2013b 

H. passerina 
Folhas Brasil – Zellner et al., 2009 

Flores Brasil – Zellner et al., 2009 

H.suaveolens 

Folhas Brasil - Bezerra et al., 2017; Tanzânia – Malele et al., 2003 

Partes aéreas Brasil – Azevedo et al., 2002; Brasil – Martins et al., 2006; Brasil – 
Martins et al., 2007; Brasil – Oliveira et al., 2005; Brasil – Campos et 
al., 2002 

Galhos em 
floração  

Índia – Rana et al., 2004 

Eudesma-4(15),7-
dien-1β-ol 

H.marrubioides Folhas  
(greenhouse) 

Brasil – Botrel et al., 2010b 

T-cadinol 
H.conferta Inflorescências Colômbia -Tafurt-García et al., 2015 
H.conferta var. 
conferta 

Partes aéreas Brasil – Ferreira et al., 2005 

Globulol 
H.glomerata Inflorescências Brasil – Silva et al., 2000 
H.mutabilis Folhas e hastes Brasil (Amapá)– Aguiar et al., 2003 

H.suaveolens Partes aéreas Brasil – Martins et al., 2006; Brasil – Martins et al., 2007 
Humulene 
epoxide 

H.pectinata Partes aéreas Togo– Koba et al., 2007 

(Z)-trans-α-
bergamotol 

H.suaveolens 
Folhas  Benin – Kossouoh et al., 2010 
Frutos Benin – Kossouoh et al., 2010 

Guaiol H.glomerata 
Folhas Brasil – Silva et al., 2000 
Inflorescências Brasil – Silva et al., 2000 

α-bisabolol H.conferta var. 
conferta 

Partes aéreas Brasil – Ferreira et al., 2005 

α-cadinol 
H.marrubioides Folhas 

(greenhouse) 
Brasil – Botrel et al., 2010b 

H.suaveolens Partes aéreas Brasil – Martins et al., 2006; Brasil – Martins et al., 2007 

Β-epi-acorenol H.passerina 
Folhas  Brasil – Zellner et al., 2009 

Flores Brasil – Zellner et al., 2009 
Outros sesquiterpenos 

Composto  Espécie Parte País - Autor 

Ledene/ 
viridiflorene 

H.emoryi Inflorescências EUA – Tucker et al., 2005 

H.martiusii Inflorescências Brasil – Araújo et al., 2003 
cis-muurol-5-en-
4a-ol 

H.marrubioides Folhas   Brasil – Botrel et al., 2010b 

aromadendr-
1(10)-en-9-one 

H.verticillata Partes aéreas Jamaica – Facey et al., 2005 

Trans-cadina-1(6), 
4-diene 

H.carpinifolia Folhas Brasil – Sá et al., 2016 

Bergamotol H.suaveolens Folhas Camarões – Tchoumbougnang et al., 2005 

Palustrol 
H.dilata Folhas e flores Colômbia -Tafurt-García et al., 2015 

H.suaveolens Hastes Costa do Marfim (M’batto)– Tonzibo et al., 2009 
epi-α-cadinol H.villosa Folhas  Brasil – Silva et al., 2013b 

Calamusenone H.pectinata Folhas Brasil – Santos et al., 2008 
Diterpenos 
Composto  Espécie Parte País - Autor 

Hydrocarbon II H.suaveolens 
Folhas Costa do Marfim (M’batto)– Tonzibo et al., 2009 
Hastes Costa do Marfim (M’batto)– Tonzibo et al., 2009 

Abietatriene 

H. passerina Folhas Brasil – Zellner et al., 2009 
Flores Brasil – Zellner et al., 2009 

H.suaveolens Galhos em 
floração 

Índia – Rana et al., 2004 

Abietadiene H.suaveolens Galhos em 
floração 

Índia – Rana et al., 2004 

Dehydroabietol H.suaveolens Partes aéreas Brasil – Martins et al., 2006; Brasil – Martins et al., 2007 
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Tabela 2.3 – Fitoconstituintes químicos majoritários identificados em plantas do gênero Hyptis (continuação) 

Derivados de fenilpropano 

Composto  Espécie Parte País - Autor 

p-eugene H.recurvata Folhas Peru – Leclercq et al., 2000 

Methyl eugenol H.brevipes Partes aéreas China -Xu et al., 2013 
Outros constituintes 

Composto  Espécie Parte País - Autor 

Benzyl benzoate 
(Ester) 

H.suaveolens Folhas Costa do Marfim (M’batto)– Tonzibo et al., 2009 

Phthalamide 
doxime 

H.brevipes Folhas Bangladesh – Bhuiyan et al., 2010 

1,5,5,8-
tetamethyl-12-
oxabicyclo[9.1.0] 
dodeca-3,7-diene 

H.brevipes Folhas Bangladesh – Bhuiyan et al., 2010 

Butylated 
hydroxytoluene 

H.rhomboidea Partes aéreas China – Xu et al., 2013 

Palmitic acid 
(ácido graxo) 

H.rhomboidea Partes aéreas China – Xu et al., 2013 

3-allylguaiacol H.brevipes Partes aéreas China – Xu et al., 2013 
Prenopsan-8-ol H.carpinifolia Folhas Brasil – Sá et al., 2016 

6-
hydroxycarvotana
cetone 

H.suaveolens Folhas  Benin – Kossouoh et al., 2010 

Curzerene H.mutabilis 

Partes aéreas 
(floração) 

Argentina – Bailac et al., 1999 

Partes aéreas 
(floração-
frutificação) 

Argentina – Bailac et al., 1999 

(E)methyl 
cinnamate 

H.mutabilis Folhas e hastes Peru – Aguiar et al., 2003 

(Z)methyl 
cinnamate 

H.mutabilis Folhas e hastes Peru – Aguiar et al., 2003 

Kessane H.villosa Folhas  Brasil – Silva et al., 2013b 

Myrcenone H.mutabilis Partes aéreas Argentina – Velasco-Negueruela et al., 1995 
Cis-
dihydrocarvone 

H.mutabilis Partes aéreas Argentina – Velasco-Negueruela et al., 1995 

Trans-
dihydiocarvone 

H.mutabilis Partes aéreas Argentina – Velasco-Negueruela et al., 1995 

5-caranol H.suaveolens Folhas Índia – Joy et al., 2008 

Ermephilene H.suaveolens Folhas Índia – Joy et al., 2008 
Cis-sabinol H.suaveolens Folhas Índia – Joy et al., 2008 

 

2.3.1.2 Atividades farmacológicas 

 

Por serem muito utilizadas na medicina tradicional em vários países, as plantas desse gênero 

despertam o interesse de grande número de pesquisadores por novas fontes de fitoconstituintes bioativos 

com propriedades biológicas farmacologicamente interessantes. Estes passaram a testar as atividades 

biológicas da biomassa seca, de extratos, de óleos essenciais e de compostos isolados de extratos e 

óleos de diferentes partes das plantas Hyptis. 
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Tabela 2.4 – Principais atividades biológicas do gênero Hyptis. Os números indicam a quantidade de trabalhos publicados 
por atividade biológica.  

  

Inúmeras atividades biológicas foram comprovadas cientificamente, como atividade 

antibacteriana (Goly et al., 2015; Salini et al., 2015; Flores et al., 2014; Tesch et al., 2015; Bachheti et 

al., 2015;  Kerdudo et al., 2016; Andrade et al., 2017b; De Figueirêdo et al., 2018), antifúngica 

(Khonkarn et al., 2015;  Bachheti et al., 2015; Malele et al., 2003; Falcão et al., 2016; Kerdudo et al., 
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Hyptis marrubioides                     

(óleo essencial) 2

Hyptis pectinata                              

(extrato) 2 4 1 1 3 2 1

Hyptis pectinata                              

(compostos isodados de extrato) 1

Hyptis pectinata                              

(óleo essencial) 3 2 1 2 1

Hyptis pectinata                              

(compostos isolados de óleo essencial) 1

Hyptis suaveolens                             

(extrato) 7 1 1 7 3 2 2 1 1 4

Hyptis suaveolens                             

(compostos isolados de extrato) 1 1 1 1 1

Hyptis suaveolens                            

(óleo essencial) 14 2 7 6 2

Hyptis suaveolens                             

(óleo de semente) 1

Hyptis suaveolens (compostos 

isolados de óleo de semente) 1

Hyptis suaveolens                            

(compostos isodados) 1

Hyptis suaveolens                            

(biomassa vegetal) 2 3 1

Hyptis spp.                                 

(extrato) 12 1 3 3 1 3 2 8 1 1 1 1

Hyptis spp.                             

(compostos isodados de extrato) 2 4 1 1 1 1 1 1 1

Hyptis spp.                                      

(óleo essencial) 13 1 3 3 2 1 9 1 2 4 1 2 1

Hyptis spp.                             

(compostos isodados de óleo essencial) 1 1 1 1

Hyptis spp.                             

(biomassa vegetal) 3
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2016; Begum et al., 2016a, 2016b; Simões et al., 2017; Muthamil et al., 2018;), anti-inflamatória 

(Andrade et al., 2010; Raymundo et al., 2011; Miranda et al., 2013; Bayala et al., 2014; Dos Anjos et 

al., 2017;), citotóxica (Barbosa et al., 2012; Hamada et al., 2012; Santos et al., 2013; Deepika et al., 

2013;  De Figueirêdo et al., 2018), genotóxica (Cavalcanti et al., 2008; Sumitha e Thoppil et al., 2016), 

neuroprotetora (Ghaffari et al., 2014), gastroprotetora (Diniz et al., 2013; Jesus et al., 2013; Caldas et 

al., 2014; Rocha et al., 2015; Lima et al., 2018), antioxidante (Andrade et al., 2010; Santos et al., 2010; 

Deepika et al., 2013; Ghaffari et al., 2014; Li et al., 2014; Bayala et al., 2014; Serafini et al., 2017; 

Santos et al., 2018),  antiproliferativa (Amado et al., 2009). Além disso, muitas espécies são usadas 

contra pragas de produtos armazenados e contra mosquitos caracterizando uma atividade inseticida 

e/ou repelente (Abagli et al., 2012; Benelli et al., 2012; Vongsombath et al., 2012; Conti et al., 2012; 

Sakr et al., 2013; Jaya et al., 2014; Pavunraj et al., 2014; Sakr e Roshdy, 2015; Feitosa-Alcantara et al., 

2017; Elumalai et al., 2017; Hari e Mathew, 2018). Informações sobre as atividades biológicas do gênero 

Hyptis foram representadas na tabela 2.4.   

 Para a espécie H. suaveolens verificaram-se atividades biológicas em extratos, óleo essencial 

e compostos isolados. A atividade antimicrobiana foi a mais descrita para extratos, óleo essencial e 

compostos isodados. Também, verificou-se atividade inseticida, repelente, antioxidante, antidiabética, 

antinociceptiva, cicratizante, citotoxicidade, genotoxicidade e antimoluscida.  

 Já H.pectinata apresentou extratos com atividades de regeneração hepática, antinociceptiva, 

citotoxicidade, antidepressiva, antiedematogênico, antitumoral e toxicidade; óleo essencial com 

atividades anti-inflamatória, inseticida e repelente, e compostos isolados com atividade antioxidante. As 

atividades antimicrobianas aparecem em extratos, óleos e compostos isolados. No caso de H. 

marrubioides dois artigos sobre atividades biológicas foram incluídos nesta revisão. Estes versam sobre 

a atividade antimicrobiana do óleo essencial. 

 

2.3.1.2.1 Atividade antimicrobiana 

 

 Nos últimos anos, patologias associadas a microorganismos, como as bactérias, os fungos, 

os vírus e os protozoários têm se tornado cada vez mais frequentes ocasionando graves prejuízos à saúde 

humana e a consequente demanda por agentes antimicrobianos. As plantas destacaram-se como uma 

alternativa natural pela presença de muitos fitoconstituintes com ação medicinal que poderiam gerar 
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menores efeitos colaterais e maior eficácia que os medicamentos sintéticos atualmente utilizados no 

mercado (Nantitanon et al., 2007; Begum et al., 2016b).   

O conteúdo e o tipo de compostos fenólicos encontrados nos óleos essenciais e extratos de várias 

espécies do gênero Hyptis estão entre os fatores determinantes da sua atividade antimicrobiana (Tafurt-

García et al., 2015). As espécies deste gênero possuem, atividade antifúngica (Khonkarn et al., 2015;  

Bachheti et al., 2015; Malele et al., 2003; Falcão et al., 2016; Kerdudo et al., 2016; Simões et al., 2017; 

Muthamil et al., 2018;), antiviral (Matsuse et al., 1999; Kothandan e Swaminathan, 2014) , 

antibacteriana (Goly et al., 2015; Salini et al., 2015; Flores et al., 2014; Tesch et al., 2015; Bachheti et 

al., 2015;  Kerdudo et al., 2016; Andrade et al., 2017b; De Figueirêdo et al., 2018),  e antiprotozoa (De 

Queiroz et al., 2014; Falcao et al., 2013; Chukwujekwu et al., 2005; Oliveira et al., 2017; Cunha et al., 

2017).  

 

2.3.1.2.1.1 Extratos vegetais 

 

 Os extratos etanólico, hexano, metanol, aquoso e éter de petróleo, preparados, 

principalmente, com folhas, foram os mais utilizados para extração de compostos antimicrobianos (tabela 

2.5). Também há trabalhos evolvendo extratos de acetato de etila, diclorometano e cloreto de metila.  Os 

estudos com H. martiusii foram os que mais envolveram o extrato etanólico.  

 As bactérias e fungos foram os microorganismos mais aplicados nos testes. Há contudo 

trabalhos com protozoários e, inclusive, com vírus importantes na área da saúde humana como HIV e 

Chikungunya. Hyptis suaveolens sobressaiu-se pelo maior número de trabalhos para atividade 

antimicrobiana. Além disso, apresentou atividades antibacteriana, antifúngica, antiviral e antiplasmodial 

comprovadas. 

 

2.3.1.2.1.2 Óleo essencial 

 

 Os óleos essenciais de plantas Hyptis spp. mostraram atividade antimicrobiana contra uma 

ampla gama de microorganismos, sobressaindo-se bactérias e fungos resistentes a antibióticos e 

antifúngicos, respectivamente (tabela 2.6). Folhas, flores, sementes e partes aéreas foram utilizadas para 
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extração do óleo. Entre as espécies ativas destaca-se Hyptis suaveolens, Hyptis mutabilis, Hyptis 

martiusii, Hyptis marrubioides, Hyptis ovalifolia, Hyptis pectinata, Hyptis verticilata, Hyptis rhomboidea, 

e Hyptis brevipes, Hyptis atrorubens, Hyptis fasciculata, Hyptis colombiana.   

As bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus, associadas com infecções do trato 

gastrointestinal e doenças da pele, estão evidenciadas na maioria dos estudos. Além delas, também, há 

trabalhos com Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus, Proteus vulgaris, Bacillus subtilis, Klesbsiella 

pneumoniae, Salmonela typhi, Proteus murabilis, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus mutans, 

Salmonella pyogenes, Yersinia enterocolitica, Shigella flexneri e Vibrio vulnificus.  

Quanto aos fungos, destacaram-se Aspergillus spp. que provocam contaminação e/ou 

deteriorização alimentar e Candidas spp. que causam doenças no homem. Os Aspergillus niger, 

Aspergillus fumigatus e Aspergillus flavus são preocupantes por serem responsáveis por deterioração de 

alimentos após colheita e pela produção de aflatoxinas de natureza hepatocarcinogênica, teratogênica, 

mutagênica e imunossupressora (Jaya et al., 2011). Já a Candida albicans e Candida tropicalis são 

fungos oportunistas presentes na microbiota normal das mucosas, no trato respiratório, gastrointestinal 

e no trato genital feminino capazes de gerar as infecções denominadas candidíase (Deepa et al., 2014; 

Sardi et al., 2013). Outros fungos relatados foram Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes, 

Fusarium moniliforme, Fusarium graminearum, Botrytis cinérea, Exerohilum turcicum, Mucor sp., 

Scharomyces cerevisae, Microsporum canis, Microsporum gypseum, Sclerotinia sclerofiorum, Pythium 

aphanidermatum, Pythium debaryanum. 

Para atividade antiprotozoa relata-se um estudo sobre a avaliação de infecções em peixes pelo 

parasita Ichthyophthirius multifiliis (ich).  

 

2.3.1.2.2 Atividade antioxidante 

 

Os extratos metanólicos e etanólicos foram os compostos mais explorados para atividade 

antioxidante em diferentes espécies de Hyptis (Tabela 2.7). Todavia, há estudos com óleos essenciais e 

compostos isolados. Entre as partes da planta utilizada, as folhas foram a grande maioria. O ensaio in 

vitro com avaliação quanto à capacidade de inibir a redução do radical livre DPPH (1,1-difenil-2- 

picrilhidrazila) foi realizado para quase todos os estudos. Também há registros de ensaios in vitro ABTS 

[sal de amônio do ácido 2,2’-azinobis(3-etilbenzenotiazolina6-sulfônico), FRAP (poder de redução do íon 
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ferro), ORAC (Capacidade de Absorvância do Radical Oxigênio) , ânion superóxido, TBARS (Substânicas 

Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico), NO (óxido nítrico), OH (radicais hidroxila), radicais de peróxido de 

hidrogênio. 

Hyptis suaveolens é a planta mais relatada para a propriedade antioxidante pelo método DPPH 

havendo pesquisas com óleo essencial e extratos metanólicos, de acetato de etila, de n-hexano e de 

acetona extraídos de folhas ou partes aéreas da planta. Outras metodologias antioxidandes usadas foram 

superóxido, peróxido de hidrogênio, FRAP, TBARS. O óleo essencial de Hyptis pectinata também, mostrou 

sua capacidade de reduzir os radicais livres e ter grande capacidade antioxidante nos testes ORAC, 

superóxido, peróxido de hidrogênio, radical hidroxila, óxido nítrico. Isso porque em seu óleo encontra-se 

o composto calamusenona capaz de eliminar os radicais peroxila, extinguir os radicais hidroxila e os 

ânions superóxidos e reduzir a formação de radicais de óxido nítrico (Serafini et al., 2017).  

 

2.3.1.2.3 Atividade antinociceptiva, anticonvulsivante e sedativa 

 

A nocicepção é um mecanismo pelo qual os estímulos periféricos são transmitidos ao sistema 

nervoso central e percebidos como dor pelo organismo (Dubin e Patapoutian, 2010; Garland, 2012). A 

dor, apesar de desagradável, é um sinal característico dos mecanismos normais de proteção do 

organismo contra o dano tecidual (Klaumann et al., 2008). Contudo, muitas das vezes, a dor precisa ser 

aliviada por substâncias com ação antinociceptiva e, portanto, capazes de anular ou reduzir a percepção 

e transmissão de estímulos que causam a dor (Klaumann et al., 2008).  Conforme alguns estudos essas 

substâncias analgésicas estão sendo encontradas em plantas que podem se tornar grandes aliadas na 

medicina (Siqueira-Lima et al., 2014; Quintans et al., 2014). A espécie Hyptis pectinata é a mais 

estudada para propriedades antinociceptivas (Tabela 2.8). Seus óleos essenciais e extratos (aquosos, de 

acetato de etila, de clorofórmio, de hexano e hidroetanólico), extraídos de folhas e partes aéreas, têm 

sido aplicados em camundongos em ensaios de contorções induzidas, formalina e placa quente com 

bons resultados. Além dela, Hyptis fruticosa, Hyptis spicigera e Hyptis suaveolens também tiveram ação 

antinoceptiva relatada.  

Quanto a atividade sedativa e anticonvulsivante, apenas Hyptis spicigera foi avaliada.  Hyptis 

spicigera protegia 100 e 87,5% de camundongos contra convulsões induzidas por estricnina e pentileno-
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tetrazol, respectivamente, a uma dose de 160 mg/kg. Seu extrato aquoso aumentou consideravelmente 

a duração total do sono em camundongos induzida por diazepam.  

 

2.3.1.2.4 Atividade citotóxica, genotóxica e antiproliferativa 

 

Há registros de ensaios de citotoxicidade para extratos, óleos essenciais e compostos isolados 

de Hyptis quanto a capacidade em promover alterações metabólicas em diversas linhagens celulares, 

culminando ou não em morte celular em ensaios in vitro e in vivo (Tabela 2.9).  

Alguns ensaios citotóxicos tentavam descobrir se a planta utilizada na medicina tradicional 

apresentava toxicidade à saúde humana. Neste caso, buscava-se uma citotoxicidade negativa. O extrato 

etanólico de H. martiusii demonstrou nível moderado de toxicidade in vitro contra células macrófagas 

J774 e foi considerado uma alternativa promissora para substituição de medicamentos usados no 

tratamento da doença de Chagas, considerados muito tóxicos (Santos et al., 2013). Em outro estudo, 

óleo essencial de H. mutabilis mostrou atividade não citotóxica para a linhagem celular Vero (Zapata et 

al., 2009) sendo também, promissor como medicamento contra Aspergillus fumigatus. 

Outros ensaios citotóxicos visavam a determinação da atividade antitumoral com resultados de 

citotoxicidade positiva.  Bons resultados foram observados para H.martiusii em células B16 (pele 

murina), HCT-8 (cólon humano), MCF-7 (mama humana), CEM, macrófagos J774 e fibroblastos de 

mamíferos ATCC CCL-1; para H.verticillata em células HT29 (carcinoma do cólon), célula KB (carcinoma 

epidermóide), células leucêmicas T adultas e outras células cancerígenas e H. incana em neuroblastoma 

humano IMR-32, LA-N-1 e SK-N-SH. Compostos isolados de H.suaveolens produziram potentes efeitos 

sobre as células cancerígenas MCF-7 

Um estudo bastante interessante foi feito com o extrato hidroetanólico de H. pectinata em testes 

in vitro contra linhagens de células tumorais humanas e in vivo utilizando sarcoma 180 em camundongos 

(Barbosa et al., 2012). No ensaio in vitro apresentou citotoxicidade moderada (62%) contra células HCT-

8 e no ensaio in vivo inibiu o sarcoma 180 em 70,5%. Dessa forma, esta espécie apresentou eficiente 

atividade contra o câncer nos ensaios in vivo e in vitro comprovando o potencial de plantas medicinais 

como antitumorais.  

Outros ensaios fizeram uso do ensaio in vivo para determinação da toxicidade e, em caso 

positivo, partem para um ensaio in vitro para testar atividades citotóxicas para células tumorais. 
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Resultados de citotoxicidade significativa contra o crustáceo Artemia salina, onde o óleo essencial foi 

duas vezes maior que o extrato metanólico, foi relatado por Rebelo e colaboradores (2009). A toxicidade 

para este crustáceo tem demonstrado uma boa correlação com a atividade citotóxica contra tumores 

humanos (McLaughlin et al., 1991) e contra o Trypanosoma cruzi (Alves et al. 2000; Zani et al. 1995), 

protozoário causador da doença de Chagas (Amarante et al., 2011). 

Sobre os potenciais riscos genéticos (genotoxicidade) dos compostos presentes nas plantas 

Hyptis spp. há poucos estudos.  Dois deles retratam testes com células do pulmão de hamster chinês e 

células da cebola (Allium cepa) tratadas com tansinonas de H.martiusii e extrato aquoso de H.suaveolens, 

respectivamente (Cavalcanti et al., 2008; Sumitha e Thoppil., 2016). Ambos tiveram atividade 

genotóxica.  

Já a atividade antiproliferativa com a interferência da isoquercitrina isolada de partes aéreas de 

H. fasciculata no crescimento celular de gliablastoma (Gbm) foi confirmada por Amado e colaboradoes 

(2009).  A isoquercitrina reduziu o crescimento das células Gbm sem indução da apoptose.  

 
 

2.3.1.2.5 Atividade de regeneração hepática, gastroprotetora, hepatoprotetora, 

citoprotetora, neuroprotetora, cicatrizante, antiulcerogênica 

 

Atualmente, as condições patológicas que acometem o sistema digestivo e glândulas anexas a 

ele tem provocado grandes transtornos à saúde humana. Desta forma, não é de se admirar a existência 

de trabalhos com espécies do gênero Hyptis frente à atividade gastroprotetora, hepatoprotetora, 

regeneração hepática, cicratrizante e antisecretora (Tabela 2.10).   

Os ensaios de gastroproteção são relevantes para determinar se os extratos podem contribuir 

para melhoria no tratamento de lesões de mucosa gástrica, incluindo, as úlceras. Há trabalhos com óleo 

essenciais, extratos e compostos isolados para Hyptis ssp. extraídos, principalmente, de partes aéreas e 

avaliados em ensaios in vivo (roedores) com indução de úlcera gástrica. H. crenata, H. martiusi, H. 

mutabilis, H. spcigera e H.suaveolens foram as espécies mais utilizadas neste modelo.  

Em casos de lesões em tecidos de órgãos como do fígado, o organismo tende a reparar os danos 

por meio da regeneração e/ou cicatrização. Na regeneração hepática partes dos tecidos danificados são 

reparados completamente pelo crescimento de novas células (Krafts, 2010). Já na cicatrização os tecidos 
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danificados ou não regeneráveis são reparados pela deposição de tecido conjuntivo (Krafts, 2010). Para 

analisar se os extratos promovem a cicratização ou desempenham algum efeito gastroprotetor contra a 

lesão hepática induzida, alguns testes foram realizados para as duas atividades. A capacidade de 

regeneração hepática foi confirmada em extratos aquosos de folhas de H. pectinata e H. fruticosa 

enquanto que o efeito cicatrizante foi atestado no extrato etanólico e éter de petróleo de H.suaveolens. 

O composto sideritoflavona isolado de H. verticillata exibiu atividade antisecretora ao inibir a 

secreção de ácido clorídrico em cólon dital isolado de coelho podendo ser usado no tratamento de dor 

estomacal (Kuhnt et al., 1995).  Hyptis suaveolens apresentou estudos quanto a hepatoproteção, 

citoproteção e neuroproteção despertando a atenção para o potencial protetor de seus extratos contra 

efeitos tóxicos de radicais livres e outras substâncias resultantes de stress oxidativo.  

 

2.3.1.2.6 Atividade inseticida, repelente e acaricida 

 

Os problemas ocasionados por insetos podem envolver ameaças à saúde pública. Primeiro, por 

serem vetores de doenças como a dengue que acomete milhares de pessoas em várias regiões tropicais 

do mundo (Conti et al., 2012). Segundo, por serem responsáveis por graves perdas econômicas ao 

acometerem grãos de cereais ou farinha durante o armazenamento com danos a qualidade, quantidade, 

valor comercial e agronômico do produto (Kouninki et al., 2005) . O uso de produtos naturais como 

repelentes ou pesticidas para controle desses insetos, considerados pragas, foram estudados para 

espécies do gênero Hyptis com bons resultados.  

Quanto à atividade inseticida a Índia é o país com maior número de estudos para a espécie H. 

suaveolens, seguida da Nigéria. Outros países como Brasil (H. martiusii, H. pectinata e H. fruticosa) , 

Burkina Faso (H. spicigera), Equador (H. brevipes), Jamaica (H. verticillata), Quênia (H. spicigera), 

Camarões (H.spicigera e H. suaveolens), México (H. suaveolens), Nepal(H. suaveolens) e Itália (H. 

suaveolens) também fizeram importantes contribuições sobre essa atividade.  

Hyptis suaveolens destaca-se como um inseticida promissor contra diferentes tipos de insetos. 

Seu óleo essencial exibiu forte atividade contra Callosobruchus maculatus, possivelmente, devido a 

presença de 1,8 cineol (Ilboudo et al., 2010; Tripathi  e Upadhyay, 2009), Tribolium casteneum (Jaya et 

al., 2014; Tripathi  e Upadhyay  , 2009), larvas de Aedes albopictus, sendo o terpinoleno o composto 

puro mais efetivo (Conti et al., 2012), Rhyzopatha dominica, Sitophilus oryzae (Tripathi  e Upadhyay, 
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2009). Já o extrato metanólico revelou alta capacidade inseticida no controle de Sitophilus oryzae, 

Sitophilus zeamais e Callosobruchus maculatus (Olotuah et al., 2013) e o vetor da filariose, Culex 

quinquefasciatus (Kovendan et al., 2012). O extrato de éter petróleo demonstrou ser ativo contra larvas 

de Aedes Aegypti e Culex quinquefasciatus (Hari e Mathew, 2018) e o extrato hexano, clorofórmio e 

acetato de etila foram excelentes no controle do Culex quinquefasciatus (Kovendan et al., 2012). Este 

último também, exibiu potencial antifeedants e inseticida contra os lepidópteros  Helicoverpa 

armigera, Spodoptera litura, Earias vittella e Leucinodes orbonalis. Outro trabalho interessante e atual foi 

realizado com nanopartículas de prata sintetizada a partir de extrato aquoso de H. suaveolens com índice 

de mortalidade de 100% a 10 mg/L contra Aedes aegypti, Anopheles stephensi e Culex quinquefasciatu 

(Elumalai et al., 2017). 

O óleo essencial de H. pectinata demonstrou potencial inseticida contra Aedes aegypti e a 

presença do composto óxido de cariofileno pode ter tido participação neste efeito (Silva et al., 2008). 

Também foi eficiente no controle de formigas cortadeiras Acromyrmex balzani Emery e Atta sexdens 

rubropilosa Forel (Feitosa-Alcantara et al., 2017). Já o óleo essencial de H. martiusii possui efeito 

inseticida pronunciado contra larvas Aedes aegypti e Bemisia argentifolii (praga da mosca-branca) e Culex 

quinquefasciatus (Araújo et al., 2003; Costa et al., 2005).  Outros ensaios com espécies Hyptis ssp. 

podem ser observados na tabela 2.11. 

Quanto à atividade de repelência, praticamente, quase todos os estudos envolvem óleo essencial 

de H. suaveolens com resultados positivos para representantes do gênero Armigeres, Culex e Aedes 

(Vongsombath et al., 2012; Conti et al., 2012) além das espécies Anopheles gambiae (Abagli et al. 2012), 

Sitophilus granarius (Conti et al. 2011; Benelli et al. 2012), Amblygomma cajennense (Soares et al., 

2010). O óleo essencial de H. mutabilis também foi capaz de repelir mosquitos Aedes aegypti. 

Para a atividade acaricida identificamos estudos com óleo essencial e o composto isolado cadina-

4,10(15)-dien-3-one pertencentes a espécie H. verticillata e direcionados contra as fêmeas adultas 

ingurgitadas de Boophilus microplus. Os estudos revelaram atividade de quimiosterilização contra este 

carrapato bovino de relevante importância econômica.  
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2.3.1.2.7 Atividade Anti-inflamatória, antiedematogênica e vasorelaxante  

 

A atividade farmacológica de extratos, óleo essencial e compostos isolados de Hyptis spp. foram 

investigados visando identificar suas potencialidades anti-inflamatórias, antiedematogênicas e 

vasorelaxantes (Tabela 2.12) .  

O extrato clorofórmico de H. albida mostrou-se um potente inibidor da liberação de mediadores 

inflamatórios de macrófagos em camundongos e suprimiu a sobre-expressão de genes relevantes 

(Miranda et al., 2013). O composto ácido rosmarínico proveniente de H. verticillata, foi analisado por 

meio do modelo da membrana cório-alantoide de ovo embrionado de galinha (HET-CAM) e apresentou 

efeitos estabilizadores significativos nos capilares (Kuhnt et al.,1995). Já o suaveolol e o suaveolato de 

metilo isolados de H. suaveoelens mostraram quase a mesma atividade anti-inflamatória tópica 

dependente da dose (apenas duas a três vezes inferior)  que o fármaco de referência indometacina 

(Grassi et al., 2006). O óleo essencial de H.pectinata inibiu o processo inflamatório em roedores, induzido 

pela injeção subcutânea de carragenina, reduzindo a migração celular, o volume de exsudato, a 

concentração de proteínas e os mediadores inflamatórios (óxido nítrico, prostaglandina E2, IL-6 e TNF-

α) produzidos na bolsa (Raymundo et al. 2011). Já os extratos etanólicos de H. umbrosa mostraram 

potencial na redução da disseminação dos processos inflamatórios. 

A ação antiedematogênica foi registrada na espécie H. pectinata onde o extrato aquoso de suas 

folhas foi usado para o edema de pata de rato induzido por carragenina e amostras de Malhada dos Bois 

e São Francisco tiveram um forte efeito, reduzindo o edema em 19,6% e 15,4%, respectivamente 

(Arrigoni-Blank et al. 2005). Para a ação vasorelaxante, o extrato de diclorometano de H. fruticosa 

garantiu bons resultados com efeito vasorelaxante na artéria mesentérica superior de rato por meio de 

uma via independente do endotélio, possivelmente devido à inibição do influxo de Ca2+ em canais de Ca2+ 

operados por voltagem.  

 

2.3.1.2.8 Atividade antidiabética, antidepressora, moluscicida, espamolítica e hipotensão 

associada à taquicardia 

 

Conforme a literatura, H.suaveolens pode ser uma grande aliada na regulação dos níveis de 

glicose no sangue. Prova disso é o estudo desenvolvido com o extrato etanólico aquoso de H.suaveolens 
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que resultou em uma redução significativa na glicose do sangue de ratos diabéticos comprovando sua 

significativa atividade antihiperglicêmica (Mishra et al., 2011). Um outro estudo bem atual reforçou o 

potencial desta espécie para atividade antidiabética ao utilizar o extrato etanólico aquoso de H.suaveolens 

e suas frações para avaliação da captação de glicose pelo diafragma isolado de rato que foi significativa 

e dependente da dose, sendo máxima para o extrato etanólico aquoso e sua fração éter de petróleo 

(Begum et al., 2016a). Begum e colaboradores (2016a) ressaltaram que atividade antidiabética para 

espécie H. suaveolens foi comparável à insulina padrão.   

 Estudos sobre outras atividades biológicas foram desenvolvidos em menor número e 

estão representados na tabela 2.13. Seriam a atividade antidepressiva (H. pectinata), a atividade 

moluscicida (H. suaveolens), a atividade espasmolítica (H. macrostachys) e a atividade de hipotensão 

associada à taquicardia (H. fruticosa).  

 

2.3.1.3 Toxicidade 

 

As plantas medicinais vem sendo amplamente utilizadas em todo mundo para fins medicinais. 

As espécies Hyptis não são diferentes, sendo utilizadas para tratamento de inúmeras enfermidades e, 

inclusive, para alimentação. Todavia, é preciso atentar-se para a falta de informação da população sobre 

a fitoquímica, farmacologia e toxicologia destas plantas que podem resultar em problemas de intoxicação 

com comprometimento da saúde humana (Suzery et al., 2017; Bezerra et al., 2017). Neste sentido, 

pesquisas que avaliem a toxicidade de extratos, óleos essenciais e compostos isolados se tornam 

extremamente relevantes.  

Testes toxicológicos foram desenvolvidos com algumas espécies de Hyptis e estão descritos na 

tabela 2.14. Extratos aquosos de folhas de H. fruticosa não apresentaram toxicidade aguda nas doses 

de 1, 3 e 5 g/kg quando administrados oralmente em camundongos (Silva et al., 2006), assim como o 

seu óleo essencial na dose de 5g/kg aplicados subcutaneamente em camundongos (Menezes et al., 

2007). O extrato espesso de H. pectinata aplicado via oral por sonda gástrica também foi considerado 

seguro ao não causar nenhuma complicação no fígado de camundongos (Suzery et al., 2017).  

O óleo essencial de partes aéreas de H. rhomboidea, H. brevipes e H. suaveolens mostraram 

toxicidade significativa com bioensaios com camarão de salmoura (Xu et al., 2013). Bezerra e 
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colaboradores (2017) confirmaram a toxicidade do óleo essencial de H. suaveolens e a não toxicidade 

da infusão de suas folhas, ambos por bioensaios com Artemia salina e Drosophila melanogaster. 

 

2.3.1.4 Utilização como alimento 

 

A importância econômica de plantas do gênero Hyptis é crescente com base em seu potencial 

em fornecer óleos essenciais, adequar-se a fins paisagísticos e valer-se ao uso culinário (Santos et al., 

2008). Para o uso culinário, destaca-se o uso de sementes da espécie H.suaveolens, de maneira muito 

limitada, como fonte de alimento (Aguirre et al., 2012; Mueller et al., 2016). Conforme Aguirre et al., 

2012, essas sementes podem ter potencial para uso na produção de alimentos de alta qualidade devido 

às suas propriedades nutricionais com o bom suprimento de quase todos os aminoácidos essenciais 

para os diferentes grupos etários.  Seus estudos constataram um teor de proteína de 13,9% com base 

no peso seco, sendo destes, 39% de globulinas, 36% de glutelinas, 24% de albuminas e 1% de prolaminas 

(Aguirre et al., 2012). 

Bojórquez-Velázquez e colaboradores (2016) se propuseram a avaliar as propriedades 

bioquímicas e físico-químicas das globulinas que representam a principal fração proteica da semente de 

H.suaveolens. Eles constataram que a globulina Hs11S é constituída por quatro diferentes tipos de 

monômeros, montados em vários graus oligoméricos e que seus resultados podem ser empregados na 

indústria para o desenvolvimento de alimentos convencionais ou novos baseados em proteínas de 

H.suaveoelens (Bojórquez-Velázquez et al., 2016). 

Gowda (1984), investigou o revestimento de polissacarídeo transparente da semente da planta 

H.suaveolens que, em presença de água, formava uma mucilagem. O fracionamento dessa mucilagem 

culminou em um polissacarídeo neutro composto de D- manose, D- galactose e D- glicose nas 

razões molares 1,0: 4,5: 7,5 e em um polissacarídeo  ácido composto por de L-fucose, D-xilose e 4-Ácido-

O-metil-D-glucurônico nas razões molares 1,0:2,5:1,1 (Gowda, 1984).  Já Mueller e colaboradores (2016) 

utilizaram os isolados poli-e oligossacarídeos das mucilagens de sementes desta espécie para 

determinação do potencial prebiótico, investigando o impacto da separação em frações ácidas e neutras 

e o efeito do tratamento enzimático (Mueller et al., 2016). A fração neutra aumentou o crescimento de 

várias cepas probióticas de forma moderada, mas significativa, podendo servir como uma nova fonte 

prebiótica com efeito tardio, mas mais duradouro (Mueller et al., 2016).  

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/artemia-salina
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/drosophila
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Ainda quanto à questão alimentar, outros estudos direcionaram-se para a capacidade de Hyptis 

proteger produtos alimentares da infestação de pragas que causam perdas irreparáveis. Fato que 

acontece muito para produtos que após colheita são armazenados e ficam sujeitos às condições 

climáticas e ambientais favoráveis ao crescimento e proliferação de diversas pragas de armazenamento, 

tais como os fungos. Os fungos acarretam a deterioração dos alimentos e, ainda, podem secretar 

micotoxinas perigosas para a saúde humana (Jaya et al., 2011). Jaya e colaboradores (2011) exploraram 

a eficácia do óleo essencial de H. suaveolens como agente antifúngico e antiaflatoxigênico contra alguns 

fungos de armazenamento e a cepa toxigênica de Aspergillus flavus. O óleo essencial reprimiu 

completamente a síntese de aflatoxina B1 de maneira dependente da concentração e exibiu notável 

proteção (> 80%) as amostras de trigo armazenado contra a infestação por fungos podendo, portanto, 

ser recomendado como novo antifúngico e supressor da aflatoxina B1 (Jaya et al., 2011). 
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2.4 CONCLUSÃO 

 

Esta revisão sistemática reuniu uma série de estudos que versam sobre a composição química 

e as atividades biológicas de compostos bioativos extraídos de plantas do gênero Hyptis, todos oriundos 

de bases de dados mundialmente reconhecidas (Scopus, Pubmed, Science direct e Scielo). Uma vez que 

representantes deste gênero são intensamente usados na medicina popular para tratamento de 

enfermidades, vários investigadores se viram envolvidos pela oportunidade de encontrar nestas plantas 

novos constituintes com propriedades biológicas farmacologicamente importantes.  

Desta forma, há de se ressaltar algumas publicações para espécies Hyptis. Todavia, é preciso 

considerar que ainda há espaço para o desenvolvimento de novas pesquisas. Só para se ter uma ideia, 

há relatos da existência de 400 espécies de plantas do gênero Hyptis, e conforme, esta revisão apenas 

40 espécies foram avaliadas, 25 quanto a composição química, 30 quanto a atividades biológica, 05 

quanto a toxicologia, 01 quanto a alimentação. 

Se considerarmos, por exemplo, a atividade biológica mais investigada (atividade 

antimicrobiana), verificamos que foram estudadas 18 espécies de Hyptis e ainda falta 382 espécies a 

serem pesquisadas. Destas espécies algumas foram avaliadas quanto ao efeito do óleo essencial ou do 

extrato ou da biomassa. Até mesmo para testes envolvendo a espécie Hyptis suaveolens (a mais 

estudada), há uma infinidade de microorganismos, como bactérias, fungos, leveduras, protozoários e 

vírus ainda não relatados na literatura. Sem falar de fatores como genética, clima, solo, fotoperíodo, fase 

de desenvolvimento da planta, latitude e altitude e parte da planta que interferem no teor e composição 

química dos fitoconstituintes ativos e que podem configurar casos de polimorfismo químico nas espécies 

Hyptis.  

Desta forma, novos estudos devem ser desenvolvidos variando testes de bioatividade, espécies, 

parte da planta, tipo de composto, época e local de coleta. Diante dos resultados significativos para 

diversas atividades biológicas, recomenda-se o prosseguimento de estudos envolvendo as espécies do 

gênero Hyptis.  
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3. AVALIAÇÃO DO CULTIVO IN VITRO DE Hyptis spp. NA PRODUÇÃO DE 
METABÓLITOS SECUNDÁRIOS 
 

 

  

3.1 INTRODUÇÃO 

 

 

A forte demanda comercial pela produção de medicamentos naturais para tratamento de 

enfermidades tem crescido bastante nos últimos anos sendo necessário a busca de alternativas que 

supram essa necessária produção. As plantas têm contribuído de forma significativa para o fornecimento 

de produtos naturais, ou metabólitos secundários, muitos destes com grande valor agregado devido à 

imensa atividade farmacológica que possuem. Para se ter uma ideia, 80% das substâncias 

medicamentosas, como drogas antimicrobianas, cardiovasculares, imunossupressoras e anticâncer, são 

diretamente derivadas de produtos naturais ou desenvolvidas a partir de um composto natural de plantas 

(Maridass e Britto, 2008; Gordaliza, 2009; Pan et al., 2013).   

Entretanto, deve-se pontuar que apesar da produção considerável de compostos naturais pelas 

plantas, o isolamento dos mesmos na quantidade necessária para os usos citados acima é difícil e 

limitado. Em parte, pela produção que é restrita a algumas espécies ou mesmo por serem utilizados 

pelas próprias plantas (Bhojwani e Razdan, 1996). Além disso, grande parte das espécies de importância 

na produção de metabólitos ainda é selvagem ou está passando por processo de domesticação, sendo 

assim, pouco cultivadas (Bhojwani e Razdan, 1996). Diante destes impasses, o cultivo in vitro de plantas 

surge como uma maneira alternativa e bastante promissora para produzir os correspondentes 

metabólitos secundários.  

Os avanços do cultivo in vitro de plantas como ferramenta para diversas áreas de investigação, 

incluindo a biotecnologia, refletem positivamente na pesquisa básica, na indústria e na agricultura. Entre 

as várias possibilidades de aplicação desta técnica existe um amplo interesse em culturas de células e 

tecidos vegetais com abordagens biotecnológicas voltadas à produção de plantas medicinais e isolamento 

de produtos secundários com potencial bioativo (Briskin, 2007).   
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Desde o início da utilização da técnica de cultura de tecidos, constatou-se que espécies vegetais 

cultivadas in vitro são dotadas da capacidade inerente de sintetizar compostos químicos valiosos 

semelhantes aqueles produzidos por suas espécies in natura (Siddiqui et al., 2013) e que esse potencial 

deve ser melhor elucidado. Além do mais, esta técnica possibilitará o fornecimento de compostos 

químicos de forma contínua ao longo do ano, o controle das condições ambientais de crescimento, o 

cultivo em curto espaço de tempo e em áreas pequenas quando comparados com as áreas agrícolas 

(Sidhu, 2010). 

Diferentes estratégias, usando sistemas de cultura de células e tecidos, vêm sendo aplicados 

com o objetivo de aumentar a produção de metabólitos secundários. Dentre as quais, as aplicadas à 

cultura de calos e suspensão celular tem apresentado resultado significativo na biossíntese destes 

metabólitos (Tripathi et al., 2013).  

Calos e células em suspensão podem ter o rendimento alavancado com o desencadeamento da 

resposta ao estresse provocado por uso de elicitores e/ou mudanças nas condições do ambiente e/ou 

mudanças nos constituintes do meio e/ou uso de reguladores de crescimento e biotransformação (Patel 

e Krishnamurthy, 2013). Contudo, é de se considerar que mesmo diante da diversidade de técnicas 

desenvolvidas ligadas a biotecnologia de plantas, há muitas barreiras a serem superadas para uma 

produção eficiente de metabólitos de interesse comercial e que somente o investimento em mais 

pesquisas poderá proporcionar o sucesso.  

O gênero Hyptis, pertencente à família Lamiaceae, apresenta uma variedade de espécies de 

plantas medicinais com potencial farmacológico e cuja atividade biológica necessita de estudos 

biotecnológicos. Existem relatos na literatura científica sobre a propagação in vitro de H. leucocephata, 

H. platanifolia (Nepomuceno et al., 2014), H.marrubioides (Pedroso et al., 2017 e 2019b) e H. 

suaveolens (Velóz et al., 2013; Rodrigues et al., 2019) e sobre a indução de calos e cultura de raízes de 

H.suaveolens (Velóz et al., 2013). Alguns estudos avaliaram a interferência de eliciadores químicos e 

físicos sobre o crescimento de plântulas e produção de compostos fenólicos ou voláteis (Pedroso et al., 

2017 e 2019b; Andrade et al., 2017a; Rodrigues et al., 2019) e obtiveram resultados bem promissores.  

Diante do potencial de plantas Hyptis para síntese de compostos bioativos de interesse econômico, o 

objetivo deste estudo foi a avaliação dos metabólitos secundários produzidos por culturas de calos e 

células em suspensão (antes e após eliciação) de H.marrubioides, H. pectinata e H.suaveolens. 
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3.2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.2.1 Obtenção do material vegetal 

 

Sementes de Hyptis marrubiodes (Hm), H. pectinata (Hp) e H. suaveolens (Hs) foram coletadas 

no campo experimental do Laboratório de Cultura de Tecidos Vegetais do Instituto Federal de Educação, 

Ciência e Tecnologia Goiano (IFGoiano), Campus Rio Verde, nas coordenadas aproximadas de 

17º48’3,81’’S e 50º54’0,07’’W; 17º48’3,94’’S e 50º53’9,99’’W e 17º48’3,81’’S e 50º54’0,01’’W, 

respectivamente, altitude de 727m, no período da manhã do dia 02 de agosto de 2014. Exsicatas das 

três espécies coletadas foram depositadas no Herbário do IFGoiano sob os códigos, respectivamente, 

476, 477 e 492 (Figura 3.1).  

                    

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.1 – Exsicatas de Hyptis marrubioides, H.pectinata e H.suaveolens, respectivamente. 
 
 
 

3.2.2 Estabelecimento e multiplicação in vitro 

 

Para obtenção de plântulas anéxicas, as sementes de Hm, Hp e Hs passaram por tratamento de 

desinfeção onde foram embebidas em álcool 70% por 5 minutos, transferidas para solução aquosa de 
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hipoclorito de sódio comercial (2,5% de cloro ativo) durante 30 minutos e, na câmara de fluxo laminar, 

foram realizadas três lavagens consecutivas com água destilada estéril. Posteriormente, as sementes 

foram semeadas em placas de petri (90 x 15 mm) contendo 20 ml de meio de cultura MS (Murashige e 

Skoog, 1962) suplementado com 30 g L-1 sacarose e 3,5 g L-1 de ágar e vedados com parafilme. O pH 

do meio foi então ajustado para 5,7± 0,03 antes da adição do ágar e, a seguir, já com o ágar, foi 

autoclavado a 120ºC sob 1,2 atm, durante 20 minutos.   

Após germinação das sementes, esperou-se três meses para que as plântulas produzidas fossem 

transplantadas para frascos de vidro (108 x 74 mm) com 40 ml de meio MS, preparado nas mesmas 

condições descritas para germinação da semente, e vedados com tampas plásticas de polipropileno. A 

indução de brotos foi realizada a partir de explantes de segmentos caulinares com aproximadamente 

1cm de comprimento e contendo 1-2 nós. Os subcultivos foram realizados a cada 30 dias.  As culturas 

foram mantidas a 25±3ºC, umidade relativa de 45%, fotoperíodo de 16 horas e sob radiação 

fotossintética ativa de 45-55 µmol m-2 s-1, fornecido por lâmpadas fluorescentes. Algumas plântulas foram 

congeladas e liofilizadas para constituir a biomassa vegetal in vitro, que foi identificada e armazenada 

em câmara fria a -20ºC, até a preparação dos extratos.  

 
 

3.2.3 Indução de Calos 

 

Folhas e segmentos caulinares de plântulas germinadas in vitro foram utilizados como explantes 

e inoculados em frascos contendo 40 ml de meio MS, 30 g L-1 de sacarose, 3,5 g L-1 de ágar e 

fitorreguladores. Diferentes combinações hormonais de auxina 2,4-D/ANA (ácido 2,4-

diclorofenoxiacético/ácido naftalenacético) e citocinina BA/Cin (6-benzilaminopurina/cinetina) foram 

utilizadas: 2,4-D (4,5µM) + Cin (0,9µM); ANA (5,3µM) + BA (0,8µM) e ANA (13,4µM) + BA (4,4µM). As 

amostras inoculadas foram mantidas em sala de crescimento com as mesmas condições descritas no 

estabelecimento de plântulas in vitro por 60 dias. O tratamento que apresentou maior número de 

explantes convertido em calos foi utilizado como meio base para o cultivo nos demais experimentos. Os 

calos foram repicados a cada 30 dias sendo que em cada frasco, foram inoculados 5 fragmentos de 

calos com cerca de 5mm de diâmetro (25mg). Alguns calos foram congelados e liofilizados para constituir 

a biomassa seca que foi macerada em metanol 80% na proporção 1:2 (g/ml), homogeneizada no 
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ultrasonicador por 15 minutos e estocada no escuro à temperatura ambiente. Esta solução foi filtrada e 

utilizada para análise em HPLC/Ms.  

3.2.4 Cultura de suspensão celular 

 

Após seis meses de subcultivos mensais, os calos apresentaram um crescimento uniforme e 

passaram a possuir agregados de células homogêneos. Estes calos friáveis foram excisados e usados na 

obtenção de suspensões celulares, cultivadas sob agitação em balões erlenmeyer 250 ml contendo meio 

MS sem ágar, suplementado com BAP/ANA (4,4 µM e 13,4 µM). Os subcultivos aconteceram a cada 

15 dias. Destaca-se, que não houve formação de calos friáveis de Hyptis pectinata a tempo para o 

desenvolvimento do teste de eliciação em culturas de suspensão celular.  Os calos eram grandes, verdes 

e duros. Calos friáveis para esta espécie só foram possíveis após dois anos do início dos trabalhos.  

 

3.2.5 Determinação da curva de crescimento da suspensão celular 

 

Para cada espécie, um total de 200 ml de suspensões celulares estáveis e com 15 dias de cultivo 

em 4 frascos de vidro (108x74 mm) foram homogenizadas em um único Erlenmeyer de 500 ml. A seguir, 

distribuíram-se alíquotas de 5 ml do inóculo para frascos com 30 ml de meio MS sem ágar e 

suplementado com BA/ANA (4,4µM e 13,4µM) perfazendo um total de 28 frascos. Foram realizadas 

determinações da massa celular, pH e da viabilidade celular do inoculado a partir do dia da inoculação 

(tempo 0) e com 2, 5, 10, 13, 15, 17 e 22 dias de inoculação. A cada intervalo, eram retirados 4 fracos 

ao acaso para análise. Uma alíquota de 0,1ml de cada frasco foi utilizada para o teste de viabilidade 

celular por azul de tripan. O conteúdo por frasco foi transferido para um tubo falcon de 50ml que foi 

centrifugado por 10 mim a 4500rpm. O sobrenadante foi separado das células, teve o pH medido, foi 

congelado e mantido a -80ºC até a hora da análise do açúcar residual. As células foram congeladas, 

liofilizadas, pesadas em balança analítica (precisão 0,1 mg) e utilizadas posteriormente, conforme o item 

3.2.7, para determinação de compostos fenólicos. A partir do peso seco foram determinadas as fases 

lag, exponencial, linear, de desaceleração, estacionária e de declínio do crescimento das culturas em 

suspensão. 
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3.2.5.1 Quantificação de açúcares do meio de cultura das suspensões celulares 

 

A quantificação de açúcares (sacarose, glucose e frutose) presentes no meio de cultura das 

suspensões celulares de Hyptis spp. foi realizada pelo método do padrão externo. Os padrões utilizados 

foram sacarose, glucose e frutose da marca Sigma-Aldrich. Num eppendorf, contendo 1,45 ml de 

amostra (meio de cultura) adicionou-se 0,05ml de solução de ácido perclórico 60% e homogenizou-se 

em agitador vortex. A seguir, colocou-se o eppendorf em gelo por 30 minutos e centrifugou-se por 10 

min a 5000 rpm e temperatura de 4ºC. O sobrenadante foi separado e filtrado com um filtro de nylon de 

0,2µm (PALL-Acrodise) e colocado em vial para análise em aparelho cromatográfico HPLC (Sistema 

LaChrom Elite® da VWR-Hitachi), equipado com detetor de índice de refração, um forno de colunas 

modelo L-2300, um injetor de loop 20µl, uma coluna Hyper EZ XP Carbohydrate H+ (Thermo, USA), 

tamanho de partícula de 8 µm, a uma temperatura de 40ºC. Os resultados obtidos foram analisados 

usando o software EZChrom Elite. Para separação dos açúcares adotou-se o sistema isocrático de 0,5 

ml.min-1, tendo como fase móvel solução de ácido sulfúrico 2,5mM, preparada em água ultra-pura Mili-

Q, filtrada por um filtro de nylon de 0,2µm (Lida, USA) e desgaseificada por vácuo.  

 

3.2.5.2 Determinação dos compostos fenólicos da biomassa celular 

 

Adicionou-se num tubo falcon (50ml) o total de 100mg de biomassa celular seca (Hm, Hp e Hs) 

e 2ml de solução metanol-água (80:20). Essa mistura foi sonicada em ultrasonicator (Brandson 2510) 

por 15 min e estocada por 7 dias no escuro e à temperatura ambiente. Logo a seguir, filtrou-se 1 ml de 

cada solução usando um filtro de membrana de 0,45µm (Milipore) acoplado a uma seringa. Esta solução 

metanólica foi colocada em vials e armazenado no escuro a 4ºC até o momento da análise HPLC/Ms. 

 

3.2.5.3 Teste de viabilidade celular 

 

A viabilidade celular das culturas em suspensão foi determinada pelo método de exclusão por 

azul de tripan. Em uma lâmina colocou-se 0,1ml de suspensão celular com 0,1 ml de solução de azul 

tripan (0,4%, Sigma-Aldrich). Após 10 minutos, em microscópio de luz, verificou-se a percentagem de 
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viabilidade, para cada amostra, contando as células viáveis (incolores) e as células mortas (coradas). A 

seguir, aplicou-se a equação matemática (V/NT) x 100, onde, V=células viáveis e NT=número total de 

células viáveis e não viáveis.  

 

3.2.6 Eliciação das culturas 

 

Visando aumentar a produção de metabólitos secundários, de interesse econômico ou medicinal, 

como o ácido rosmarínico (AR), utilizamos estratégias de eliciação nas culturas de células em suspensão 

de H.marrubioides e H. suaveolens. Entre estes, procedeu-se a eliciação das culturas com eliciadores 

abióticos,  ácido salicílico (AS) e metil jasmonato (MeJ) e com um eliciador biótico,  extrato de levedura 

(EL). 

Observando a cinética de crescimento celular das culturas em suspensão, optou-se por realizar 

as eliciações na fase linear. Com a estabilização das culturas celulares após 8 repicagens quinzenais e 

consecultivas, numa câmara de fluxo laminar, juntou-se em um Erlenmeyer estéril (500 ml), o conteúdo 

de suspensão celular de 05 frascos (cada um com 50ml de suspensão). Para homogeneização da cultura 

agitou-se o Erlenmeyer. A seguir, dispensou-se alíquotas de 10 ml de cultura celular homogeneizada em 

frascos contendo 50 ml de meio MS sem ágar, suplementado com BAP/ANA (4,4µM e 13,4µM). Estes 

foram mantidos sob agitação em sala de crescimento.  

Após 8ª dia da repicagem, iniciou-se o procedimento de eliciação com uso de AS, MeJ e EL. Os 

tratamentos consistiram em adição de diferentes volumes destes eliciadores, cada um deles em 10 

frascos contendo 50 ml de cultura de células em suspensão. Destes, cinco frascos foram identificados 

para avaliação com 24h e os outros cinco para 48h. O controle foi constituído de cinco frascos 

independentes com água destilada estéril no lugar do eliciador.  

Para o tratamento com ácido salicílico (C7H6O3, Aldrich, Espanha) adicionou-se 25ul da solução 

de ácido salicílico a 50mM em cada frasco de cultura de células. Já para o tratamento com metil 

jasmonato  (C13H20O3, Merck, Alemanha), utilizou-se 25µl e 100µl da solução de metil jasmonato a 300mM 

enquanto que para o extrato de levedura (Cultimed, Uk) trabalhou-se com 100µl, 250µl e 500µl da 

solução de extrato de levedura a 1g /10ml. Para realização de todos os tratamentos foram utilizados 

120 frascos com 50 ml de cultura de células em suspensão para cada espécie.  
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Respeitou-se o prazo de 24hs e 48hs de cada tratamento para coleta de amostra a ser usada no 

teste de viabilidade celular pelo método de exclusão por azul de tripan (item 3.2.5.3) e na análise de 

compostos fenólicos. Para a análise de compostos fenólicos as culturas foram filtradas com bomba a 

vácuo, congeladas a – 80º C, liofilizadas e armazenadas até a extração por maceração conforme item 

3.2.5.2.  Dois frascos por controle e por tratamento foram mantidos em sala de crescimento até o findar 

de 15 dias.  

 

3.2.7 Caracterização fitoquímica das culturas de células de Hyptis spp. por HPLC-DAD 

 

No presente estudo, foi realizada uma análise no HPLC-DAD para identificação e quantificação 

do composto AR presente nas culturas de células em suspenção de Hm e Hs eliciadas por AS, MeJ e 

EL. Um aparelho cromatográfico HPLC-DAD (Sistema LaChrom Elite® da VWR-Hitachi) constituído por 

uma bomba de duplo pistão modelo L-213, um detector de fotodiodos ("diode array") modelo L-2455, 

um forno de colunas modelo L-2300, um injetor de loop 20 µl e software EZChrom Elite foi utilizado para 

aquisição e processamento dos dados. Utilizou-se a metodologia de análise de HPLC pelo método de 

eluição por gradiente com coluna de fase reversa LiChrospher® RP-18 5μm (250 x 4mm, Merck, 

Alemanha). A detecção foi realizada pelo detector por arranjo de diodos de 250-600 nm à temperatura 

de 25ºC e os cromatogramas foram registrados em 260, 280 e 350 nm, para quantificação.  

A fase móvel utilizada era composta por solvente A (água contendo ácido fórmico a 0,1% e 

solvente B (metanol com ácido fórmico a 0,1%). O fluxo do eluente usado foi de 0,8 ml/min, volume de 

injeção de 20µl, e leitura nos comprimentos de onda foram de 260, 280 e 350nm. A eluição foi executada 

usando o gradiente descrito na tabela 3.1. 

 

Tempo (min) 
Porcentagem de solvente (%) 

% Solvente A % Solvente B 

0 15 85 
3 15 85 
35 90 10 
45 90 10 
50 15 85 

Tabela 3.1 – Gradiente de fase móvel utilizada no sistema cromatográfico para a determinação dos compostos fenólicos.  

 

3.2.8 Caracterização fitoquímica de calos e células por espectrometria de massa 
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A biomassa de calos e células de Hm, Hp e Hs (liofiolizadas e resuspensas em metanol 80%) 

foram analisadas em HPLC PerkinElmer®acoplado a espectrômetro de massas (PerkinElmer®Flexar SQ 

300 MS, Waltham, Massachusetts, EUA) com quadrupolo único, injeção manual e fonte de ionização por 

electrospray (ESI), no modo negativo, controlado por meio do software Chromera. A temperatura de 

nebulização foi 350°C. O volume de injeção foi de 20µl. A separação dos compostos foi realizada em 

coluna C18 (NST 250mm x 4,6mm x 5µm) utilizando fase binária (solvente A: água+ácido acético 1%; 

solvente B: metanol absoluto) para as separações e forno a temperatura de 75ºC. A corrida iniciou-se 

com 60% do solvente A e 40% do solvente B, evoluindo para 0% do solvente A e 100% do solvente B, 

dentro de 20 minutos. Permaneceu-se com 100% do solvente B por mais 5 minutos, voltando à condição 

inicial (60% solvente A e 40% solvente B) para equilíbrio por 2 minutos. O tempo total de corrida foi 

de 25 minutos. As determinações quantitativa e qualitativa dos compostos foram realizadas 

automaticamente pelo equipamento a partir de padrões puros das substâncias de interesse. O padrão 

utilizado foi ácido rosmarínico.  As curvas de calibração foram obtidas pelo método do padrão externo. 

 
 

3.3 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando os algoritmos implementados no software 

Graph Pad Prism®versão 5.01 (San Diego, CA). Os dados obtidos foram expressos como média ± E.P.M. 

(Erro Padrão da Média) de três experimentos independentes (n=3) realizados em triplicata. A significância 

das diferenças entre as médias obtidas foi avaliada usando o test t de Student não pareado. A diferença 

com p≤0.05 foi considerada significante.  

 

3.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 
 
3.4.1 Indução de calos e cultura de suspensão celular 

 

No intuito de avaliar o potencial fitoquímico de culturas in vitro de Hyptis, aplicamos técnicas da 

cultura de tecidos vegetais para formação de plântulas, calos e cultura de células em suspensão. A partir 
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das sementes, obtiveram-se plântulas (Figura 3.2), cujas as folhas e segmentos caulinares foram usados 

como explantes. Estes na presença de reguladores de crescimento exógenos (ANA 13,4 µM e BAP 4,4 

µM) aplicados ao meio de cultura, reagiram satisfatoriamente em termos de indução de calos (Figura 

3.3) e culturas de suspensão celular de Hyptis. A indução de calos de Hs a partir de meio MS 

suplementado com ANA e BA foi relatado por Veloz et al., 2013 e Andrade et al., 2017a. Já Botrel e 

colaboradores (2010b) utilizaram 2,4-D e BA para formação de calos de Hm. Para Hp não foi encontrado 

nenhum registro.  

 

 
 
 
 
 
 
 
  
 
Figura 3.2 – Germinação de sementes e crescimento de plântulas de H. marrubioides (a); H. pectinata (b) e H. suaveolens 
(c). 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.3 – Indução de calos por meio de folhas e segmentos caulinares de H. marrubioides (a); H. pectinata (b) e H. 
suaveolens (c). 

 
 

Todas as combinações hormonais de auxinas e citocinas formaram calos altamente proliferativos 

para as três espécies (Tabela 3.2). Todavia, a princípio, calos totalmente friáveis para os três tratamentos 

só foram possíveis para as espécies Hm e Hs. Calos friáveis para Hp só foram possíveis após 2 anos de 

a c b 

 

a b c 
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cultivo e para o tratamento 3. Apesar dos tratamentos 2 e 3 apresentarem porcentagem de formação de 

calos significativamente semelhante para as três espécies, optou-se pelo tratamento 3 pela melhor 

aparência e dimensão dos calos.   

Espécies Concentração de 
auxina/citocinina em 

µM 

Quantidade 
de placas 

Quantidade de 
explantes/placa 

Formação de calos (%) 

Hm 
2,4,D (4,5) + Cin (0,9) 09 05 65,67±1,20 a 
ANA (5,3) + BA (0,8) 09 05 76,67±0,67 b 

ANA (13,4) + BA (4,4) 09 05 84,33±0,88 bc 

Hp 
2,4,D (4,5) + Cin (0,9) 09 05 55,00±1,15 d 

ANA (5,3) + BA (0,8) 09 05 70,67±1,20 ab 
ANA (13,4) + BA (4,4) 09 05 84,33±0,88 bc 

Hs 
2,4,D (4,5) + Cin (0,9) 09 05 73,00±3,79 bd 
ANA (5,3) + BA (0,8) 09 05 83,67±0,88 bc 

ANA (13,4) + BA (4,4) 09 05 88,00±0,577 c 

 
Tabela 3.2 - Porcentagem de calos formados a partir de explantes de Hyptis spp. cultivados em meio MS suplementados com 
diferentes concentrações de auxinas/citocininas. A coluna formação de calos (%) representa a média ± E.P.M. considerando 
os resultados obtidos a partir de três experimentos independentes em triplicata. As médias de % de formação de calos são 
estatisticamente diferentes (p≤0,005) pelo teste t, exceto aquelas marcadas com a mesma letra. 

 
 
 
3.4.2 Determinação da curva de crescimento das culturas de suspensão celular, variação 
do pH e viabilidade celular, e quantificação de açúcares 
 
 
  A partir das culturas de suspensão celular de Hyptis spp. cultivadas em meio MS sem ágar, 

suplementado com BA/ANA, foi possível determinar a curva de crescimento celular e suas fases, como 

mostrado na Figura 3.4. 

Identificaram-se seis fases na curva de crescimento (biomassa seca) de Hyptis spp. Do período 

0 ao 2º dia, verificamos a presença da fase lag (I) com uma aparente adaptação das células que 

preparavam para divisão. Do 2º ao 5º dia verificamos a presença da fase log ou exponencial (II) marcada 

por uma intensa divisão celular e formação de células pequenas e, a seguir, do 5º ao 10º dia, a fase 

linear (III) em que a divisão continuou ativa, mas menos intensa e as células aumentaram de tamanho. 

Do 10º ao 15º dia, registrou-se a fase de desaceleração (IV), sendo que o 15º dia foi o período onde 

houve a máxima acumulação de biomassa, com média de 497 mg.frasco -1 para Hm, 410 mg.frasco-1 

para Hp e 388 mg.frasco-1 para Hs. Pressupõe-se que nessa fase houve uma possível redução na divisão 

celular. 
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Figura 3.4 – Fases da curva de crescimento das culturas de suspensão celular de Hyptis spp em Meio MS sem ágar, 
suplementado com BA/ANA (4,4 µM e 13,4 µM). As barras verticais representam a média ± E.P.M. considerando os 
resultados obtidos a partir de três experimentos independentes e em triplicata. 

 

Do 15º ao 17º dia, o número de células se manteve constante, caracterizando a fase estacionária 

ou sem crescimento (V). Por último, do 17º ao 22º, a fase de declínio (VI) onde observamos uma 

diminuição significativa da viabilidade celular (Tabela 3.3), motivada provavelmente pelo consumo total 

de algum(ns) nutriente(s) essencial(is). 

 

 
Dias 

Hm Hp Hs 
ph % viabilidade ph % viabilidade ph % viabilidade 

0 5,20 ± 0,01 90,50±3,23 a 5,20±0,01 92,00±1,08 a 5,18±0,00 89,75±2,78 a 
2 5,20±0,06 92,25±1,89 ab 5,33±0,03 92,75±1,03 ab 5,23±0,01 92,50±1,04 ab 
5 5,27±0,09 92,00±0,91 abc 5,50±0,04 94,00±1,00 abc 5,32±0,04 92,25±1,31 abc 
10 5,48±0,05 95,00±1,08 abcd 5,53±0,01 93,75±1,60 abcd 5,63±0,02 95,50±1,04 abcd 
13 5,76±0,17 94,00±1,08 abcde 5,77±0,02 94,25±0,85 abcde 5,60±0,02 94,25±0,95 abcde 
15 5,72±0,11 93,00±0,41 abcdef 5,58±0,07 94,75±0,75 abcdef 5,48±0,04 94,00±0,82 abcdef 
17 5,75±0,09 80,00±2,04  5,74±0,11 86,75±0,63  5,64±0,07 82,75±0,48 e 
22 5,75±0,08 57,50±2,46  5,86±0,08 60,25±1,65  5,66±0,04 58,25±1,49  

 
Tabela 3.3 - Valores do ph e percentual de viabilidade celular durante um ciclo de crescimento de culturas de células. Cada 
coluna representa a média ± E.P.M. considerando os resultados obtidos a partir de três experimentos independentes. As 
médias por coluna de % de viabilidade são estatisticamente diferentes (p≤0,005) pelo teste t, exceto aquelas marcadas com 
a mesma letra.  

 

O foco da curva de crescimento é a identificação da fase de desaceleração, que marca o 

momento exato em que as células devem ser subcultivadas para o estabelecimento das suspensões 
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celulares (Santos et al., 2010). Desta forma, as culturas de Hyptis devem ser repicadas no período do 

10 ao 15ºdia.  

Quanto ao pH do meio líquido da cultura, oscilações ao longo das fases da curva de crescimento 

foram percebidas (Tabela 3.3). O ph inicial estava entre 5,18 a 5,20 e foi elevando aos poucos até a 

faixa de 5,66 a 5,86 no 22º dia para as três espécies. Conforme Farjaminezhad e colaboradores (2013), 

com o crescimento celular e o aumento da densidade celular, é normal o pH do meio de cultura também 

aumentar. Essa flutuação pode ser resultado da influência de diversos fatores como hidrólise, quebra 

enzimática, foto-oxidação e fotólise em intermediários sensíveis à luz (Celedón et al., 2000; Chen et al., 

2014). 

A variação nas taxas de consumo de sacarose e seus componentes monossacarídeos, glucose e 

frutose, importantes fornecedores de carbono para células não fotossintéticas, foi representada 

graficamente na figura 3.5.  

 
Figura 3.5 - Variação nas taxas de consumo de sacarose e seus componentes monossacarídeos, glucose e frutose em culturas 
de suspensão celular de Hyptis spp.  As barras verticais representam a média ± E.P.M. considerando os resultados obtidos a 
partir de três experimentos independentes. (Hm) Hyptis marrubioides e (Hp) Hyptis pectinata. Hyptis suaveolens não foi 
avaliada quanto as taxas de consumo de sacarose, frutose e glicose.   

 
Os açúcares como a principal fonte de carbono para células não fotossintéticas são utilizados 

para manter a maioria das atividades biológicas e fisiológicas controlando a síntese e a liberação de 

produtos secundários nos meios de cultura (Lamboursain e Jolicoeur 2005). Estabeleceu-se uma 



CAPÍTULO 3 – AVALIAÇÃO DO CULTIVO IN VITRO DE Hyptis spp., 
  NA PRODUÇÃO DE METABÓLITOS SECUNDÁRIOS 
 

98 
Avaliação do potencial bioativo de plantas medicinais do gênero Hyptis 

 oriundas do cerrado brasileiro. Rejaine Martins Rios 

 

comparação entre a curva de crescimento e as variações nas taxas de consumo de açúcar. No momento 

0 da fase lag notou-se uma alta taxa de sacarose, oriunda do meio de cultura, e a presença de frutose e 

glucose resultantes da hidrólise da sacarose durante a esterilização em autoclave à alta temperatura. 

Entre o período 0 ao 2º dia, marcado por uma intensa atividade metabólica, observou-se uma diminuição 

da sacarose (33,3% Hm e 26% Hp) e, consequente, aumento da frutose (6,3% Hm e 4,4% Hp) e glucose 

(0,4% Hm e 2,5% Hp).  Entre o 2º e 5º dia, fase log, houve uma redução de 9,2% de sacarose e 

incremento de 7,2% de frutose e 5%glucose. Para Hp, a sacarose foi reduzida em 52,7% enquanto a 

frutose e glucose aumentaram 8,3% e 3,3%, respectivamente. A diminuição da concentração de sacarose 

e aumento da concentração de frutose e glucose, sugere a presença da enzima invertase, localizada na 

parede celular. Essa enzima atua como catalisadora na clivagem da sacarose em monossacarídeos 

frutose e glucose (Lutterbach e Stöckigt,1994; Kretzschmar et al., 2007; Mucciarelli et al., 2009).  

No 10º dia, fase linear, sacarose, glucose e frutose demonstraram um declínio acentuado, 

chegando a 63,4%, 83,5% e 46,3% respectivamente, para Hp e 55,3%, 87,5% e 46%, respectivamente, 

para Hm. Na fase de desaceleração, a sacarose continua declinando, só que agora a uma taxa menor, 

enquanto que, a glucose e frutose tem uma alta diminuição para Hp (71,4% e 95,6%, respectivamente) 

e Hm (73% e 94%, respectivamente). Na fase estacionária, os níveis de açúcares estavam escasseando 

e a atividade metabólica decrescendo. No 22º dia, fase de declínio, verificou-se o esgotamento da 

sacarose, frutose e glucose nas culturas de Hm e Hp com consequente declínio da biomassa e da 

viabilidade celular.    

 

3.4.3 Eliciação das culturas de suspensão celular e análise em HPLC-DAD 

 

Neste estudo, optamos por realizar as eliciações das Hyptis durante a fase linear. Dessa forma, 

adicionamos eliciadores bióticos (extrato de levedura) e abióticos (AS e MeJ) no 8º dia da cultura de 

células em suspensão. Krzyzanowska e colaboradores (2011) observaram que o acúmulo de AR em 

culturas de suspensão celular de Mentha piperita sofria variações de acordo com a fase do ciclo de 

crescimento celular, sendo que sua concentração aumentava entre o sexto e oitavo dia da fase linear. 

Assim, optaram por adicionar os elicitores ácido jasmônico e jasmonato de metila na fase linear e 

verificaram um acúmulo de 1,5 vezes maior de AR em comparação com a amostra controle, sem 

elicitação.  
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Estudos de eliciação de culturas de células em suspensão com AS, MeJ e EL têm se destacado, 

conforme a literatura, como uma alternativa eficaz a induzir e/ou aumentar a produção de metabólitos 

secundários de interesse comercial (Nafie et al., 2011; Shen et al., 2012; Chung et al., 2016; Li et al., 

2018). Neste caso, os eliciadores funcionam como moléculas sinalizadoras capazes de ativar uma 

cascata de transdução de sinal que leva à ativação e expressão de genes relacionados à biossíntese de 

metabólitos secundários em células vegetais e, eventualmente, em plantas in vivo (Zhao et al., 2005; 

Conceição et al.2006, Nafie et al., 2011; Shen et al., 2012; Li et al., 2018).  

Há diversos registros de uso dos eliciadores EL, MeJ e AS para aumentar a acumulação de certos 

compostos de interesse em plantas inteiras, calos, hairy hoots e culturas de células em suspensão.  

Desta forma, verificou-se que o extrato de levedura quando usado como eliciador foi capaz de induzir a 

síntese de alcalóides da benzofenantridina em culturas celulares de Eschscholtzia californica (Byun e 

Pedersen, 1993); fitoalexinas sesquiterpenoides (capsidiol e debneyol) em culturas “hairy roots” de 

Nicotiana tabacum (Wibberley et al., 1994); ácido chiquímico, precursos precoce da via dos 

fenilpropanoides (Broeckling et al., 2005); silimarina em culturas de células Silybum marianum 

(Sánchez-Sampedro et al., 2005); tanshinona em culturas “hairy roots” de Salvia miltiorrhiza (Yan et 

al., 2005; Shi et al., 2007). O eliciador metil jasmonato foi capaz de induzir  a  síntese de 

cumarina em culturas de células de salsa (Kauss et al., 1992); fitoalexinas (lubimin, solavetivona, 3-

hidroxisolavetivona) em culturas “hairy roots” de Hyoscyamus albuns (Kuroyanage et al., 1998); 

paclitaxel (taxol) e outros taxóides em culturas de células de Taxus canadenses e Taxus cuspidata 

(Ketchum et al., 1999); beta-thujaplicin em culturas celulares de Cupressus lusitânica (Zhao et al., 2001); 

3-indolilmetilglucosinolato em plantas Arabidopsis (Brader et al., 2001);  beta-amirina triterpeno (um 

precursor das saponinas triterpênicas) em culturas de células de Medicago truncatula (Broeckling et al., 

2005); silimarina em culturas de células Silybum marianum (Sánchez-Sampedro et al., 2005); 

saponina em culturas de células de Glycyrrhiza glabra (Hayashi et al., 2003); estilbenoides em culturas 

celulares de Vitis vinífera (Shen et al., 2012). Quanto ao ácido salicílico verifica-se a produção de quitinase 

em culturas de células de cenoura (Schneider-Müller et al., 1994); azadiractina em culturas “hairy roots” 

de Azadirachta indica (Satdive et al., 2007). 

Para as plantas Hyptis identificou-se alguns estudos envolvendo técnicas de eliciação. Num 

deles, plântulas de H. marrubioides foram cultivadas in vitro sob diferentes comprimentos de onda 

(branco, azul, verde, vermelho e amarelo) e obtiveram um maior acúmulo de rutina com luzes azuis e 

brancas (Pedroso et al., 2017). No outro estudo verificou-se que os eliciadores abióticos ácido salicílico 

javascript:;
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(SA) e nitrato de prata (SN) em concentrações de 30μM ou 60μM influenciaram o crescimento de 

plântulas de Hyptis marrubioides e aumentam o teor de rutina in vitro (Pedroso et al., 2019a). 

Neste trabalho, o ácido fenólico AR, comumente encontrado em espécies da família Lamiaceae 

e Boraginaceae e possuidor de atividade antimicrobiana, foi o composto de interesse investigado por 

eliciação em culturas de células em suspensão de Hp e Hm com os eliciadores EL, MeJ e AS.  Sabendo-

se que a concentração do eliciador e a determinação do tempo de exposição a eliciação são fatores 

fundamentais que afetam o crescimento celular e o rendimento de metabólitos secundários (Wang et al., 

2006; Shen et al., 2012), optou-se por testar diferentes concentrações de eliciador bem como avaliar o 

efeito do eliciador dentro de um período de 24hs e de 48hs.  

Os derivados do ácido rosmarínico presentes na biomassa das culturas celulares eliciadas foram 

identificados via HPLC-DAD comparando o tempo de retenção, o espectro do composto e λ (nm) de 

absorção máxima para cada pico da amostra com o pico do composto padrão AR (Figura 3.6). 

                                       

 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                           
 
 
 
 
Figura 3.6 - Espectro do composto AR usado para identificação nas culturas de células em suspensão eliciadas com MeJ, AS 
e EL obtido por HPLC-DAD a 350nm. O composto apresentou tempo de retenção de 20,50 minutos com comprimento de 
onda de absorção máxima a 329 nm.   

 

O efeito de eliciadores na viabilidade celular e na acumulação de AR e pode ser verificado nas 

Figuras 3.7 e 3.8.  Conforme a Figura 3.9, observou-se um escurecimento das culturas de células em 

suspensão dentro de 24hs, após o tratamento com o eliciador. Este facto supõem-se ser indicativo de 

uma resposta hipersensível e eventual morte celular. Tal situação, não ocorreu nas amostras controle 

desprovida de eliciador. Culturas celulares de Catharantus roseus tratadas com eliciadores também 

apresentaram escurecimento (Namdeo et al., 2008). 
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Figura 3.7 – Quantificação por HPLC-DAD de ácido rosmarínico em culturas de células em suspensão de Hyptis spp. em 
µg/g após eliciação.  (C) controle com 24hs e 48hs; (Hm AS) eliciação de células em suspensão de Hm com ácido salicílico; 
(Hs AS) eliciação de células em suspensão de Hs com ácido salicílico; (Hm MeJ) eliciação de células em suspensão de Hm 
com metil jasmonato; (Hs MeJ) eliciação de células em suspensão de Hs com metil jasmonato; (Hm EL) eliciação de células 
em suspensão de Hm com extrato de levedura; (Hs EL) eliciação de células em suspensão de Hs com extrato de levedura. 
Cada coluna representa a média ± E.P.M. considerando os resultados obtidos a partir de três experimentos independentes. 
Todos os valores relacionados são estatisticamente diferentes (p≤0,005) pelo teste t, exceto aqueles marcados com a mesma 
letra, no mesmo gráfico.  
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Figura 3.8 – Porcentagem de viabilidade celular em culturas de células em suspenção de Hyptis spp. antes e após eliciação 
via método azul de tripan.  (C) Controle; (Hm AS) eliciação de células em suspensão de H.marrubioides com ácido salicílico; 
(Hs AS) eliciação de células em suspensão de H.suaveolens com ácido salicílico; (Hm MeJ) eliciação de células em suspensão 
de H.marrubioides com metil jasmonato; (Hs MeJ) eliciação de células em suspensão de H.suaveolens com metil jasmonato; 
(Hm EL) eliciação de células em suspensão de H.marrubioides com extrato de levedura; (Hs EL) eliciação de células em 
suspensão de H.suaveolens com extrato de levedura. Cada coluna representa a média ± E.P.M. considerando os resultados 
obtidos a partir de três experimentos independentes. Todos os valores relacionados são estatisticamente diferentes (p≤0,005) 
pelo teste t, exceto aqueles marcados com a mesma letra. 
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Figura 3.9 - Fotos dos tratamentos de eliciação realizados com as plantas Hm e Hs. a) Eliciação de Hm com ácido salicílico 
25µM com 24 e 48hs; b) Eliciação de Hs com ácido salicílico 25µM com 24 e 48hs; c) Eliciação de Hm com metil jasmonato 
150µM e 600µM com 24 e 48hs; d) Eliciação de Hs com metil jasmonato 150µM e 600µM com 24 e 48hs; e) Eliciação de 
Hm com extrato de levedura 0,2mg/ml, 0,5mg/ml e 1mg/ml com 24 e 48hs. 

 

Constatou-se que o eliciador extrato de levedura, nas concentrações 0,2mg/ml, 0,5mg/ml e 

1mg/ml, não causou efeitos significativos para produção de AR em nenhuma das situações testadas 

para Hm e Hs. Também, observou-se que em todas as condições testadas com 600µM de MeJ, o nível 
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de produção de AR das amostras eliciadas ficaram bem próximos ou inferior ao grupo controle. Houve 

queda de viabilidade celular em ambas as situações. A partir destes resultados cogitou-se que as 

concentrações dos eliciadores podem não ter sido as ideais comprometendo a produção de metabólitos 

e a viabilidade celular. Namdeo (2007) afirmou que concentrações abaixo da condição ideal não são 

suficientes para ativar a síntese do metabolismo secundário e ao contrário, concentrações acima induzem 

uma resposta hipersensível, levando à morte celular.  

Em contraste com os resultados das Hyptis, alguns estudos retratam uma produção significativa 

de AR eliciados com EL. Culturas de células em suspensão de Orthosiphon aristatus mostraram um 

forte aumento transitório das atividades enzimáticas da fenilalanina amônia liase (PAL) e da tirosina 

aminotransferase (TAT) precendente ao pico de acúmulo de AR, independente do estágio de crescimento 

(Sumaryono et al., 1991). Mizukami e colaboradores (1992), confirmam o aumento da atividade da PAL 

em culturas de células em suspensão de Lithospermum erythrorhizon precedente a indução do acúmulo 

de AR que atingiu seu máximo em 24h. Num outro estudo desenvolvido por Mizukami  e colaboradores 

(1993), as culturas de células de L. erythorhizon eliciada por MeJ apresentaram resultados  mais lentos 

e superiores a eliciação por EL quanto a indução de atividades de PAL e  4-hidroxifenilpiruvato redutase 

(HPR) e acúmulo de AR. Yan e colaboradores (2005), afirmaram que culturas hairy roots de Salvia 

miltiorrhiza eliciadas com El, apresentaram acúmulo de AR dependente da dosagem do 

eliciador, sendo mais eficaz em doses mais altas. 

Os tratamentos de Hs e Hm com 150µM de MeJ (24h) mostraram um rápido e significativo 

aumento de AR na faixa de 54,62% e 108%, respectivamente, enquanto que com 48h notou-se um 

aumento lento de AR a ponto de Hs se igualar ao grupo controle. Já o tratamento de Hm com 25µM de 

AS (24h e 48h) apresentou um aumento de aproximadamente 62% em comparação com o grupo 

controle. Todavia, Hs (24h e 48h) não apresentou diferenças do grupo controle. Em todas as situações 

percebeu-se escurecimento das culturas e diminuição da viabilidade celular ao longo do tempo. Esse 

rápido aumento de AR após eliciação também foi notado por outros investigadores. Em culturas em 

suspensão de Coleus blumei (Lamiaceae) tratadas com 100µM MeJ ocorreu um acúmulo de AR após 

16 h a eliciação, sendo que os maiores teores foram medidos após 56h (Szabo et al., 1999). Além disso, 

Szabo e colaboradores (1999), mostraram que os os efeitos do elicitor fúngico de Pythium 

aphanidermatum e de MeJ foram comparáveis e que atividade da enzima hidroxifenilpiruvato redutase 

pode ser crucial para o aumento da biossíntese de AR.   Também houve aumento da acumulação de AR 

em culturas células de Exacum affine quando elevou-se a concentração de sacarose no meio, adicionou-



CAPÍTULO 3 – AVALIAÇÃO DO CULTIVO IN VITRO DE Hyptis spp., 
  NA PRODUÇÃO DE METABÓLITOS SECUNDÁRIOS 
 

105 
 

Avaliação do potencial bioativo de plantas medicinais do gênero Hyptis 
 oriundas do cerrado brasileiro. Rejaine Martins Rios 

 

se o precursor fenilalanina e o eliciador MeJA (100μM) (Skrzypczak-Pietraszek et al., 2014). Culturas 

hairy roots de Momordica charantia quando suplementadas com 100µM de AS aumentaram 

significativamente o teor de AR bem como de outros ácidos hidroxicinâmicos (ácido rosmarínico, ácidos 

clorogênico, ferúlico, cafeico, p-cumárico e t-cinâmico) e flavonóis (catequina, rutina, miricetina, 

naringenina, quercetina, kaempferol e biochanina) foi significativamente aumentada (Chung et al., 2016). 

Dowom e colaboradores (2017) relataram que em seu estudo o EL e MeJA possuem considerável 

capacidade de estimular a produção ácidos fenólicos, como a AR, ácido caféico e ácido salvianólico nas 

culturas de rebentos regenerados de Salvia virgata . Tais resultados reforçam o pressuposto de que o 

AR é um composto de defesa constitutivo das plantas contra infecções microbianas e sua concentração 

nas células vegetais pode ser aumentada por fatores que simulam a ação de patógenos e promovam 

sua biossíntese sob estresse (Szabo et al., 1999; Yan et al., 2005).  

Vários outros estudos demonstram a utilização de MeJ, AS e EL para aumento da produção de 

compostos fenólicos.  Sák e colaboradores (2014) destacam a produção de polifenóis por culturas de 

células em suspensão de Vitis vinífera eliciadas com metil jasmonato e extrato de patógeno da videira 

Phaeomoniella chlamydospora. As culturas de suspensão celular de Thevetia peruviana eliciadas com 

AS (300 μM) e e MeJA (3 μM) obtiveram bons resultados para compostos fenólicos e flavonóides 

sugerindo um efeito indutor desses eliciadores na via metabólica dos fenilpropanóides e diferentes 

mecanismos de ação destes na cultura celular (Mendoza et al., 2018). Li e colaboradores (2018), 

observaram o aumento significativo de polifenóis totais e flavonoides em brotos de feijão-arroz (Vigna 

umbellata) após tratamento com 100µmol de MeJ. A aplicação foliar de MeJ levou à obtenção de uvas 

com maior concentração de compostos fenólicos, independentemente da grande influência da variedade 

e fatores da estação de crescimento (Portu et al., 2018). Plantas de Lovage (Levisticum officinale ) com 

21 dias tiveram um aumento de compostos fenólicos quando eliciadas com 10µM ácido jasmônico e 

0,1%  de extrato de levedura (Złotek  et al., 2019). 

Acredita-se que a produção de AR e outros compostos fenólicos via eliciação está provavelmente 

associada com aumentos rápidos e transitórios nas atividades principais das enzimas da via 

fenilpropanoide/flavonoides, como fenilalanina amônia-liase (PAL), tirosina aminotransferase (TAT), 4-

hidroxifenilpiruvato redutase (HPR), peróxidos (POD) e polifenoloxidade (PPO) (Gundlach et al., 1992; 

Conceição et al., 2006; Nafie et al., 2011; Liu et al., 2019). Todavia, os mecanismos de ação destas 

enzimas ainda são alvo de discussões.  

https://www.mdpi.com/search?authors=Urszula%20Z%C5%82otek&orcid=0000-0001-6812-5596
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O acúmulo de metabólitos secundários nos períodos iniciais após eliciação e sua redução com 

o aumento do tempo de exposição, tais como aconteceram com as Hyptis, também foram relatados por 

outros investigadores em outras espécies. Namdeo e colaboradores (2007) demonstraram que quando 

células de Catharantus roseus foram expostas a elicitores fúngicos houve um aumento na produção de 

ajmalicina após 48h de exposição e uma diminuição deste composto com o aumento do tempo de 

exposição para 96h. Para Riihwani e Shanks (1998), os níveis de lochnericina aumentam após 24h da 

adição do ácido jasmônico e diminuiram continuamente com o tempo igualando ao controle após 70h 

da eliciação. 

Quanto ao escurecimento das culturas e a queda da viabilidade celular, destaca-se que 

concentrações de eliciadores adicionadas exogenamente nas culturas de Hyptis podem ter mediado 

respostas ao estresse que levaram a uma regulação negativa do crescimento e desenvolvimento 

(Gadzovska et al., 2007). Tal situação foi relatada por Gadzovska e colaboradores (2007) em seu estudo 

com culturas de suspensões celulares de Hypericum perforatum. Estas uma vez tratadas com diferentes 

concentrações de ácido jasmônico (AJ) apresentaram escurecimento das culturas, formação de 

agregados celulares, produção de fenilpropanóides e naftiodiantronas e efeitos sobre a viabilidade celular. 

Neste caso, a concentração de 50µM de AJ não causou variações significativas, mas níveis mais altos 

(100 e 250µM AJ) tornou a viabilidade celular dependente do tempo pós-elicitação chegando 65% aos 

21 dias do tratamento. As relações entre o escurecimento da suspensão, a formação de agregados 

celulares e uma forte indução das vias metabólicas secundárias também foram descritos por Zhao e 

colaboradores (2005).  

Estes resultados demonstram que a planta Hyptis tem potencial para aumentar a produção de 

metabólitos secundários via eliciação e que o tipo, a concentração e o tempo de exposição do eliciador 

configuram-se como os principais fatores capazes de afetar de forma positiva ou negativa a produção 

destes compostos, tal como o AR.   

 

3.4.4 Espectrometria de massa de calos e células 

 

O AR da biomassa de calos e células de Hm, Hp e Hs foi identificado comparando os tempos de 

retenção e massa molecular com o do padrão de referência (Figura 3.10 a Figura 3.16). 
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Figura 3.10 – Cromatograma e espectro de massas da solução padrão AR utilizada na análise por HPLC/Ms.                                         
 
 

 
Figura 3.11 – Cromatograma e espectro de massa obtido para o composto AR na biomassa de calos de Hm utilizados em 
análise por HPLC/Ms.  
 
 
 

 
 
Figura 3.12 – Cromatograma e espectro de massa obtido para o composto AR na biomassa de calos de Hp utilizados em 
análise por HPLC/Ms.  
 

a 
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Figura 3.13 Cromatograma e espectro de massa obtido para o composto AR na biomassa de calos de Hs utilizados em 
análise por HPLC/Ms.  

 
 
 

 

  
Figura 3.14 – Cromatograma e espectro de massa obtido para o composto AR na biomassa de células em suspensão de 
Hm utilizados em análise por HPLC/Ms.  
 

 
Figura 3.15 – Cromatograma e espectro de massa obtido para o composto AR na biomassa de células em suspensão de 
Hp utilizados em análise por HPLC/Ms.  
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Figura 3.16 – Cromatograma e espectro de massa obtido para o composto AR na biomassa de células em suspensão de Hs 
utilizados em análise por HPLC/Ms.  
 

 
           A análise do perfil fitoquímico das culturas in vitro demonstrou a presença de composto fenólico 

da classe dos ácidos hidroxicinâmicos (AR) em todas as amostras de calos e células Hyptis (Tabela 3.4). 

Os resultados comprovaram que células indiferenciadas (calos e culturas de suspensões celulares) 

podem adquirir um grau de diferenciação a fim de produzir o metabólito secundário (Gadzoyska et al., 

2007) AR. 

 

Composto  
 

Amostras 
Íon precursor 
[M-H]- (m/z) 

Tr (min) 

Ácido rosmarínico 
 

 Biomassa de calos de Hm 359.4 10.86 
 Biomassa de calos de Hp 359.4 10.86 
 Biomassa de calos de Hs 359.4 10.91 

 Biomassa de células em suspensão de Hm 359.4  10.86 
 Biomassa de células em suspensão de Hp 359.4  10.94 
 Biomassa de células em suspensão de Hs 359.4  11.02 

Tabela 3.4 – Dados obtidos por HPLC-Ms do AR identificado na biomassa de calos e células (liofiolizadas e resuspensas em 
metanol 80%). (Tr) tempo de retenção.  
 
 
 
 
 

3.5 CONCLUSÃO 

 

Na presente investigação, as técnicas de cultura de tecidos vegetais in vitro para 

micropropagação proporcionaram a produção de plântulas, calos e culturas de células em suspensão de 

Hm, Hp e Hs em meio Ms.  Quanto a fitoquímica, verificou-se a presença do AR nos calos e na biomassa 

celular das culturas em suspensão das três espécies de Hyptis. Além disso, as culturas celulares de Hs 

eliciadas com MeJ e as de Hm eliciadas com MeJ e As obtiveram um aumento significativo no acúmulo 
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de AR. A concentração do eliciador e o tempo de incubação com eliciador mostraram-se fundamentais 

para o processo descrito. Portanto, a utilização da cultura in vitro associada ao uso de eliciadores pode 

ser uma alternativa para a exploração sustentável destas espécies como fonte de compostos 

biologicamente ativos para fins farmacológicos.   
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4. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE EXTRATOS METANÓLICOS DE Hyptis spp. 
 

 

 

4.1 INTRODUÇÃO 

 

 

4.1.1. Determinação do potencial antioxidante dos extratos de Hyptis “in vivo” e “in vitro” 

 

Para qualquer organismo aeróbio o oxigênio molecular (O2) é fundamental ao seu metabolismo. 

No entanto, este mesmo metabolismo ocasiona a formação de espécies reativas de oxigénio (EROs) que 

por serem altamente reativos podem interferir em reações normais do organismo e, quando em excesso, 

podem causar várias patologias, como câncer, aterosclerose, artrite, lesão do sistema nervoso central e 

distúrbios degenerativos (Uttara et al., 2009; Birben et al., 2012; Rahman, 2007). Contudo, as EROs 

não podem ser considerados totalmente vilões da espécie humana, visto que em quantidade baixas a 

moderadas desempenham papel importante em numerosos processos fisiológicos, incluindo a 

proliferação, defesa do hospedeiro, transdução de sinal e expressão gênica (Bae et al., 2011; Nita et al., 

2016). 

Em virtude deste “duplo” comportamento, há necessidade de um equilíbrio entre a produção de 

EROs e defesas antioxidantes da célula como condição essencial a homeostase do organismo. Desta 

forma, possíveis danos causados poderiam ser minimizados pela ação neutralizante de enzimas e 

moléculas não enzimáticas das células sem prejuízo das funções fisiológicas (Ferreira e Abreu, 2007; 

Barbosa et al., 2010; Rahman, 2007). Porém, quando há uma geração excessiva de EROs ou um 

decréscimo na velocidade de remoção desses instaura-se um processo de desequilíbrio entre oxidantes 

e antioxidantes conhecido de estresse oxidativo (Ferreira e Abreu, 2007; Barbosa et al., 2010).  

O estresse oxidativo causa prejuízos a integridade de várias biomoléculas, incluindo lipídios, 

proteínas e DNA, com implicações em várias doenças como diabetes mellitus, doenças 

neurodegenerativas, artrite reumatóide, catarata, doenças cardiovasculares, doenças respiratórias, bem 
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como no processo de envelhecimento (Phaniendra et al., 2015). Diante desta condição oxidativa, os 

danos poderiam ser diminuídos com uso de antioxidantes sintéticos amplamente empregados pela 

indústria alimentícia, cosmética e terapêutica como uma alternativa de combater o estresse oxidativo 

(Degáspari e Waszczynskyj, 2004).  Contudo, alguns antioxidantes sintéticos foram recentemente 

descritos como perigosos a saúde humana e a sua substituição por compostos naturais antioxidantes de 

baixo custo e não tóxicos seria uma opção mais barata, segura e desejada pelo consumidor (Lobo et 

al.,2010). Nesse sentido, a prevalência de estudos direcionados a fitoquímicos bioativos, especialmente 

compostos fenólicos, que possam atuar isolados ou sinergicamente com outros aditivos, vem se tornando 

notória (Michalak, 2006; Sahoo et al., 2013; Nowak et al., 2018). 

Hyptis é um importante gênero da família Lamiaceae com ampla distribuição na região do 

Cerrado Brasileiro e cujas espécies apresentam propriedades aromáticas e medicinais. Vários compostos 

fenólicos, dentre eles o ácido rosmarínico e alguns flavonoides, são comumente encontrados nesta 

família e podem conferir característica antioxidante às suas espécies com papel importante na redução 

do estresse oxidativo e na proteção contra várias doenças (Harley et al., 2004; Justo et al., 2008; Silva 

et al., 2011; Roby et al., 2013; Orlowska et al., 2015; Tafurt-García et al., 2015; Papuc et al., 2016; 

Vieira e Orlanda, 2018).  

As espécies Hyptis marrubioides (Hm), H. pectinata (Hp) e H. suaveolens (Hs) são amplamente 

utilizadas na medicina popular para tratamento de dores, doenças de pele, cãibras e problemas 

gastrointestinais (Botrel et al., 2009; Moreira et al., 2010a; Raymundo et al., 2011; Andrade et al., 

2017a). Outras aplicações contra febre, infecções respiratórias, câncer, inflamações, foram relatadas 

para Hp e Hs (Raymundo et al., 2011; Ghaffari et al., 2014; Khonkarn et al., 2015). Muitos estudos 

sobre a composição química dos seus óleos essenciais revelam a presença de monoterpenos, 

sesquiterpenos, diterpenos e triterpenos, com variação química conforme variações nas condições 

ambientais e endógenas (Sales et al., 2009; Botrel et al., 2009; Nascimento et al., 2008; Tonzibo et al., 

2009; Rodrigues et al., 2012; Jesus et al., 2016; Martins et al., 2006; Tafurt-Garcia et al., 2015 ). Em 

contraste, pouquíssimos estudos se referem aos compostos fenólicos presentes em seus extratos. 

Quanto a ação biológica, investigações apontam significativa atividade antioxidante e estimulam o 

desenvolvimento de ensaios in vivo para sua validação (Andrade et al., 2010; Santos et al., 2010; Deepika 

et al., 2013; Ghaffari et al., 2014; Li et al., 2014; Bayala et al., 2014;  Serafini et al., 2017; Santos et 

al., 2018).  
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Pensando-se na descoberta de compostos promissores e, consequente, aumento da demanda 

por estas plantas medicinais, a utilização das técnicas biotecnológicas, como cultura de tecidos, seria 

uma alternativa atraente para multiplicação de plântulas in vitro em larga escala de forma contínua, 

rápida, usando pouco espaço e de modo sustentável com fins à biossíntese de metabólitos secundários 

(Sidhu, 2010).  Isso porque, desde o início da utilização desta técnica, constatou-se que espécies vegetais 

cultivadas in vitro são dotadas da capacidade inerente de sintetizar metabólitos secundários valiosos 

semelhantes aqueles produzidos por suas espécies in natura (Siddiqui et al., 2013).  Dessa forma, a 

estimulação de pesquisas de culturas in vitro com as Hyptis poderia ser uma excelente estratégia de 

obtenção de metabólitos secundários com ação antioxidante a um custo-benefício melhor do que pelo 

método convencional de cultivo em campo.  Além do mais, a micropropagação seria uma forma de 

garantir a conservação destas espécies de interesse (Pedroso et al., 2019a). 

No entanto, apesar do potencial medicinal das espécies Hyptis, ainda existem poucas evidências 

em relação ao seui perfil fitoquímico e atividade antioxidante e nenhum estudo comparativo entre os 

cultivos in vivo e in vitro.  Portanto, o objetivo deste trabalho foi investigar e comparar o perfi fitoquímico 

e a atividade antioxidante de extratos metanólicos de folhas de Hyptis (Hm, Hp e Hs) cultivadas in vivo 

com as cultivadas in vitro. 

 

 

4.2 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

4.2.1 Coleta e processamento do material vegetal  

 

4.2.1.1 Biomassa in vivo e in vitro 

 

As folhas e sementes de Hm, Hp e Hs foram coletadas no campo experimental do Laboratório 

de Cultura de Tecidos Vegetais do Instituto Federal de Educação, Ciência e Tecnologia Goiano (IFGoiano), 

Campus Rio Verde, nas coordenadas aproximadas de 17º48’3,81’’S e 50º54’0,07’’W; 17º48’3,94’’S e 

50º53’9,99’’W e 17º48’3,81’’S e 50º54’0,01’’W, respectivamente, altitude de 727m, no período da 

manhã do dia 05 de março de 2014 (folhas) e 02 de agosto de 2014 (sementes). 
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As folhas foram secas em estufa de circulação de ar a 35ºC, até peso constante para 

estabilização da biomassa.  Posteriormente este foi moído em moinho de facas, acondicionado em sacos 

plásticos, selados, identificados e mantidos em câmara fria a -20ºC. As sementes passaram por um 

processo de desinfeção para produção de plântulas axénicas conforme descrito no item 3.2.2 (Cap. 3). 

As plântulas estabelecidas foram congeladas, liofilizadas, trituradas, acondicionadas em tubos falcon 

50ml, identificadas e armazenadas em câmara fria a -20ºC. 

 

4.2.2 Preparação de extratos metanólicos de Hyptis spp. 

 

A biomassa vegetal de amostra in vivo e in vitro foi macerada em metanol na proporção de 1 

grama de biomassa seca para 10 ml de metanol 80% (1:10), homogeneizada no ultrasonicador por 15 

minutos e estocada por 5 dias no escuro e a temperatura ambiente. Esta solução foi filtrada, evaporada 

e liofilizada por 72 horas.  Prepararam-se soluções estoque do extrato liofilizado dissolvendo-o em DMSO 

PA (dimetilsulfóxido) a 150mg/ml para in vivo e 40mg/ml para in vitro. Essa solução foi homogenizada 

no ultrasonicador por 15 minutos e a seguir, foi armazenada a temperatura de 4ºC para posterior análise 

por HPLC-DAD-MS e em ensaios de bioatividade. 

 

4.2.3 Caracterização fitoquímica dos extratos metanólicos por HPLC-DAD e 

espectrometria de massa 

 

Usou-se o aparelho cromatográfico HPLC-DAD (Sistema LaChrom Elite® da VWR-Hitachi) nas 

mesmas condições descritas no item 3.2.7 (Cap.3) para identificação dos compostos presentes nos 

extratos metanólicos de folhas in vivo de Hm (ExMtHmVv), Hp (ExMtHpVv) e Hs (ExMtHsVv) e nos extratos 

metanólicos de folhas in vitro de Hm (ExMtHmVt), Hp (ExMtHpVt) e Hs (ExMtHsVt). Além do ácido 

rosmarínico, usou-se os padrões ácido clorogênico, quercetina, isoquercetina e luteolina-7-glucosídeo, 

kampferol. Já para análises de espectrometria de massas recorreu-se ao equipamento 

HPLC PerkinElmer®acoplado a espectrômetro de massas (PerkinElmer® Flexar SQ 300 MS) descrito 

no item 3.2.8.  
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4.2.4 Ensaios antioxidantes de Hyptis spp. 

 

A atividade antioxidante dos extratos de Hyptis spp. foi avaliada, in vitro, por meio dos ensaios 

de DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazil), capacidade de quelação do íon ferro, inibição de produção do óxido 

nítrico, sequestro do ânion superóxido, inibição da oxidação do betacaroteno/ácido linoleico e poder de 

redução sobre o íon férrico (FRAP). Os ensaios antioxidantes foram realizados em microplacas de 96 

poços visando reduzir a quantidades de reagentes e amostras necessárias, aumentar o número de 

análises simultâneas e otimizar o tempo e precisão das leituras por meio de equipamentos 

automatizados. O composto antioxidante padrão utilizado foi a quercetina (2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3,5,7-

trihydroxy-4H-1-benzopyran-4-one,3,3′,4′,5,6-pentahydroxyflavone), com ≥95% (HPLC), fórmula química 

C15H10O7 e peso molecular de 302,24 g/mol (Sigma-Aldrich). 

 

4.2.4.1 Ensaio DPPH  

 

Para determinar a atividade antioxidante in vitro dos extratos de Hyptis spp., recorreu-se ao 

método espectrofotométrico DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazil, Sigma-Aldrich) descrito por Brand-Williams 

e colaboradores (1995), com modificações. Preparou-se uma solução de DPPH a 400µM em etanol 

100% e adicionou-se a cada poço de uma microplaca, 140 µl desta solução DPPH e 10 µl de extrato a 

diferentes concentrações. Para o branco da amostra, substitui-se a solução DPPH por 140 µl de etanol 

100% enquanto que para o controle substitui-se os extratos por 10 µl de etanol 100%. A reação foi 

monitorada do instante 0 até o instante 60 min no escuro e a temperatura ambiente por meio do leitor 

de microplacas SpectraMaxPlus a λ=515 nm. A porcentagem de redução do DPPH foi calculada com 

base na fórmula: 

 

 

onde, Af – Absorbância registrada no estado de equilíbrio e Ai – Absorbância inicial registrada no tempo 

t= 0 minuto. 

A partir dos resultados obtidos da fórmula, construiu-se uma curva da porcentagem de redução 

do DPPH versus as concentrações de cada extrato visando a determinação do EC50. 

(%) redução de DPPH  = Ai – Af x 100 
                          Ai 
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4.2.4.2 Ensaio da capacidade de quelação do ferro  

 

Para testar a atividade quelante dos extratos metanólicos de Hyptis, usou-se o ensaio ICA 

adaptado de Dinis e colaboradores (1994). Soluções de FeSO4 a 0,12mM em água ultrapura (Iron (II) 

sulfate heptahydrate 99%, Sigma-Aldrich) e ferrozina a 0,6mM em água ultrapura (3-(2-Pyridyl)-5,6-

diphenyl-1,2,4-triazine-4′,4′′-disulfonic acid sodium salt, Sigma-Aldrich) foram previamente preparadas e 

protegidas da luz, antes e durante a realização dos ensaios.  

A atividade quelante do extrato foi testada em uma microplaca acrescentando a cada poço 50µl 

de extrato a diferentes concentrações, 50µl de FeSO4 e 50µl de Ferrozina. O controle e o branco 

diferenciaram-se pela substituição de extrato por água ultrapura e ferrozina por água ultrapura, 

respectivamente. Após adição de todos os reagentes, a microplaca ficou em repouso à temperatura 

ambiente e protegida da luz por 10 minutos. O reagente ferrozina (Fz), na presença do íon Fe2+, formou 

o complexo Fe (II) (Fz)3, de cor rósea, cuja absorbância foi medida a 562nm usando um 

espectrofotômetro (modelo SpectraMaxPlus).  

A porcentagem de atividade quelante do ferro (% ICA), foi calculada conforme a fórmula:  

 

 
onde, Ac – Absorbância do controle; Aa – Absorbância da amostra e Aa – Absorbância do branco da 

amostra. 

Os valores de porcentagem de ICA foram plotados contra as concentrações dos extratos de 

Hyptis. A concentração necessária de amostra para reduzir a descoloração da ferrozina em 50% (EC50) 

foi determinada graficamente.   

 

4.2.4.3 Ensaio da capacidade de inibição da produção de óxido nítrico 

 

A determinação da capacidade de interceptação do NO foi realizada utilizando-se solução de 

nitroprussiato de sódio (SNP, Merk), de acordo com a metodologia descrita por Green et al., (1982), com 

modificações. Nos poços de cada microplaca relacionados as amostras e ao branco da amostra colocou-

se 100µl de extrato a diferentes concentrações mais 100µl de SNP (a 20mM em água ultrapura). Para 

(%) ICA = Ac – (Aa – Ab) x 100 
     Ac 
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o controle e o branco controle adicionou-se no lugar do extrato solução tampão H3PO4 (19mM em água 

deionizada, pH 7,4). Esperou-se uma hora e adicionou-se 100µl do reagente Griess (sulfanilamida a 1% 

em ácido fosfórico a 5% e naftildetilenodiamina a 0,1% em água ultrapura) no poço da amostra e no do 

controle e 100µl de solução tampão fosfato no branco da amostra e no branco controle. As placas ficaram 

em repouso e protegidas da luz por 10 minutos até serem analisadas no espectrofotômetro (modelo 

SpectraMaxPlus) a 562nm. 

Os resultados são expressos em porcentagem de inibição da produção de nitrito (% NO) 

relativamente ao controle sendo calculada, conforme a fórmula: 

 

 

onde, Ac– Absorbância do controle; Abc – Absorbância do branco do controle; Aa – Absorbância da 

amostra e Aba – Absorbância do branco da amostra. 

Os valores de porcentagem do NO foram contrastados com as concentrações dos extratos de 

Hyptis. A concentração necessária de amostra para reduzir a descoloração do cromóforo em 50% (EC50) 

foi determinada graficamente.   

 

4.2.4.4 Ensaio da capacidade de sequestro do ânion superóxido 

 

O ensaio da capacidade de intercepção do radical ânion superóxido pelos extratos metanólicos 

de Hyptis spp., foi realizado conforme a metodologia desenvolvida por Ewing e Janero, 1995. Para 

realização do ensaio foram previamente preparadas e protegidas da luz, soluções estoque de tampão 

fosfato a 19 mM em água deionizada e ph 7,4 (PanReac Química SLU), NBT (Nitrotetrazolium Blue 

chloride, Sigma-Aldrich) a 81,5 µM em tampão, NADH (Disodium salt, Roche Custom Biotech) a 1,97mM 

em tampão e PMS (Phenazine methosulfate, Sigma-Aldrich) 16µM em tampão que foram armazenadas 

em gelo até o momento das análises.  

Nos poços da microplaca relacionados às amostras colocou-se 50µl de extrato a diferentes 

concentrações, 50 µl de NADH, 150 µl NBT e 50 µl PMS. O branco da amostra e o controle 

diferenciaram-se pela troca de PMS por tampão e extrato por tampão, respectivamente. Após 5 minutos 

de incubação sobre proteção da luz, procedeu-se a leitura da placa a 560nm.  

(%) inibição de NO  = (Ac – Abc) – (Aa -Aba)x 100 
                         (Ac – Abc) 
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Os resultados são expressos em porcentagem de inibição da produção de azul de nitrotetrazólio 

relativamente ao controle (% NBT) sendo calculados conforme a fórmula: 

 

 

onde, Ac– Absorbância do controle, Aa – Absorbância da amostra e Aba – Absorbância do branco da 

amostra. 

Os valores de porcentagem do NBT foram contrastados com as concentrações dos extratos de 

Hyptis spp. A concentração necessária de amostra para reduzir a descoloração do cromóforo em 50% 

(EC50) foi determinada graficamente.  

 

4.2.4.5 Ensaio da inibição da oxidação do β-caroteno/ácido linoleico 

 

O ensaio da oxidação do β-caroteno/ácido linoleico descrita por Prieto, et al., 2012, foi utilizada 

para determinação da atividade antioxidante dos extratos de Hyptis. Para preparação da solução de uso 

β-caroteno, num balão de fundo redondo com junta esmerilhada e tampa, adicionou-se 4 mg de β-

caroteno (β-carotene, Sigma-Aldrich), 4 g de tween 20 (tween® 20, Sigma-Aldrich), 0,5 ml de ácido 

linoleico (linoleic acid, Sigma-Aldrich) e 20 ml de clorofórmio (chloroform, Sigma-Aldrich). Levou-se o 

frasco, sempre protegido da luz, ao evaporador rotativo numa temperatura de 45°C para remoção do 

clorofórmio por período curto de tempo, evitando-se o início do processo de oxidação lipídica (Prieto et 

al., 2012). Após remoção do clorofórmio, adicionou-se 30 ml de solução tampão Britton-Robinson 

(100mM, pH 6,5) para cada 1ml de resíduo oleoso e verificou-se a absorbância de aproximadamente 

1,4 a 470 nm. O resíduo remanescente e a solução de trabalho foram armazenadas a -20ºC por no 

máximo uma semana, até a realização do ensaio.   

Para os poços da microplaca relacionados a amostra utilizou-se 50 µl de extrato a diferentes 

concentrações e 250 µl de solução de uso β-caroteno. Para os poços relacionados ao branco da amostra 

e ao controle substitui-se a solução de uso por solução Britton e extrato por solução Britton, 

respectivamente. As microplacas foram incubadas a 45°C durante 60 min.  A descoloração do β-

caroteno pelos radicais gerados da oxidação espontânea do ácido linoleico a 45°C foi monitorada pelo 

decréscimo da absorbância medida pelo espectrofotômetro a 470 nm, do tempo 0 até o fim de 60 

minutos. 

(%) Inibição da produção de NBT= Ac – (Aa -Aba) x 100 
                                                           Ac 
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A porcentagem de inibição da oxidação β-caroteno/ácido linoleico foi calculada com base na 

fórmula: 

 

onde, Af – Absorbância registrada no estado de equilíbrio e Ai – Absorbância inicial registrada no tempo 

t= 0 minuto.  

A partir dos resultados obtidos da fórmula, construiu-se uma curva da porcentagem de inibição 

da oxidação versus as concentrações de cada extrato visando a determinação do EC50. 

 

4.2.4.5 Ensaio FRAP 

 

O ensaio FRAP para determinação do EC50 dos extratos de Hyptis spp. foi feito de acordo com 

Tseng et al., 2006; Sun et al., 2017, com adaptações. A solução oxidante FRAP, denominada reagente 

FRAP, foi preparada com adição de solução tampão de acetato (PanReac) a 300 mM e ph 3,6, solução 

de TPTZ (2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine, Sigma-Aldrich) a 10mM  dissolvida em HCl (Hydrochloric acid, 

Sigma-Aldrich) a 40mM e solução de FeCl3.6H2O (Iron(III) chloride hexahydrate, Sigma-Aldrich) a 20mM 

na proporção de 10:1:1.   

Para realização do ensaio acrescentou-se em cada poço da microplaca, 20µl de extrato a 

diferentes concentrações, 15 µl de H2O, 150 µl reagente FRAP pré-aquecido a 37°C. O branco da 

amostra e o controle diferenciaram-se pela troca de reagente FRAP por água ultrapura e extrato por 

tampão acetato, respectivamente. Após 4 minutos de incubação sobre proteção da luz, verificou-se a 

redução do fero (III) a ferro (II) com consequente mudança de cor azul claro nos poços para azul escura 

(figura 4.7) e procedeu-se a leitura da placa a 593nm. O aumento da absorbância representou o poder 

redutor dos antioxidantes O valor EC50 correspondeu a concentração efetiva na qual a absorbância foi de 

0,500 para redução do Fe3+ obtido pela plotagem dos valores de absorbância versus as concentrações 

dos extratos de Hyptis. 

 

 

4.3 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

(%) Inibição da oxidação = Ai – Af x 100 
                             Ai 
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As análises estatísticas foram realizadas utilizando os algoritmos implementados no software 

Graph Pad Prism®versão 5.01 (San Diego, CA). O programa é implementado com equações integradas 

para regressão não linear que, por meio de cálculos matemáticos, geram um ajuste de curva mais preciso 

aos pontos dados permitindo obter a EC50 (Chen et al.,2013). Os dados obtidos foram expressos como 

média ± E.P.M. (Erro Padrão da Média) de três experimentos independentes (n=3) realizados em 

triplicata. A significância das diferenças entre as médias obtidas foi avaliada usando o test t de Student 

não pareado. A diferença com p≤0.05 foi considerada significante.  

 

4.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

 

4.4.1 Análise em HPLC-DAD e HPLC-DAD-Ms 

 

A figura 4.1 mostra o perfil de compostos fenólicos dos extratos metanólicos de folhas in vivo de 

Hm (ExMtHmVv), Hp (ExMtHpVv) e Hs (ExMtHsVv) e dos extratos metanólicos de folhas in vitro de Hm 

(ExMtHmVt), Hp (ExMtHpVt) e Hs (ExMtHsVt) registrado a 350nm.  
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Figura 4.1 – Cromatograma dos extratos etanólicos de folhas de H.marrubioides (a), H. pectinata (c) e H. suaveolens (e) a 
concentração de 100 µg/ml “in vivo”  e H.marrubioides (b), H. pectinata (d) e H. suaveolens (f) a concentração de 40 µg/ml 
“in vitro” obtidos por HPLC-DAD a 350nm.  

 

Os compostos fenólicos foram identificados comparando o espectro UV-Vis, o seu tempo de 

rentenção e λ (nm) de absorção máxima para cada pico dos extratos com os dos compostos padrões de 

referência (figura 4.2).  
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Figura 4.2 - Espectros visíveis dos compostos fenólicos padrões obtidos por HPLC-DAD a 350nm.  (a) ácido clorogênico – 
máx. absorção 324nm; (b) luteolina – máx. absorção 348nm; (c) isoquercetina – máx. absorção 354nm e (d) ácido 
rosmarínico – máx. absorção 329nm (e) quercetina - – máx. absorção 370 nm 
 

 

Foi detectada a presença de compostos pertencentes a duas classes principais de compostos 

fenólicos: ácidos hidroxicinâmicos e flavonóides, como podem ser observados nas tabelas 4.1 a 4.3. Os 

resultados estão de acordo com a literatura que afirma que os ácidos fenólicos e flavonoides são 

importantes antioxidantes naturais, encontrados em plantas medicinais da família Lamiaceae (Sytar et 

al., 2018; Ávila-Reyes et al., 2018). Estes compostos fenólicos desempenham papéis importantes no 

crescimento e desenvolvimento das plantas, particularmente nos mecanismos de defesa contra ataques 

de patógenos e insetos, radiação UV e ferimentos (Kulbat, 2016; Sytar et al., 2018). Além disso, ácidos 

fenólicos e flavonóides vem sendo utilizados a favor da saúde humana na luta contra o câncer e outras 

doenças (Abotaleb et al., 2019).  
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Planta 
Número do 

Pico 
Composto 

Tempo de 
retenção 

Área 
Quantificação 

em µg/ml 
 

 1 
Derivados do ácido cafeoilquínico 

10,960 635417 16,65 
 

Hyptis 
marrubioides  

“in vivo” 

2 12,193 1117479  

3 Flavonas derivadas de luteolina 14,88 6658865 230,39  

4 Flavonóis derivados de quercetina 19,92 12960397 76,26  

5 
Derivados de ácido rosmarínico 

20,36 31293942   
6 22,20 18677323 2.813,11  

Teor total de fenólicos                                                                                                                                       3.136,41 

Hyptis 
marrubioides  

“in vitro” 

1 Derivados do ácido cafeoilquínico. 12,213 2188318 20,79  

2 

Flavonas derivadas de luteolina 

14,840 7663123  

 3 16,507 3526292 442,43 

4 16,960 1598492  

5 
6 

Derivados de ácido rosmarínico 
20,347 13523129   
20,727 1908288 868,82  

Teor total de fenólicos                                                                                                                                       1.332,04 

Tabela 4.1 – Dados obtidos por HPLC-DAD do fitoconstituintes presentes em extratos metanólicos de folhas de Hm in vivo e 
in vitro.  
 
 
 

Planta 
Número do 

Pico 
Composto 

Tempo de 
retenção 

Área 
Quantificação 

em µg/ml 

Hyptis pectinata 
“in vivo” 

1 
Derivados do ácido cafeoilquínico. 

10,907 1240154 23,08 

2 12,173 1189886  

3 
Flavonóis derivados de quercetina 

19,92 5269352 
38,15 

5 21,84 1215952 

4 
Derivados de ácido rosmarínico 

20,347 37602385  

6 22,193 5703179 2.437,88 

Teor total de fenólicos                                                                                                                                       2.499,11 

Hyptis pectinata  
“in vitro” 

1 Derivados do ácido cafeoilquínico. 12,260 2303755 21,88 

2 
Derivados de ácido rosmarínico 

20,373 2508471 
425,14 

3 26,087  4654920 

Teor total de fenólicos                                                                                                                                         447,02 

Tabela 4.2 – Dados obtidos por HPLC-DAD do fitoconstituintes presentes em extratos metanólicos de folhas de Hp in vivo e 
in vitro.  
 
 
 

Planta 
Número do 

Pico 
Composto 

Tempo de 
retenção 

Área 
Quantificação em 

µg/ml 

Hyptis suaveolens 
“in vivo” 

1 
Derivados do ácido cafeoilquínico. 

12,180 670118 37,56 
2 16,867 3283392  

3 Flavonóis derivados de quercetina 19,93 3731051 21,95 

4 
Derivados de ácido rosmarínico 

20,367 12391832 1.071,17 
5 21,83 1234384  
6 22,20 6507211  

Teor total de fenólicos                                                                                                                                    1.130,68 

Hyptis 
suaveolens 
“in vitro” 

1 Derivados do ácido cafeoilquínico 12,22 3719409 35,33 

2 Flavonas derivadas de luteolina 14,753 4416450 14,75 

3 
Derivados de ácido rosmarínico 

20,347 56950933 3.663,48 
4 22,213 8125857  

Teor total de fenólicos                                                                                                                                     3.713,56 

Tabela 4.3 – Dados obtidos por HPLC-DAD do fitoconstituintes presentes em extratos metanólicos de folhas de Hp in vivo e 
in vitro.  
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Entre os ácidos hidroxicinâmicos verificamos a presença de derivados do ácido rosmarínico e 

derivados cafeoilquínico em todas as amostras. Quanto aos flavonóides, nas amostras in vivo, verificamos 

a presença de flavonas derivadas da luteolina e flavonóis derivados da quercetina, enquanto que nas 

amostras in vitro detectou-se a presença de flavonas derivadas da luteolina, com exceção do ExMtHpVt.  

Com base nos resultados verificamos que o conteúdo fitoquímico das plantas cultivadas in vivo 

foi comparativamente maior do que o das plântulas cultivadas in vitro, salvo em Hs em que ocorreu o 

contrário.  Mohan e colaboradores (2011) ao estudarem plantas cultivadas in vivo e calos cultivados in 

vitro de Bacopa monnieri afirmaram que a quantidade de fitoquímicos é relativamente maior nas 

amostras in vivo. Contudo, Collins (2001) relata que em muitos casos, culturas diferenciadas tendem a 

acumular metabólitos secundários em quantidades superiores às plantas-mãe. Tal situação aconteceu 

para o ácido rosmarínico em culturas de células, conforme descreve Matkowski (2008). 

O ExMtHsVt apresentou um teor de compostos fenólicos totais de 3.713,56 ug/ml, resultado 

superior aos demais extratos, seguido de ExMtHmVv (3.136,41 ug/ml) e ExMtHpVv (2.499,11 ug/ml).  

O ácido rosmarínico foi o composto mais abundante em todas as amostras chegando a 3.663,48 ug/ml 

em ExMtHsVt.  Além deste, a luteolina, também se destacou nas amostras de ExMtHmVv e ExMtHmVt 

com valores de 230,39 e 442,43 ug/ml, respectivamente. O ácido cafeoilquínico se fez presente em 

todos os extratos. A presença de quercetina foi confirmada nos ExMtHmVv, ExMtHpVv e ExMtHsVv. 

Conforme os resultados, os ácidos fenólicos são os mesmos para a espécie cultivada in vivo e sua 

correspondente, cultivada in vitro com diferenças no teor. 

A triagem fitoquímica dos extratos metanólicos de Hyptis via HPLC-Ms confirmou a presença de 

ácido rosmarínico (tabela 4.4 e figuras 4.3 e 4.4) em amostras in vivo e in vitro, estando de acordo com 

os resultados obtidos por HPLC-DAD. 

 

Composto  
 

Espécie 
Íon precursor 
[M-H]- (m/z) 

Tr (min) 

Ácido rosmarínico 
 

 ExMtHmVv 359.4 11.03 
 ExMtHpVv 359.4 10.99 
 ExMtHsVv 359.4 10.68 

 ExMtHmVt 359.4  10.72 
 ExMtHpVt 359.4  10.75 
 ExMtHsVt 359.4  10.74 

Tabela 4.4 - Dados de MS obtidos por HPLC-DAD-Ms do AR identificado nos extratos metanólicos das folhas de Hm, Hp e Hs 
in vivo e in vitro. (Tr) tempo de retenção. 
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Figura 4.3 – Cromatogramas e espectros de massas de extratos metanólicos das folhas de Hm (1), Hp (2) e Hs (3) in vivo 
utilizados em análise por HPLC/Ms. O composto identificado foi o ácido rosmarínico.  
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Figura 4.4 – Cromatogramas e espectros de massas de extratos metanólicos das folhas de Hm (1), Hp (2) e Hs (3) in vitro 
utilizados em análise por HPLC/Ms. O composto identificado foi o ácido rosmarínico.  

 

A presença de ácido rosmarínico e flavonóides já foi descrito anteriormente em espécie Hyptis 

por Falcão e colaboradores (2013). O AR é um éster de ácido cafeico que por ser comumente encontrado 

em espécies do gênero Hyptis (Falcão et al., 2016) pode caracterizar-se como um quimiomarcador 

específico deste gênero. Ele foi identificado como principal componente da espécie H. pectinata (Falcão 

et al., 2016; Pedroso et al., 2019b), H. verticilata (Kuhnt et al., 1994; Kuhnt et al., 1995) e H. atrorubens 

(Abedini et al., 2013). A presença do flavonol rutina foi observada por Pedroso e colaboradores (2017; 

2019a) em plântulas in vitro de Hm eliciadas por ácido salicílico ou nitrato de prata ou luz branca ou 

azul.  

Visto que investigações quanto ao perfil fitoquímico de plantas Hyptis spp. são escassos e a 

maioria têm se baseado na composição do óleo essencial, os resultados alcançados neste estudo irão 

contribuir com o avanço de pesquisas sobre este gênero.  
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4.4.2 Ensaio DPPH  

 

O método do radical livre DPPH é um ensaio antioxidante baseado na transferência de elétrons 

que produz uma solução violeta em etanol (Garcia et al., 2012). A presença de compostos antioxidantes 

no meio provoca a redução do radical DPPH ao doarem um átomo de hidrogênio ou um elétron e acarreta 

mudança de cor violeta para amarelo que pode ser monitorada por espectrofotômetro (Akar et al., 2017).  

Este método é um dos mais utilizados pela sua praticidade, rapidez, alta sensibilidade, precisão, 

economia, e por ser um radical estável (Espín et al., 2000; Kedare e Singh, 2011; Chen et al., 2013; 

Deng et al., 2011). Todavia, a inexistência de DPPH• ou radicais livres mais reativos semelhantes em 

sistemas biológicos é uma deficiência que torna a metodologia fisiologicamente desinteressante (Boligon 

et al., 2014). Outro dilema quanto ao método pode ser verificado na literatura, onde modificações e, 

consequentemente, diferentes protocolos são aplicados. Assim, diversas maneiras de interpretar e 

determinar a capacidade antioxidante tornam incoerentes comparações de resultados entre protocolos 

diferenciados reforçando a necessidade padronização do método DPPH (Oliveira, 2015) 

Neste ensaio verificou-se que o radical DPPH estável de coloração violeta sofreu uma reação de 

oxirredução e foi reduzido a hidrazina (DPPH-H) de coloração amarela por ação antioxidante dos extratos 

de Hyptis (figura 4.5). 

 
 
 
 
 
Figura 4.5 – Microplaca demonstrativa do ensaio DPPH ao final de 60 minutos. Fonte: 
Elaborada pela própria autora, Braga, Portugal, 2018. 

 

 

A descoloração foi monitorada por espectrofotometria e os dados obtidos foram usados para 

traçar curvas referentes a porcentagem de redução do DPPH versus concentração dos extratos (figura 

4.6). 

A partir das curvas, determinou-se a concentração de extrato efetiva capaz de induzir a redução 

de 50% do DPPH inicial da reação até sua estabilidade, EC50  (figura 4.7 e tabela 4.5).  Quanto menor o 

valor do EC50, maior a capacidade antioxidante dos extratos. 
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Figura 4.6 – Redução de radicais DPPH pela ação antioxidante da quercetina e dos extratos metanólicos de plantas “in vivo” 
de Hytpis marrubioides (ExMtHmVv), Hyptis pectinata (ExMtHpVv) e Hyptis suaveolens (ExMtHsVv) e “in vitro” de Hytpis 
marrubioides (ExMtHmVt), Hyptis pectinata (ExMtHpVt) e Hyptis suaveolens (ExMtHsVt). Os valores são provenientes de três 
experimentos triplicados independentes e representados com média ± E.P.M. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.7 – EC50 do padrão quercetina e dos extratos metanólicos de plantas “in vivo” de Hytpis marrubioides (ExMtHmVv), 
Hyptis pectinata (ExMtHpVv) e Hyptis suaveolens (ExMtHsVv) e “in vitro” de Hytpis marrubioides (ExMtHmVt), Hyptis pectinata 
(ExMtHpVt) e Hyptis suaveolens (ExMtHsVt). Cada coluna representa a média ± E.P.M. considerando os resultados obtidos a 
partir de três experimentos independentes. As amostras foram comparadas entre si, duas a duas. Todos os valores são 
estatisticamente diferentes (p≤0,005), exceto aqueles marcados com a mesma letra. 
 

  Extratos EC50(µg/ml) 

Quercetina 3,910 ± 0,07 
Hyptis marrubioides in vivo (ExMtHmVv) 83,57 ± 2,80 

Hyptis marrubioides in vitro (ExMtHmVt) 78,77 ± 3,80 
Hyptis pectinata in vivo  (ExMtHpVv) 54,87 ± 1,80 

Hyptis pectinata in vitro (ExMtHpVt) 57,53 ± 2,51 
Hyptis suaveolens in vivo (ExMtHsVv) 78,77 ± 4,61 

Hyptis suaveolens in vitro (ExMtHsVt) 59,00 ± 2,54 

Tabela 4.5 – Valores EC50 dos extratos metanólicos de Hytpis no ensaio DPPH. Os dados representam médias ± E.P.M. para 
três experimentos diferentes. 
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O valor EC50 da quercetina é significativamente menor que os dos extratos das Hyptis (p≤0,005), 

o que indica maior capacidade antioxidante do padrão. Contudo, verifica-se que todos os extratos de 

Hyptis apresentam EC50 e, portanto, uma possível ação antioxidante, o que pode ser justificado pela 

presença de compostos fenólicos. Conforme Jiang e Zhang (2012) os compostos fenólicos podem atuar 

como antioxidantes pela capacidade de eliminar o excesso de radicais livres e manter o equilíbrio de 

EROs no corpo humano.  

Dos seis extratos analisados, destacam-se o ExMtHpVv, ExMtHpVt e ExMtHsVt com maior 

propriedade anti-radicalar, EC50=54,87 µg/ml, EC50=57,53 µg/ml e EC50=59 µg/ml, respectivamente. 

Nos ensaios fitoquímicos, verificou-e que o ExMtHpVv foi o que apresentou a maior quantidade de 

compostos fenólicos entre as espécies in vivo enquanto que o ExMtHsVt apresentou a maior quantidade 

entre as in vitro. O ExMtHmVv não demonstrou média significativamente diferente do ExMtHmVt, assim 

como, o do ExMtHpVv e ExMtHpVt, quando comparados pelo teste t. Já o resultado do ExMtHsVv quando 

confrontado com o ExMtHsVt, apresentou médias significativamente diferentes, sendo que a amostra in 

vitro apresentou maior capacidade antioxidante com EC50=59,00 µg/ml e maior teor de compostos 

fenólicos.   Correlação positiva entre a atividade antioxidante de extratos metanólicos de Hs e a presença 

de fenólicos foi confirmada nos estudos de Ghaffari e colaboradores (2014) e Gavani e Paarakh (2008).  

Outros estudos destacam a ação antioxidante e a presença de fenólicos em plantas Hyptis. 

Segundo Rebelo e colaboradores (2009), os extratos metanólicos de H. crenata apresentaram EC50 de 

16,7±0,4µg/ml comparável ao do antioxidante BHT (19,8±0,5 µg/ml) demonstrando significativa 

atividade antioxidante atribuída à presença de compostos fenólicos polares. Já o extrato etanólico de H. 

fasciculata (EC50= 35 µg/ml) mostrou maior capacidade de eliminar o radical livre DPPH do que o extrato 

etanólico de Ginco biloba (EC50= 41,5 µg/ml) usado como padrão devido em parte, à presença de 

substâncias fenólicas (Silva et al., 2005; 2009). Outro estudo relata que a presença de flavonoides, 

saponinas, taninos e xantonas em extratos etanólicos de H. fruticosa podem estar ligados à sua atividade 

antioxidante (Andrade et al., 2010).  

Com base nos resultados é possível inferir que os extratos vegetais de Hyptis foram capazes de 

reduzir a molécula de DPPH e que essa capacidade pode estar relacionada à presença de ácido 

rosmarínico e outros compostos fenólicos. 
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4.4.3 Ensaio da capacidade de quelação do ferro  

 

A interrupção da homeostase celular pela ação catalítica de alguns metais, como o ferro, vem 

sendo progressivamente confirmada pela literatura. O ferro é um elemento fundamental para o transporte 

de oxigênio, síntese de DNA e metabolismo energético cuja carência acarreta desordens em todo o 

organismo (Grotto, 2008). Contudo, é preciso ressaltar que o ferro e outros metais de transição (cobre, 

cromo, cobalto, vanádio, cádmio, arsênico, níquel) podem doar ou aceitar elétrons livres durante reações 

intracelulares, catalisando a formação de EROs os quais lesam proteínas, lipídios, carboidratos e ácidos 

nucléicos dentro das células (Končić et al., 2011).  

Em situações de estresse oxidativo, o excesso de ânions superóxido (O2-) reage com os íons Fe3+ 

reduzindo-os a íons Fe2+ que podem participar da reação Fenton e reagir com o peróxido de hidrogênio 

(Harb et al., 2016). Os íons Fe2+ convertem H2O2 em hidroxilas (OH•) altamente reativas caracterizando-

se como potentes pró-oxidantes (Vanconcelos et al.,2007). A quelação de metais por certos compostos 

antioxidantes é capaz de diminuir o efeito pró-oxidante do metal reduzindo seu potencial redox e 

estabilizando a sua forma oxidada, bem como impedindo estericamente a formação do complexo 

hidroperóxido metálico (Končić et al., 2011).  Assim, faz-se relevante a busca por fontes naturais de 

antioxidantes com ação quelante em metais pró-oxidantes no intuito de evitar danos aos tecidos e, assim, 

garantir a manutenção das funções celulares essenciais.  

O ensaio ICA faz uso de uma metodologia simples para avaliar o potencial de uma amostra de 

reduzir a peroxidação lipídica ou a formação de radicais livres resultantes das reações de Fenton e Haber-

Weiss (Harb et al., 2016). Nos ensaios com as Hyptis, a reação da capacidade de quelação do ferro foi 

facilmente visualizada na microplaca, conforme a figura 4.8. 

 

 

 

 
 
Figura 4.8 – Microplaca demonstrativa do ensaio da capacidade de quelação do 
ferro. Fonte: Elaborada pela própria autora, Braga,Portugal, 2018. 
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Os dados obtidos após leitura das microplacas no espectofotômetro foram usados para traçar as 

curvas referentes a porcentagem de quelação do ferro versus concentração dos extratos de Hyptis (figura 

4.9).   

 

Figura 4.9 – Atividade de quelação do íon ferro pela ação quelante da quercetina e dos extratos metanólicos de plantas “in 
vivo” de Hytpis marrubioides (ExMtHmVv), Hyptis pectinata (ExMtHpVv) e Hyptis suaveolens (ExMtHsVv) e “in vitro” de Hytpis 
marrubioides (ExMtHmVt), Hyptis pectinata (ExMtHpVt) e Hyptis suaveolens (ExMtHsVt).  Os valores são provenientes de três 
experimentos triplicados independentes e representados com média ± E.P.M. 

 

A partir das curvas, descobriu-se a concentração de extrato efetiva (EC50) para quelar 50% dos 

íons Fe2+ disponíveis, interrompendo a formação do complexo Fe(II)(Fz)3 (figura 4.10 e tabela 4.6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.10 – EC50 do padrão quercetina e dos extratos metanólicos de plantas “in vivo” de Hytpis marrubioides (ExMtHmVv), 
H. pectinata (ExMtHpVv) e H.suaveolens (ExMtHsVv) e “in vitro” de H. marrubioides (ExMtHmVt), H. pectinata (ExMtHpVt) e 
H.suaveolens (ExMtHsVt). Cada barra representa a média ± E.P.M. considerando os resultados obtidos a partir de três 
experimentos independentes. As amostras foram comparadas entre si, duas a duas. Todos os valores são estatisticamente 
diferentes (p≤0,005), exceto aqueles marcados com a mesma letra. 
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Antioxidantes EC50(µg/ml) 

Quercetina 202.3 ± 2.963 
Hyptis marrubioides in vivo (ExMtHmVv) 394.7 ± 14.530 

Hyptis marrubioides in vitro (ExMtHmVt) 525.0 ± 4.163 
Hyptis pectinata in vivo  (ExMtHpVv) 845.7 ± 5.207 

Hyptis pectinata in vitro (ExMtHpVt) 728.0 ± 24.27 
Hyptis suaveolens in vivo (ExMtHsVv) 510.3 ± 10.11 

Hyptis suaveolens in vitro (ExMtHsVt) 351.3 ± 4.807 

Tabela 4.6 – Valores EC50 dos extratos metanólicos de Hytpis no ensaio quelação do ferro.   Os dados representam médias ± 
E.P.M. para três experimentos diferentes. 

 

O valor EC50 da quercetina foi significativamente menor que os dos extratos das Hyptis (p≤0,005), 

o que indica maior capacidade antioxidante do padrão. Todos os extratos interferiram na formação de 

complexo Fe(II)(Fz)3. Contudo, os ExMtHsVt seguido de ExMtHmVv foram os extratos que mais se 

destacaram na quelação do ferro (EC50 =351,3 µg/ml e EC50 =394,7 µg/ml) e, curiosamente, foram 

aqueles que apresentaram maior teor de fenólicos totais para amostras in vitro e in vivo, respectivamente. 

Os compostos fenólicos presentes nos extratos de Hyptis podem exercer o seu efeito antioxidante como 

agentes queladores de metal reduzindo a atividade pro-oxidante destes últimos (Silva et al., 2014b). 

Esses resultados corroboram com os de Benabdallah e colaboradores (2016) que relatam que extratos 

metanólicos de espécies de Mentha mostraram níveis antioxidantes consideráveis correlacionados ao 

forte teor de polifenóis. Esta correlação está associada a presença de grupos hidroxilo e carboxilo, 

capazes de se ligarem ao ferro e inativarem estes íons por quelação suprimindo a reação de Fenton, com 

formação de O2
-•,  considerada a fonte mais importante de EROS (Arora et al., 1998; Michalak, 2006).  

A presença do ácido rosmarínico como composto majoritário em todos os extratos de Hyptis 

pode ser um dos motivos das propriedades quelantes obtidas nos ensaios, o que está de acordo com os 

resultados relatados por Mekinic e colaboradores (2014). Segundo eles, o extrato de erva-cidreira 

(Melissa officinalis L.) apresentou um valor EC50 significativo para quelação do ferro que pode ser 

justificado pelo abundante teor de ácido rosmarínico cuja a presença de dois grupos orto-dihidroxi 

(estruturas catecóis) é extremamente importante para uma forte atividade quelante.  

 

4.4.4 Ensaio da capacidade de inibição da produção de óxido nítrico  

 

O radical de óxido nítrico (NO•) tem um papel fundamental na regulação de diversos processos 

fisiológicos e fisiopatológicos (Pacher et al., 2007). É considerado uma “faca de dois gumes” (double-

edged sword) por apresentar a capacidade de ser benéfico ou potencialmente tóxico conforme a 
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concentração e o tecido em questão, bem como da capacidade de depuração tecidual (Schmidt e Walter, 

1994; Flora Filho e Zilberstein, 2000).  

O envolvimento do NO nos processos fisiológicos de mamíferos se refere a neurotransmissão, 

controle da pressão sanguínea, inflamação, reações imunológicas e nos mecanismos de defesa contra 

microorganismos e tumores (Costa et al., 2003). Todavia, o descontrole com altas concentrações de NO 

pode ocasionar sua reação com o ânion superóxido (O2•-) formando o oxidante peroxinitrito (ONOO-) com 

efeitos potencialmente danosos ao aumentar o estresse oxidativo, induzir a peroxidação lipídica, 

desestabilizar membranas, oxidar e nitrar proteínas e danificar o DNA (Pacher et al., 2007; Maia et al., 

2010). Entre as fisiopatologias associadas ao descontrole de NO, destacamos as doenças 

cardiovasculares, autoimunidade, rejeição de transplantes, doenças degenerativas como sépsis, 

genotoxicidade, surgimento de neoplasias e carcinogênese (Costa et al., 2003).  

Na intenção de frear a ocorrência de processos de toxidade induzida por espécies reativas, 

antioxidantes naturais que sequestrem o radical óxido nítrico aguçam a pesquisa por compostos bioativos 

de extratos vegetais como uma alternativa terapêutica com importante papel citoprotetor, de modulação 

de processos inflamatórios e de diminuição do estresse oxidativo (Saha e Pahan, 2006a, 2006b).  

Portanto, o ensaio da capacidade de inibição da produção de NO desenvolvido neste estudo veio de 

encontro com esse anseio.  O teste foi escolhido por ser considerado um método oficial para 

determinação de nitrito envolvendo procedimentos espectrofotométricos baseados na reação de Griess 

(Ramos et al., 2006). 

A reação da capacidade de inibição da formação de óxido nítrico foi facilmente visualizada na 

microplaca, conforme a figura 4.11. 

 

 
 
 
Figura 4.11 - Microplaca demonstrativa do ensaio de inibição da formação de óxido 
nítrico. Fonte: Elaborada pela própria autora, Braga,Portugal, 2018. 

 

 
 

Os resultados oriundos da leitura espectrofotométrica foram usados para traçar as curvas 

referentes a % de redução do NO versus as concentrações para cada amostra independente (figura 4.12).  
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Figura 4.12 – Redução da produção de óxido nítrico pela quercetina e pelos extratos metanólicos de plantas “in vivo” de 
Hytpis marrubioides (ExMtHmVv), Hyptis pectinata (ExMtHpVv) e Hyptis suaveolens (ExMtHsVv) e “in vitro” de Hytpis 
marrubioides (ExMtHmVt), Hyptis pectinata (ExMtHpVt) e Hyptis suaveolens (ExMtHsVt). Os valores são provenientes de três 
experimentos triplicados independentes e representados com média ± E.P.M.  

 

 

A partir das curvas determinou-se a capacidade antioxidante para quercetina e todos os extratos 

de Hyptis de reduzir em 50% a presença de óxido nítrico gerado a partir do nitroprussiato de sódio, o 

EC50, representado na figura 4.13 e tabela 4.7). 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.13 – EC50 do padrão quercetina e dos extratos metanólicos de plantas “in vivo” de Hytpis marrubioides (ExMtHmVv) 
e Hyptis pectinata (ExMtHpVv) e “in vitro” de Hytpis marrubioides (ExMtHmVt), Hyptis pectinata (ExMtHpVt). Cada coluna 
representa a média ± E.P.M. considerando os resultados obtidos a partir de três experimentos independentes. As amostras 
foram comparadas entre si pelo teste t. Todos os valores são estatisticamente diferentes (p≤0,005), exceto aqueles marcados 
com a mesma letra. Para os extratos de Hyptis suaveolens in vivo e in vitro o EC50 não foi atingido. 
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Antioxidantes EC50(µg/ml) 

Quercetina 45.67 ± 2.275 
Hyptis marrubioides in vivo (ExMtHmVv) 364.3 ± 7.535 

Hyptis marrubioides in vitro (ExMtHmVt) 236.7 ± 10.37 
Hyptis pectinata in vivo  (ExMtHpVv) 269.3 ± 12.33 

Hyptis pectinata in vitro (ExMtHpVt) 268.3 ± 17.13 

Tabela 4.7 – Resultados da análise de quelação do óxido nítrico. Os dados representam médias ± E.P.M. para três 
experimentos diferentes. Para os extratos de Hyptis suaveolens “in vivo” e “in vitro” o EC50 não foi atingido. 

 

O valor EC50 da quercetina foi significativamente menor que os dos extratos das Hyptis (p≤0,005), 

o que indica maior capacidade antioxidante do padrão. ExMtHmVt, ExMtHpVt, ExMtHpVv e ExMtHmVv 

reduziram a produção de óxido nítrico, sugerindo que eles possuam capacidade antioxidante. 

Observando a tabela 4.7, verifica-se que o EC50 para o ExMtHpVv (EC50=269,3 µg/ml) não 

demonstrou média significativamente diferente do ExMtHpVt (EC50=268,3 µg/ml). Já o resultado do 

ExMtHmVv (EC50=364,3 µg/ml) quando confrontado com o ExMtHmVt (EC50=236 µg/ml), apresentou 

médias significativamente diferentes, sendo que a amostra in vitro apresentou maior potencial 

antioxidante. Não foi possível determinar o EC50 para ExMtHsVv e ExMtHsVt, nas concentrações testadas. 

Este é o primeiro trabalho quanto a aplicação dessa metodologia para extratos de espécies do gênero 

Hyptis. Todavia, Serafini e colaboradores (2017), já indicavam o potencial do composto calamusenona 

isolada do óleo essencial de H. pectinata nas concentrações de 100 µg/ml e 1 mg/ml como agente 

sequestrador de NO.  

Estudos referentes a espécies das Lamiaceaes confirmam o potencial desta família como 

sequestrador de NO.  O extrato metanólico de Ocimum gratissimum L., por exemplo, a 250 µg/ml 

conseguiu reduzir em 50% a concentração de NO (Awah e Verla, 2010). Plectranthus mollis e Salvia 

officinalis também mostraram redução significativa do NO com valores de EC50=37,44 µg/ml e 

EC50=22,71 µg/ml, respectivamente, que segundo Ramu e Dhanabal (2015) pode estar associada aos 

constituintes químicos presentes na planta. Em outro estudo, Annapandian e Rajagopal (2017), relataram 

que o extrato etanólico e o extrato de éter de petróleo de Leucas aspera apresentaram relevante atividade 

de sequestro de NO com EC50= 11,87 µg/ml e EC50=13,47 µg/ml. Franco e colaboradores (2018), 

afirmam que o mecanismo de redução de radicais NO pelos extratos vegetais envolve compostos 

fenólicos e que, portanto, o significativo valor EC50 exibido por extratos aquosos de Melissa officinalis (35 

± 12 µg/ml) pode estar relacionado a existência de ácido rosmarínico e outros compostos fenólicos.  

Esses estudos estão de acordo com nossos resultados que citam o potencial dos extratos Hyptis no 

sequestro de NO e que podem ser um indicativo da capacidade anti-inflamatória podendo atuar na 
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modulação do processo inflamatório, diminuindo seus efeitos danosos ao organismo e auxiliando na 

manutenção da homeostase (Maia et al., 2010). 

 

4.4.5 Ensaio da capacidade de sequestro do ânion superóxido  

 

Durante a respiração aeróbia, o oxigênio molecular é reduzido a água pela incorporação de 

quatro elétrons resultantes da cadeia respiratória. Todavia, sob determinadas condições, pode haver 

redução do oxigênio com um elétron originando o radical ânion superóxido (O 2
- •) (Turrens, 2003).    

Outras fontes importantes de formação de O 2
-• são a enzima xantina oxidase, as enzimas 

oxidantes (aldeído oxidase, flavina desidrogenase, ciclooxigenase, NADPH oxidase e sistema citocromo 

P450 oxidase); auto-oxidação de pequenas moléculas (catecolaminas, flavinas e hidroquinonas); e 

sistema de carregadores de elétrons microsomais e das membranas nucleares, entre outras (Delbin et 

al.,2009).  

O O2
-• não é um oxidante forte, mas pode interagir com outras moléculas e formar outras espécies 

reativas de oxigênio tóxicas, tais como peróxido de hidrogênio (H2O2), peroxinitrito (ONOO-) e radicais 

hidroxilo (HO•) (Ferreira e Abreu, 2007; Tao et al., 2014). Estas EROs induzem danos oxidativos nos 

lipídios das membranas, nas proteínas e enzimas e no DNA (Pieta, 2000). Assim, compostos 

antioxidantes de plantas capazes de interceptar as EROs antes destas ocasionarem danos a célula, e, 

portanto, com capacidade de eliminar o ânion superóxido são o grande alvo de pesquisas científicas.  

No método utilizado neste estudo para determinação da capacidade de interceptação do radical 

ânion superóxido, ocorreu uma reação não enzimática na qual o metasulfato de fenazina (PMS) na 

presença de nicotinamida adenina dinucleotídeo (NADH) produz o ânion superóxido. Em seguida, dois 

radicais superóxidos doam, cada um, um elétron para o azul de nitrotetrazólio (NBT) que é reduzido a 

formazana, um cromóforo azul que apresenta um máximo de absorção a 560nm (Ewing e Janero, 1995; 

Magalhães et al., 2008). 

Ao se adicionar algum extrato antioxidante neste meio, ele compete com o NBT pelo ânion radical 

superóxido. Nesse processo ocorre a diminuição da velocidade de redução do NBT e, consequentemente, 

de formazana com decréscimo da intensidade da cor, conforme figura 4.14 (Ewing e Janero, 1995; 

Magalhães et al., 2008). 
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Figura 4.14. Microplaca demonstrativa do ensaio de avaliação do sequestro de 
superóxido. Fonte: Elaborada pela própria autora, Braga,Portugal, 2018. 

 

 

Após leitura espectrofotométrica da placa, os resultados foram utilizados para traçar as curvas 

referentes a porcentagem de redução da produção de azul de nitrotetrazólio (% NBT) versus as 

concentrações de extratos para cada amostra independente (figura 4.15).  

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4.15 – Inibição da produção de azul de nitrotetrazólio pela quercetina e pelos extratos metanólicos de plantas “in vivo” 
de Hytpis marrubioides (ExMtHmVv), Hyptis pectinata (ExMtHpVv) e Hyptis suaveolens (ExMtHsVv) e “in vitro” de Hytpis 
marrubioides (ExMtHmVt), Hyptis pectinata (ExMtHpVt) e Hyptis suaveolens (ExMtHsVt). Os valores são provenientes de três 
experimentos triplicados independentes e representados com média ± E.P.M..  
 
 
 

A partir das curvas descobriu-se a capacidade antioxidante para todos os extratos de reduzirem 

em 50% a presença de NBT gerado a partir da reação PMS + NADH, ou seja, o EC50, que foi representado 

na figura 4.16 e tabela 4.8. 
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Figura 4.16 – EC50 do padrão quercetina e dos extratos metanólicos de plantas “in vivo” de Hytpis marrubioides (ExMtHmVv), 
Hyptis pectinata (ExMtHpVv) e Hyptis suaveolens (ExMtHsVv) e “in vitro” de Hytpis marrubioides (ExMtHmVt), Hyptis pectinata 
(ExMtHpVt) e Hyptis suaveolens (ExMtHsVt). Cada coluna representa a média ± E.P.M. considerando os resultados obtidos a 
partir de três experimentos independentes. As amostras foram comparadas entre si pelo teste t. Todos os valores são 
estatisticamente diferentes (p≤0,005), exceto aqueles marcados com a mesma letra.  
 
 
 

 Antioxidantes EC50(µg/ml) 

Quercetina 54.10 ± 0.8185 
Hyptis marrubioides in vivo (ExMtHmVv) 37.17± 3.973 

Hyptis marrubioides in vitro (ExMtHmVt) 178.7 ± 13.84 
Hyptis pectinata in vivo (ExMtHpVv) 62.50 ± 3.323 

Hyptis pectinata in vitro (ExMtHpVt) 145.7 ± 3.180 
Hyptis suaveolens in vivo (ExMtHsVv) 61.33 ± 1.178 

Hyptis suaveolens in vitro (ExMtHsVt) 151,3 ± 9.838 

Tabela 4.8 – Resultados da análise do sequestro do radical superóxido. Os dados representam médias ± E.P.M. para três 
experimentos diferentes. 

 

O ExMtHmVv apresentou o melhor EC50= 37,17 µg/ml, até mesmo quando comparado com a 

quercetina com EC50=54,10 µg/ml. Em seguida, destacou-se o ExMtHsVv com EC50= 61,33µg/ml e o 

ExMtHpVv com EC50=62,50 µg/ml. As amostras in vitro apesar de apresentarem inibição de NBT, 

obtiveram valores EC50 mais altos que as amostras in vivo e, portanto, médias significativamente 

diferentes quando comparadas. Deepika e colaboradores (2013) destacaram boa atividade de sequestro 

de ânion superóxido para extrato de acetato de etila de H. suaveolens.  Já para Hm e Hp não há relatos 

sobre o uso dessa metodologia, sendo este estudo o primeiro a constatar o potencial das duas espécies.  

Outros estudos confirmam a capacidade de eliminação de radicais ânion superóxido de espécies 

pertencentes a família Lamiaceae. Jun e colaboradores (2001) relataram que o extrato de metanol da 
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manjerona (Origanum majorana) exibia forte capacidade de eliminação de radicais ânion superóxido 

(85,5%). Thirugnanasampandan e Jayakumar (2011) demonstraram uma inibição significativa do 

superóxido pelos extratos etanólicos de folhas das plantas Anisomelos malabarica, Leucas 

aspera e Ocimum basilicum  (Thirugnanasampandan e Jayakumar, 2011). Segundo esses autores, O. 

basilicum contém polifenóis e flavonóides mais elevados que L. aspera e A. malabarica e estes 

compostos fenólicos podem estar relacionados com sua atividade antioxidante. Nos trabalhos de Tanaka 

e colaboradores (2003) a atividade de eliminação de radicais de aniões superóxido pelos compostos 

fenólicos cresceu proporcionalmente ao número de hidroxilas fenólicas na molécula. Aherner e 

colaboradores (2007), afirmam que a ação antioxidante exibida por Rosmarinus officinalis, Origanum 

vulgare e Salvia officinalis, pode ser devida à presença de fenólicos  

 

4.4.6 Ensaio de oxidação do β-caroteno/ácido linoleico 

 

O β-caroteno é o mais abundante dos carotenoides encontrado em frutas e verduras e, por isso, 

muito utilizado na dieta alimentar humana. Também, tem sido muito procurado por suas propriedades 

antioxidantes in vitro e em modelos animais relacionadas ao seu potencial para eliminar o oxigênio 

singleto e capturar radicais de peroxilo (Russell e Paiva, 1999).  

Em produtos alimentícios, como bebidas, o β-caroteno é empregado como agente corante e sua 

descoloração representa redução da qualidade do produto (Siramon et al., 2013). Essa característica de 

cromóforo foi aproveitada para criação de metodologias que determinassem a capacidade de uma 

amostra de proteger um substrato lipídico da oxidação (Duarte-Almeida et al., 2006; Siramon et al., 

2013).  

Neste ensaio da oxidação do β-caroteno/ácido linoleico avaliou-se a atividade de inibição de 

radicais livres gerados durante a peroxidação do ácido linoleico que atacam a molécula de β-caroteno 

altamente insaturada causando perda de suas características de cromóforo e, portanto, da cor laranja, 

conforme figura 4.17 (Husein et al., 2014). O teste aplicado permite selecionar de maneira rápida 

extratos potencialmente relevantes na prevenção de doenças crônico-degenerativas (Duarte-Almeida et 

al., 2006).   
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Figura 4.17 – Microplaca demonstrativa do ensaio de oxidação do β-caroteno 

/ácido linoléico ao final de 60 minutos. Fonte: Elaborada pela própria autora, 
Braga,Portugal, 2018. 
 

 

As medidas espectrofotométricas da descoloração do β-caroteno induzidas pelos produtos da 

degradação oxidativa do ácido linoleico foram usadas para traçar as curvas referentes a porcentagem de 

redução da oxidação versus concentração dos extratos (figura 4.18).   

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.18 – Inibição de radicais livres gerados durante a peroxidação do ácido linoleico pela ação antioxidante da quercetina 
e dos extratos metanólicos de plantas “in vivo” de Hytpis marrubioides (ExMtHmVv), Hyptis pectinata (ExMtHpVv) e Hyptis 
suaveolens (ExMtHsVv) e “in vitro” de Hytpis marrubioides (ExMtHmVt), Hyptis pectinata (ExMtHpVt) e Hyptis suaveolens 
(ExMtHsVt). Os valores são provenientes de três experimentos triplicados independentes e representados com média ± erro 
padrão da média. 
 
 
 

A partir das curvas, determinou-se a concentração de extrato efetiva (EC50) que protege o β-

caroteno da descoloração em 50% eliminando radicais livres provenientes da peroxidação do ácido 

linoleico (figura 4.19 e tabela 4.9). Quanto menor for o valor do EC50, maior será a capacidade 

antioxidante dos extratos.   
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Figura 4.19 – EC50 do padrão quercetina e dos extratos metanólicos de plantas “in vivo” de Hytpis marrubioides (ExMtHmVv), 
Hyptis pectinata (ExMtHpVv) e Hyptis suaveolens (ExMtHsVv) e “in vitro” de Hytpis marrubioides (ExMtHmVt), Hyptis pectinata 
(ExMtHpVt) e Hyptis suaveolens (ExMtHsVt). Cada coluna representa a média ± E.P.M. considerando os resultados obtidos a 
partir de três experimentos independentes. As amostras foram comparadas entre si pelo teste t. Todos os valores são 
estatisticamente diferentes (p≤0,005), exceto aqueles marcados com a mesma letra. 
 
 

Antioxidantes EC50(µg/ml) 

Quercetina 12.60± 0.5292 
Hyptis marrubioides in vivo (ExMtHmVv) 226.0± 11.53 

Hyptis marrubioides in vitro (ExMtHmVt) 227.7 ± 5.783 
Hyptis pectinata in vivo  (ExMtHpVv) 395.7 ± 1.764 

Hyptis pectinata in vitro (ExMtHpVt) 105.1 ± 5.622 
Hyptis suaveolens in vivo (ExMtHsVv) 253.06 ± 6.083 

Hyptis suaveolens in vitro (ExMtHsVt) 77.80 ± 2.011 

Tabela 4.9 – Resultados da análise do Inibição betacaroteno. Os dados representam médias ± E.P.M. para três experimentos 
diferentes. 

 

O valor EC50 da quercetina foi significativamente menor que os dos extratos das Hyptis (p≤0,005), 

o que indica maior capacidade antioxidante do padrão. Todos os extratos interferiram na inibição da 

descoloração do β-caroteno.  Observando a figura 4.19, nota-se que o resultado para o ExMtHmVv não 

demonstrou média significativamente diferente do ExMtHmVt, mesmo o primeiro apresentando maior 

teor de fenólicos. O contrário ocorreu com os ExMtHsVt e ExMtHpVt que demonstraram médias 

significativamente diferentes e melhores do que seus correspondentes extratos in vivo.   Dos seis extratos 

analisados, os ExMtHsVt obtiveram o melhor resultado com EC50=77,80 µg/ml, seguido de ExMtHpVt 

com EC50=105,1 µg/ml.  

Extratos de Teucrium chamaedrys, T. montanum e T. polium também exibiram atividade 

antioxidante no sistema βetacaroteno/ácido linoleico melhor que o padrão – BHA (Panovska et al., 
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2005). Contudo, essa atividade não estava relacionada com os níveis totais de flavonoides o que indica 

um possível sinergismo dos flavonoides com outros compostos presentes nos extratos e não identificados 

no estudo (Panovska et al., 2005).  

Outras espécies da família Lamiaceae também apresentaram bons resultados para o ensaio do 

betacaroteno. Nickavar e colaboradores (2016), demonstraram que o extrato metanólico de Salvia 

verticillata exibiu forte efeito inibitório no branqueamento do β-caroteno de maneira dependente da 

concentração com EC50 de 194 µg/ml.  Os extratos de acetato de etila das espécies de Salvia 

albimaculata (EC50=29,3 µg/ml), Salvia potentillifolia (EC50=26,1 µg/ml) e Salvia nydeggeri (EC50=32,6 

µg/ml) também apresentaram bons resultados para o ensaio sendo que foi notada uma correlação 

positiva com conteúdo de fenólicos totais (Kivrak et al., 2019).  

 

4.4.7 Ensaio FRAP 

 

O estresse oxidativo quando instaurado em nosso organismo, resulta em danos ao DNA e à 

proteína e na peroxidação lipídica que podem estar correlacionados ao aparecimento de câncer, doenças 

cardiovasculares, doenças de Alzheimer e Parkinson (Chan et al., 2008). Conforme a literatura, várias 

plantas vêm sendo estudadas por sua ação terapêutica associada a presença de antioxidantes, na ânsia 

de reduzir as incidências destas doenças por eliminação ou neutralização de EROs deletérios (Sylvie et 

al., 2014).  

Existem vários métodos que analisam a capacidade antioxidante de um extrato vegetal em doar 

elétrons, ou seja, seu efeito redutor contra os efeitos oxidativos de espécies reativas de oxigênio. O 

método FRAP (poder antioxidante de redução dos íons ferro) é um destes métodos no qual os 

antioxidantes funcionam como redutores inativando oxidantes por meio de reações redox (Kumari e 

Padmaja, 2012). Ele mede a habilidade dos antioxidantes reduzirem o íon ferro III a ferro II na presença 

de tripiridiltriazina (TPTZ) (Stratil et al., 2006).  A redução do complexo tripiridiltriazina férrica (FeIII-TPTZ) 

ao complexo ferroso tripiridiltriazina (FeII-TPTZ) em meio ácido deve ser monitorada a 593nm (Vázquez 

et al., 2008).  

O aumento da absorbância é proporcional a capacidade antioxidante, cuja reação pode ser 

verificada visivelmente com a mudança de cor de azul claro para azul escuro (figura 4.20). 
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Figura 4.20 - Microplaca demonstrativa do ensaio FRAP. Fonte: Elaborada pela 
própria autora, Braga,Portugal, 2018. 

 

 

Após leitura espectrofotométrica das microplacas, usou-se os dados obtidos para traçar as curvas 

referentes a porcentagem de redução do Fe3+
 versus as concentrações dos extratos de Hyptis (figura 

4.21). 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figura 4.21 – Redução do Fe3+

 pela ação de antioxidantes da quercetina e dos extratos metanólicos das plantas “in vivo” de 
Hytpis marrubioides (ExMtHmVv), Hyptis pectinata (ExMtHpVv) e Hyptis suaveolens (ExMtHsVv) e “in vitro” de Hytpis 
marrubioides (ExMtHmVt), Hyptis pectinata (ExMtHpVt) e Hyptis suaveolens (ExMtHsVt). Os valores são provenientes de três 
experimentos tripicados independentes e representados com média ± E.P.M. 
 
 

 

A partir das curvas, descobriu-se a concentração efetiva de extrato (EC50) para redução do Fe3+ 

(figura 4.22 e tabela 4.10). 
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Figura 4.22 – EC50 do padrão quercetina e dos extratos metanólicos de plantas “in vivo” de Hytpis marrubioides (ExMtHmVv), 
Hyptis pectinata (ExMtHpVv) e Hyptis suaveolens (ExMtHsVv) e “in vitro” de Hytpis marrubioides (ExMtHmVt), Hyptis pectinata 
(ExMtHpVt) e Hyptis suaveolens (ExMtHsVt). Cada barra representa a média ± E.P.M. considerando os resultados obtidos a 
partir de três experimentos independentes. As amostras foram comparadas entre si pelo teste t. Todos os valores são 
estatisticamente diferentes (p≤0,005), exceto aqueles marcados com a mesma letra.  

 

A partir dos resultados, verificou-se que a quercetina apresentou a melhor EC50  (2,93 µg/ml). O 

ExMtHmVv e o ExMtHsVv apresentaram EC50 de 5,83 µg/ml e 6,42 µg/ml, respectivamente, melhores 

dos que os outros extratos Hyptis (p≤0,005), o que indica maior capacidade redutora Fe3+. Analisando a 

tabela 4.10, verifica-se que os extratos in vivo demonstraram médias significativamente melhores do que 

seus extratos in vitro. Todos os extratos demonstraram uma possível capacidade antioxidante baseada 

na redução dos íons férricos. 

Antioxidantes EC50(µg/ml) 

Quercetina 2.93± 0.185 
Hyptis marrubioides in vivo (ExMtHmVv) 5.83± 0.211 

Hyptis marrubioides in vitro (ExMtHmVt) 37.83 ± 1.146 
Hyptis pectinata in vivo  (ExMtHpVv) 7.36 ± 0.214 

Hyptis pectinata in vitro (ExMtHpVt) 39.83 ± 0.935 
Hyptis suaveolens in vivo (ExMtHsVv) 6.42 ± 2.117 

Hyptis suaveolens in vitro (ExMtHsVt) 34.76 ± 0.949 

Tabela 4.10 –  Valores EC50 dos extratos metanólicos de Hyptis no ensaio FRAP. Os dados representam médias ± E.P.M. para 
três experimentos 
 

Estes resultados confirmam os de Ghaffari e colaroradores (2014) quanto a capacidade do 

extrato metanólico de H. suaveolens em reduzir o complexo Fe (III) para Fe (II). Os autores ainda dizem 

que o potencial dos extratos para reduzir o Fe3+ pode ser atribuída à presença de polifenois e flavonoides. 

Este potencial pode estar relacionado a capacidade dos fenólicos de provocar a ruptura da cadeira de 

radicais livres ao doar um átomo de hidrogênio e, também, ao número e/ou a posição da molécula de 

hidroxila nesses grupos (Asokkumar et al., 2009; Dai e Mumper, 2010; Alzahrani et al., 2012; Sylvie et 
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al., 2014; Adebiyi et al., 2017). Segundo Stratil e colaboradores (2006) a capacidade antioxidante das 

substâncias fenólicas neste método aumenta de acordo com o número de grupos hidroxila. O extrato 

etanólico de H. rhomboidea também exibiu significativa atividade redutora de ferro e, de acordo com Li 

e colaboradores (2018), estudos mais aprofundados são fundamentais para definir à qual composto se 

deve essa capacidade. Embora haja alguns estudos sobre a atividade FRAP com Hyptis, até onde 

sabemos, Hm e Hp não foram relatadas anteriormente. 

As atividades antioxidantes dos extratos metanólicos de 9 espécies de Salvia (S. santolinifolia, S. 

eremophila, S.palestina, S. multiacaulis, S. hydrangea, S. syriaca, S. virgata, S. reuterana, S. 

macrosiphon) e 15 outras plantas de Lamiaceae (Gontscharovia popovii, Otostegia michauxii, Thymus 

daenensis, Pholomis elliptica, Phlomis olivieri, Marrubium vulgare, Teucrium polium, Marrubium 

astracanicum, Sideritis montana, Ballota aucheri, Phlomis persica, Eremostachys adenantha, Phlomis 

bruguieri, Scutellaria multicaulis, Ajuga chamaecistus, Ballota aucheri, Phlomis persica, Eremostachys 

adenantha, Scutellaria multicaulis, Ajuga chamaecistus) originárias do Irã, também, apresentaram 

atividade FRAP (Firuzi et al., 2010).  

 

 

4.5 CONCLUSÃO  

 

Os resultados obtidos comparados a diversos estudos de Hyptis confirmam que extratos de 

folhas destas espécies são importantes fontes de compostos bioativos, como ácidos fenólicos e 

flavonoides, sendo o ácido rosmarínico, o composto majoritário nas espécies in vivo e in vitro. As 

propriedades antioxidante dos extratos Hm, Hp e Hs in vivo e in vitro se manifestam nas diferentes 

metodologias utilizadas. Portanto, essas plantas podem ser consideradas fontes naturais de compostos 

com propriedades farmacológicas que podem ser aplicadas no tratamento de diferentes problemas 

associados ao estresse oxidativo.  
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5. ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DOS EXTRATOS DE Hyptis spp.  
 

 

 

5.1 INTRODUÇÃO 

 

 

Com a descoberta do primeiro antibiótico em 1928, a penicilina, várias infecções bacterianas 

passaram a ser tratadas de forma eficaz, ocasionando uma verdadeira onda de otimismo na medicina 

(Livermore, 2004; Zinner, 2005; Silver, 2011; Munita e Arias, 2016). Indiscutivelmente, a 

implementação da terapia antimicrobiana na prática clínica tem sido um dos avanços mais bem-

sucedidos da medicina moderna, abrindo o caminho para intervenções médicas complexas e bastante 

sofisticadas que permitiram prolongar o tempo de vida da população em todo o mundo (Munita e Arias, 

2016). Contudo, o uso de antibacterianos passou a ocorrer de forma indiscriminada e prolongada 

promovendo um processo de seleção de microrganismos patogênicos e multirresistentes à maioria dos 

compostos químicos comumente utilizados na medicina ((Zinner, 2005; Chattopadhyay et al., 2009; 

Pereira et al., 2009; Carlet et al., 2012; Munita e Arias, 2016).  

Apesar de inúmeras indústrias farmacêuticas se dedicarem à produção de novos antibióticos, o 

ritmo de desenvolvimento da resistência bacteriana em diferentes cepas tem crescido a uma velocidade 

maior que o isolamento de compostos ativos (Carlet et al., 2012; Frieri et al., 2017), representando um 

importante problema à saúde humana (Aminov, 2010; Munita e Arias, 2016). No intuito de contornar 

essa situação, estudos visam um antibacteriano ideal que confira uma melhor atividade, uma menor 

toxicidade, um menor custo e uma menor sensibilidade aos mecanismos de resistência (Chopra et al., 

2002; Aminov, 2010).    

Nesse contexto, as plantas podem ser uma alternativa interessante para direcionar a busca por 

compostos promissores (Bertucci et al. 2009). Elas possuem várias vias metabólicas secundárias que 

dão origem a diversos compostos como alcaloides, flavonoides, ácidos fenólicos, estibenos, taninos, 

cumarinas, carotenóides, que por vezes, são específicos de determinadas famílias, gêneros ou espécies 

(VeberiČ, 2010). Esses compostos além de serem de suma importância no mecanismo de defesa da 

planta contra predação por microrganismos, insetos e herbívoros, em testes in vitro, têm demonstrado 
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propriedades antimicrobianas e podem servir como alternativa antibacteriana eficaz, menos dispendiosa 

e segura para o tratamento de infecções microbianas (Chattopadhyay et al., 2009). 

O Brasil é detentor de uma biodiversidade promissora, a maior do mundo (Dutra et al., 2016), 

como fonte de produtos naturais bioativos, cujo potencial terapêutico é pobremente explorado ou 

regulamentado, contrastando com o que ocorre em países desenvolvidos (Veiga Júnior, 2005; Ricardo 

et al., 2017). Muitas dessas espécies vegetais, portanto, são empregadas como medicamentos naturais 

sem qualquer respaldo científico quanto à sua eficácia e segurança, o que demonstra a enorme lacuna 

entre a oferta de plantas e as pesquisas que validem o seu uso popular (Foglio et al., 2006). Na intenção 

de colaborar com as investigações científicas voltadas a ação antimicrobiana, desenvolvemos este estudo 

com plantas Hyptis oriundas do Brasil.  

Várias espécies de Hyptis possuem comprovada atividade antibacteriana (Goly et al., 2015; Salini 

et al., 2015; Flores et al., 2014; Tesch et al., 2015; Bachheti et al., 2015; Kerdudo et al., 2016; Andrade 

et al., 2017b; De Figueirêdo et al., 2018). Entres os fatores determinantes da sua atividade biológica 

destaca-se o teor e o tipo de compostos fenólicos encontrados nos óleos essenciais e extratos de suas 

várias espécies (Tafurt-Garcia et al., 2015).  Conforme a literatura, há investigações realizadas com H. 

atrorubens, H. brevipes, H. crenata, H. columbiana, H. capitata, H. fasciculata, H. martiusi, H. mutabilis, 

H. pectinata, H. rhomboidea, H. verticilata e H. suaveolens, sendo essa última a mais estudada.  

Como existem aproximadamente 400 espécies de Hyptis, podemos afirmar que há uma 

escassez considerável de trabalhos relacionados à atividade antibacteriana quando verificamos a 

literatura. Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o potencial antibiótico de extratos 

metanólicos, de acetato de etila e de diclorometano elaborados a partir de folhas de Hyptis marrubioides, 

Hyptis pectinata e Hyptis suaveolens, frente as cepas Staphylococcus aureus (ATCC® 25923TM), 

Staphylococcus aureus (ATCC® 29213TM), Escherichia coli (ATCC® 10536TM), Escherichia coli (ATCC® 

25922TM), Salmonella Cholerasuis (ATCC® 10708TM), Salmonella Typhimurium (ATCC® 13311TM),  

Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 9027TM) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 27853TM). 

 

 

5.2 MATERIAIS E MÉTODOS 
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5.2.1 Obtenção e identificação do material vegetal 

 

As folhas de Hyptis marrubiodes (Hm), Hyptis pectinata (Hp) e Hyptis suaveolens (Hs) foram 

coletadas no campo experimental do Laboratório de Cultura de Tecidos Vegetais do Instituto Federal de 

Educação, Ciência e Tecnologia Goiano (IFGoiano), Campus Rio Verde, nas coordenadas aproximadas 

de 17º48’3,81’’S e 50º54’0,07’’W; 17º48’3,94’’S e 50º53’9,99’’W e 17º48’3,81’’S e 50º54’0,01’’W, 

respectivamente, no período da manhã do dia 05 de março de 2014. Exsicatas das três espécies 

coletadas foram depositadas no Herbário do IFGoiano sob os códigos 476, 477 e 492, respectivamente. 

O material vegetal foi seco em estufa de circulação de ar a 35ºC, até peso constante para estabilização 

da biomassa.  Posteriormente este foi moído em moinho de facas, acondicionado em sacos plásticos, 

selados, identificados e mantidos em câmara fria a -20º C, até a preparação dos extratos.   

 

5.2.2 Preparação dos extratos metanólico, acetato de etila e diclorometano de Hyptis spp. 

 

A biomassa vegetal de cada amostra in vivo foi macerada, separadamente por espécie, em 

metanol na proporção de 40 gramas de biomassa seca para 400 ml de metanol 80% (1:10), 

homogeneizada no banho de ultrassom por 15 minutos e estocada por 7 dias no escuro e à temperatura 

ambiente.  A biomassa foi separada da solução por filtração com uso de uma bomba à vácuo, 

remacerada com 200 ml de metanol 80% e estocada por 7 dias.  Ao fim deste prazo, a biomassa foi 

filtrada e a solução resultante, juntamente com a da primeira extração, foram evaporadas, congeladas a 

-80º C e liofilizadas por 72 horas. O extrato seco foi guardado sob refrigeração até a realização dos 

ensaios microbiológicos. Repetiu-se este processo de extração usando como solvente o acetato de etila 

e, a posteriori, com diclorometano obtendo-se assim extratos metanólicos, extratos de acetato de etila e 

extratos de diclorometano.  

O rendimento dos extratos foi calculado a partir da relação do peso final da amostra após a 

extração (PF) multiplicado por 100 e dividido pelo peso inicial da amostra antes da extração (PI) 

(Rodrigues et al., 2011), conforme a fórmula: % rendimento= (PFx100)/PI. 
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5.2.3 Microrganismos 

 

Para realização dos procedimentos microbiológicos foram empregadas cepas de referência da 

American Type Culture Collection (ATCC®), na segunda passagem, obtidas do Instituto Nacional de 

Controle de Qualidade em Saúde (INCQS), Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro, RJ, Brasil, 

representativas dos grupos bacterianos Gram-positivos e Gram-negativos (Tabela 5.1).  

Cepa de Referência Abreviatura no Texto 
Bactérias Gram Positivas 

Staphylococcus aureus (ATCC® 25923TM) S. aureus (ATCC® 25923TM) 
Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC® 29213TM) S. aureus (ATCC® 29213TM) 
Bactérias Gram Negativas 

Escherichia coli (ATCC® 10536TM) E. coli (ATCC® 10536TM) 

Escherichia coli (ATCC® 25922TM) E. coli (ATCC® 25922TM) 
Salmonella enterica subsp enterica serovar Cholerasuis (ATCC® 10708TM) S. Cholerasuis (ATCC® 10708TM) 

Salmonella enterica subsp enterica serovar Typhimurium (ATCC® 13311TM) S. Typhimurium (ATCC® 13311TM) 
Pseudomona aeruginosa (ATCC® 9027TM) P. aeruginosa (ATCC® 9027TM) 

Pseudomona aeruginosa (ATCC® 27853TM) P. aeruginosa (ATCC® 27853TM) 

Tabela 5.1 – Cepas Gram positivas e Gram negativas de referência da American Type Culture Collection utilizadas nos testes 
antimicrobianos com extratos de Hm, Hp e Hs. 
 
   
 

5.2.4 Avaliação da atividade antibacteriana e preparação dos inóculos 

 

Os ensaios de atividade antibacteriana foram realizados no Laboratório de Bioatividade Celular e 

Molecular, localizado no Centro de Pesquisas Farmacêuticas da Faculdade de Farmácia da UFJF, sob a 

orientação da Professora Doutora Maria Silvana Alves. A atividade bacteriana foi investigada por meio da 

determinação da concentração inibitória mínima (CIM) e da concentração bactericida mínima (CBM), 

bem como pela classificação do efeito antibacteriano das amostras em bactericida ou bacteriostático.  

Até a realização dos ensaios biológicos, as cepas de referência foram mantidas congeladas a -

20°C em tubos plásticos com tampas de rosca próprios para congelamento (Inlab), sob forma de 

suspensões densas contendo leite desnatado a 10% (p/v) acrescido de glicerol (Synth) a 10% (v/v).  

Para preparação dos inóculos, as cepas de referência foram inicialmente ativadas em ágar 

Müeller-Hinton (Himedia Laboratories®, Mumbai, India) e incubadas por 16 a 18 horas em estufa 

bacteriológica a 35±2ºC, em aerobiose. Após incubação, 3 a 5 Unidades Formadoras de Colônia (UFC) 

foram transferidas para um tubo de ensaio 13x100 mm contendo 3,5 ml de solução salina estéril (NaCl 

0,9% p/v), comparadas visualmente e ajustadas à escala padrão 0,5 de McFarland (DME Diagnósticos 
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Microbiológicos Especializados®, São Paulo, SP, Brasil) (CLSI, 2012). A turbidez do inóculo bacteriano 

foi confirmada em espectrofotômetro (Bel Spectro S05) (BEL® Photonics do Brasil, SP, Brasil). A leitura 

da absorbância deve estar entre 0,08 e 0,13 em 625 nm para corresponder a 0,5 da escala de McFarland 

(CLSI, 2012). 

 

5.2.5 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

 

O método de microdiluição em caldo foi utilizado para determinação da CIM conforme as 

recomendações do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012 e 2014), com alguns ajustes. 

Para o preparo da solução estoque dos extratos (SE) a 10 mg.ml -1, pesou-se 10 mg do extrato seco que 

foram transferidos para eppendorf de capacidade 1,5-2 ml. Em seguida, foram acrescidos 20 µl de 

DMSO, cuja a concentração final não ultrapassou 2%, seguidos de 20 µl de Tween 80. Finalmente, foram 

adicionados 100 µl de etanol 99,5% e 860 µl de água destilada, completando o volume final de 1000 µl. 

A partir da SE, foram feitas diluições seriadas diretamente nas microplacas obtendo um gradiente de 

concentração de 0,04 a 5 mg.ml-1.  

Já o antibiótico ampicilina sódica (AMP) (Sigma-Aldrich) foi solubilizado em tampão fosfato 0,1M 

(pH8,0) e diluído em tampão fosfato 0,1M (pH6,0) enquanto que o antibiótico cloranfenicol (CHL) (Sigma-

Aldrich) foi solubilizado em etanol 95% e diluído em água destilada estéril, no intuito de se obter 

concentração final de 1mg/ml em ambos os antibióticos. As diluições seriadas foram feitas nas 

microplacas obtendo um gradiente de concentração de 0,004 a 0,5 mg.ml-1. 

Nas placas as diluições seriadas para extratos, AMP e CLH ocorreram da mesma forma.  Os 

poços da microplaca receberam 100 µl de caldo Müller Hinton (CMH) (Difco Laboratories®, Spark, MD, 

USA). A seguir adicionou-se 100 µl da SE do extrato em quatro poços da linha A e homogeneizou-se. 

Após a homogeneização, 100 µl de cada um desses poços foram transferidos para da linha B, depois 

de B para C e assim sucessivamente até chegar a linha H. Nesta última linha desprezou-se o volume de 

100 µl. Finalizada as diluições seriadas, em quadruplicata para os extratos e em triplicata para os 

antibióticos, acrescentou-se 10 µl da suspensão bacteriana previamente padronizada.  

Como substâncias contidas no meio podem interferir nos resultados do estudo microbiológico, 

foram preparadas microplacas contendo os controles para aferição da interferência das amostras 



 

CAPÍTULO 5 – ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DOS EXTRATOS DE Hyptis spp. 

 
 

153 
Avaliação do potencial bioativo de plantas medicinais do gênero Hyptis 

oriundas do cerrado brasileiro. Rejaine Martins Rios 

(extratos e antibióticos) sobre o CMH (IAM) e dos sistemas solvente/diluente sobre o CMH (ISM) e do 

crescimento bacteriano (ISC). Além destes controles, prepararam-se os controles positivo (CP) e negativo 

(CN).  

Para preparação dos controles de interferência, adicionou-se aos poços 100 µl de CMH e a 

seguir, para IAM adicionou-se 100 µl de SE (extrato ou antibiótico), desprezou-se 100 µl e colocou-se 10 

µl de solução salina; para ISM adicionou-se 100 µl de solvente/diluente, desprezou-se 100 µl e colocou-

se 10 µl de solução salina; para o ISC adicionou-se 100 µl de solvente/diluente (da ampicilina–ISC1, do 

cloranfenicol-ISC2, do extrato-ISC3) , desprezou-se 100 µl e colocou-se 10 µl de suspensão bacteriana. 

Já para o controle positivo, acrescentou-se a um poço com 100 µl de CMH, 10 µl de suspensão 

bacteriana enquanto que para o controle negativo, acrescentou-se 100 µl de CMH e 10 µl de solução 

salina. Os testes foram realizados em triplicata para os extratos e antibióticos utilizando microplacas de 

96 poços de fundo chato que foram organizadas conforme Figura 5.1. 

As microplacas foram incubadas a 35±2°C, em aerobiose, de 16 a 20 horas. Finalizado o prazo, 

adicionou-se de 10 µl de solução de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazólio (CTT) (Vetec Química Fina Ltda, Rio 

de Janeiro, RJ, Brasil) a 1mg/ml nos poços, tendo o cuidado de não o colocar na última coluna de cada 

tratamento, cujos poços foram reservados para o teste de determinação da CBM e para classificação do 

efeito antibacteriano como bactericida ou bacteriostático. As microplacas foram incubadas por 30 min. 

a 35±2°C, em aerobiose e, a seguir, procedeu-se a leitura visual que foi realizada por meio da verificação 

mudança de cor do revelador CTT. Os poços que apresentaram coloração rosa a avermelhada indicaram 

crescimento bacteriano e os que não sofreram alteração da cor, ausência de crescimento.  A CIM foi 

determinada pela menor concentração do extrato capaz de inibir o crescimento visível de um 

microrganismo (CLSI, 2012). 
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Figura 5.1 – Imagem ilustrativa da organização das microplacas utilizadas no ensaio de determinação da concentração 
inibitória mínima pelo método de microdiluição em caldo dos  extratos metanólicos, de acetato de etila e de diclorometano  
das folhas de Hm, Hp e Hs. As concentrações dos extratos foram de 5 mg.ml-1 (linha A), 2,5 mg.ml-1 (linha B), 1,25 mg.ml-1 
(linha C), 0,63 mg.ml-1 (linha D), 0,31 mg.ml-1 (linha E); 0,16 mg.ml-1 (linha F); 0,08 mg.ml-1 (linha G); 0,04 mg.ml-1 (linha H).  
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PLATE 4 
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PLATE 5 IAM 
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HS AcOEt: Hyptis suaveolens em Acetato de Etila; 

 HM AcOEt: Hyptis marrubioides em Acetato de Etila; 
 HP AcOEt: Hyptis pectinata em Acetato de Etila; 
 HS MeOH 80%: Hyptis suaveolens em Metanol 80%;  
HM MeOH 80%: Hyptis marrubioides em Metanol 80%;  
HP MeOH 80%: Hyptis pectinata em Metanol 80%;  
HS DCM: Hyptis suaveolens em Diclorometano;  
HM DCM: Hyptis marrubioides em Diclorometano;  
HP DCM: Hyptis pectinata em Diclorometano;  
AMP: Antibiótico ampicilina sódica;  
CHL: Antibiótico cloranfenicol;  
ISC1, ISC2 e ISC3: Controle da interferencia dos sistemas 
solvente/diluente da ampicilina sobre o meio; 
CC: Controle crescimento positivo;  
IAM: Controle da interferência das amostras sobre o meio;  
ISM: Controle da interferência dos sistemas solvente/diluente 
sobre o meio;  
CM: Controle do meio (crescimento negativo); 
 

 : poço vazio. 
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5.2.6 Determinação da Concentração Bactericida Mínima (CBM) e classificação do efeito 

antibacteriano como bactericida ou bacteriostático. 

 

Determinou-se a Concentração Bactericida Mínima (CBM) seguida da classificação do efeito 

antibiótico como bactericida ou bacteriostático conforme o método descrito por Andrews (2001), com 

substituição do meio de cultura utilizado [IsoSensitest Agar (ISA; Oxoid, Basingstoke, UK) por Ágar Müeller 

Hinton (AMH; Difco® Laboratories, Spark, MD, USA)]. Após a identificação das fileiras que não 

apresentaram alteração da coloração, suspostamente por não haver crescimento bacteriano, utilizou-se 

o quarto poço correspondente (sem CTT) para determinação da CBM, ou seja, a menor concentração do 

extrato capaz de causar a morte das células bacterianas e para a classificação dos efeitos 

antibacterianos.  Foram retirados 10 µl do conteúdo do poço com auxílio de alça microbiológica calibrada 

estéril descartável. As amostras colhidas foram estriadas em placas de Petri contendo ágar Müller Hinton 

(AMH) e incubadas em estufa a 35±2ºC, de 18 a 20 horas, em aerobiose. Após a incubação, verificou-

se visualmente a presença ou ausência de crescimento bacteriano. As concentrações de extrato que 

permitiram o crescimento bacteriano no AMH foram definidas como bacteriostáticas e aquelas que 

inibiram o crescimento das bactérias como bactericidas. 

  

5.3 RESULTADOS  

 

5.3.1 Rendimento dos extratos metanólicos de Hyptis spp. 

 

O rendimento dos extratos das folhas de Hm, Hp e Hs obtidos a partir de 40 g de folhas secas 

em estufa de circulação de ar a 35ºC e trituradas em moinho de facas foi calculado após término da 

remoção do solvente, em porcentagem (%). De acordo com a Tabela 5.1 os maiores rendimentos para 

extrato metanólico (11,4%) e diclorometano (1,58%) ocorreram para Hm enquanto que para os extratos 

de acetato de etila (6,36%) Hp foi a que mais se destacou. O maior rendimento com o metanol (solvente 

mais polar), indica que os compostos bioativos presentes na planta apresentam características mais 

polares. 
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Espécie Extratos das folhas Peso do extrato (g) Rendimento (%) 

Hyptis marrubioides 
MeOH 4,56 11,40 

Acetato de etila 0,95 2,36 

Diclorometano 0,63 1,58 

Hyptis pectinata 
MeOH 3,78 9,45 

Acetato de etila 2,54 6,36 

Diclorometano 0,30 0,75 

Hyptis suaveolens 
MeOH 3,86 9,64 

Acetato de etila 1,23 3,06 

Diclorometano 0,27 0,67 

Tabela 5.2 - Valores do peso (g) e dos rendimentos (%) dos extratos metanólicos, de acetato de etila e de diclorometano 
obtidos de folhas de Hm, Hp e Hs.  

 

5.3.2 Atividade antibacteriana de Hyptis spp. 

 

O aumento do número de patógenos resistentes aos antibióticos é uma das mais graves ameaças 

à saúde global neste século (Prestinaci et al., 2015). Diante dessa realidade, a OMS, buscando guiar a 

pesquisa, a descoberta e o desenvolvimento de novos antibióticos, publicou uma lista de patógenos 

prioritários que classifica 20 bactérias em três grupos estratificados como prioridade crítica (1), alta (2) 

e média (3) (Tabela 5.3) (WHO, 2017). Por esta razão, neste estudo, trabalhou-se com bactérias de 

prioridade 1 e prioridade 2.  

 

Prioridade 1                     
CRÍTICA 

 Acinetobacter baumanni resistente à carbapenema 
 Pseudomonas aeruginosa resistente à carbapenema 
 Enterobacteriaceae resistente à carbapenema, resistente às cefalosporinas de 3ª geração 

Prioridade 2                     
ALTA 

 Enterococcus faecium resistente à vancomicina 
 Staphylococcus aureus resistente à meticilina, com sensibilidade intermediária e resistente à 

vancomicina 
 Helicobacter pylori resistente à claritromicina 
 Campylobacter resistente à fluoroquinolona 
 Salmonella spp. resistente à fluoroquinolona 
 Neisseria gonorrhoeae resistente às cefalosporinas de 3ª geração, resistente à fluoroquinolona 

Prioridade 3                     
MÉDIA 

 Streptococcus pneumoniae sem susceptibilidade à penicilina 
 Haemophilus influenzae resistente à ampicilina 
 Shigella spp. resistente à fluoroquinolona 

 
Tabela 5.3 – Lista de patógenos prioritários publicada pela organização mundial da saúde em 2017 para guiar a pesquisa, a 
descoberta e o desenvolvimento de novos antibióticos. Fonte: Adaptado de WHO (2017). 

 

No método da diluição em caldo para determinação da CIM, os poços que exibiram coloração 

rosa a avermelhada representaram o crescimento microbiano e os poços que não exibiram alteração na 
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sua coloração permanecendo com a cor original, indicaram inibição do crescimento microbiano. Esses 

últimos retrataram a menor diluição dos extratos capaz de inibir o crescimento visível das cepas testadas 

e, portanto, tiveram o quarto poço correspondente selecionado para testes posteriores (Figura 5.2).  

 

 

 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 5.2 – Fotos identificando os poços que apresentaram a menor concentração capaz de inibir o crescimento bacteriano 
(CIM) e os poços sem CTT dos quais coletou-se amostra para determinação da CBM e dos efeitos bactericidas e 
bacteriostáticos. 1) extrato Hp de acetado de etila a 5 mg.ml-1 + S. aureus (ATCC® 25923TM), 2) extrato Hm metanólico 80% a 
5 mg.ml-1, 3) extrato Hs metanólico 80% a 2,5 mg.ml-1 + S. aureus (ATCC® 25923TM e extrato Hp metanólico 80% a 5 mg.ml-1 + 
S. aureus (ATCC® 25923TM), 4) extrato Hs metanólico 80% a 5 mg.ml-1 + S. aureus (ATCC® 29213TM, 5) extrato Hs metanólico 
80% a 5 mg.ml-1 + E. coli (ATCC® 10536TM). 
 
 

Algumas das placas de petri semeadas com o conteúdo dos poços sem tratamento com CTT e 

CIM positiva para verificação da CBM e classificação do efeito farmacológico em bactericida ou 

bacteriostático foram apresentadas na figura 5.3.  

Identificação dos poços que 
apresentaram CIM positiva 

Identificação dos poços sem CTT 
correspondentes aos de CIM positiva 

1 2 

3 4 
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Figura 5.3. Fotos das placas utilizadas para a determinação da CBM e para caracterização do efeito farmacológico em 
bactericida ou bacteriostático. 1) extrato Hp de acetado de etila a 5 mg.ml-1 +S. aureus (ATCC® 25923TM), 2) extrato Hs 
metanólico 80% a 2,5 e 5 mg.ml-1 + S. aureus (ATCC® 25923TM), 3) extrato Hp metanólico 80% a 5 mg.ml-1 + S. aureus (ATCC® 
25923TM), 4) extrato Hs metanólico 80% a 5 mg.ml-1 + S. aureus (ATCC® 29213TM), 5) extrato Hs metanólico 80% a 5 mg.ml-1 + 
E. coli (ATCC® 10536TM).  
 
 

 

Conforme apresenta a Tabela 5.4, de todas as amostras testadas, o extrato metanólico de Hs 

apresentou a menor CIM (2,5 mg.ml-1) contra S. aureus (ATCC® 25923TM) e efeito bacteriostático, não 

sendo possível determinar a CBM em função do gradiente de concentração estabelecido (0,004 mg.ml-1 

<CIM<5 mg.ml-1). Também exibiu CIM de 5 mg.ml -1 e ação bacteriostática para S. aureus (ATCC® 

29213TM) e E. coli (ATCC® 10536TM). Segundo Kuete (2010), os valores de CIM poderiam ser usados 

como critério para classificação da atividade antimicrobiana. Segundo este autor, a classificação da 

atividade dos extratos vegetais será significativa se CIM < 0,1 mg.ml-1, moderada se 0,1 < CIM ≤ 0,625 

mg.ml-1 ou fraca se CIM > 0,625 mg. ml-1. Assim, apesar do efeito antibiótico observado ser considerado 

fraco segundo Kuete (2010), Fabry e colaboradores (1998) reportaram que plantas utilizadas na 

medicina tradicional no tratamento de infecções são consideradas ativas quando apresentarem uma CIM 

menor que 8mg.ml-1. Ainda, Goly e colaboradores (2015) obtiveram resultados parecidos para o extrato 

etanólico de Hs a 70%, onde CIM ficou em 3,12 mg.ml-1 para S. aureus (ATCC® 25923TM) e CBM de 

12,50 mg.ml-1.  

1 2 3 

4 5 
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Tabela 5.4. Concentração inibitória mínima (CIM), efeitos bacteriostáticos e concentração bactericida mínima (CBM) de 
extratos metanólicos, de acetato de etila e diclorometano de Hm, Hp e Hs. CIM e CBM são expressos em mg.ml -1. MeOH: 
metanol, AcOet: acetato de etila, DCM: diclorometano, Btc: bacteriostático, Amp: ampicilina, CHL: clorafenicol, NA: não 
aplicado, ND: não determinado e **: amostras em quantidade insuficiente para análise.  
 
 

O extrato metanólico de Hm, por sua vez, mostrou CIM de 5mg.ml-1 e efeito bacteriostático contra 

S. Cholerasuis (ATCC® 10708TM) enquanto que seu extrato de diclorometano exibiu CIM de 5mg/ml e 

efeito bacteriostático para P. aeruginosa (ATCC® 9027TM) e (ATCC® 27853TM).Como descrito 

anteriormente, estes valores correspondem a uma atividade antibacteriana fraca, mas que não pode ser 

 Espécie Hyptis marrubioides Hyptis pectinata Hyptis suaveolens 
AMP CHL 

 Extrato MeOH AcOet DCM MeOH AcOet DCM MeOH AcOet DCM 

S.
 a

ur
eu

s 
(A

TC
C

®
 2

59
2

3TM
) CIM >5 >5 >5 5 5 >5 2,5 >5 >5 <4 8 

Efeito ND ND ND Btc Btc ND Btc ND ND NA NA 

CBM >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 NA NA 

S.
 a

ur
eu

s 
(A

TC
C

®
 2

92
1

3TM
) CIM >5 >5 >5 >5 >5 >5 5 >5 >5 <4 8 

Efeito ND ND ND ND ND ND Btc ND ND NA NA 

CBM >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 NA NA 

E.
 c

ol
i 

(A
TC

C
®
 1

05
3

6TM
) CIM >5 >5 >5 >5 >5 ** 5 >5 ** <4 8 

Efeito ND ND ND ND ND ** Btc ND ** NA NA 

CBM >5 >5 >5 >5 >5 ** >5 >5 ** NA NA 

E.
 c

ol
i 

(A
TC

C
®
 2

59
2

2TM
) CIM >5 >5 >5 >5 >5 ** >5 >5 ** <4 8 

Efeito ND ND ND ND ND ** ND ND ** NA NA 

CBM >5 >5 >5 >5 >5 ** >5 >5 ** NA NA 

S.
C

ho
le

ra
su

is
 

(A
TC

C
®
 1

07
0

8TM
) CIM 5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 <4 8 

Efeito Btc ND ND ND ND ND ND ND ND NA NA 

CBM >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 NA NA 

S.
Ty

ph
im

ur
iu

m
 

(A
TC

C
®
 1

33
1

1TM
) 

 

CIM >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 ** <4 8 

Efeito ND ND ND ND ND ND ND ND ** NA NA 

CBM >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 ** NA NA 

P.
ae

ru
gi

no
sa

 
(A

TC
C

®
 9

02
7T

M
) 

 

CIM ** ** 5 ** ** ** ** ** ** <4 8 

Efeito ** ** Btc ** ** ** ** ** ** NA NA 

CBM ** ** >5 ** ** ** ** ** ** NA NA 

P.
ae

ru
gi

no
sa

 
(A

TC
C

®
 2

78
5

3TM
) 

 

CIM ** ** 5 ** ** ** ** ** ** <4 8 

Efeito ** ** Btc ** ** ** ** ** ** NA NA 

CBM ** ** >5 ** ** ** ** ** ** NA NA 
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desconsiderada visto que esses microrganismos estão classificados como prioridade elevada e crítica da 

OMS para a pesquisa, descoberta e desenvolvimento de novos antibióticos. Finalmente, o extrato 

metanólico e de acetato de etila de Hp teve efeito bacteriostático e ação inibitória à concentração de 5 

mg.ml-1 para S. aureus (ATCC® 25923TM). Ampicilina e cloranfenicol apresentaram valores CIM 

compatíveis com aqueles descritos no documento M100-S24 (CLSI, 2014), validando os ensaios. A 

escolha por esses antibióticos teve como critério de inclusão o distinto modo de ação de cada um deles, 

inibição das sínteses do peptidioglicano (AMP) e proteica (CHL), que confere o efeito antibiótico dessas 

substâncias sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Silver, 2011). Os controles realizados 

descartaram quaisquer possíveis interferências nos resultados. 

 

 5.4 CONCLUSÃO 

 

Na avaliação destes compostos quanto à sensibilidade microbiana, o método da microdiluição 

em caldo foi considerado apropriado por possibilitar a visualização da atividade inibitória dos extratos em 

pequenas concentrações. Em conclusão, os extratos de Hyptis tem atividade antibiótica frente as cepas 

testadas S. aureus (ATCC® 25923TM), S. aureus (ATCC® 29213TM), E. coli (ATCC® 10536TM), S. Cholerasuis 

(ATCC® 10708TM), P. aeruginosa (ATCC® 9027TM) e P. aeruginosa (ATCC® 27853TM) o que corrobora a 

utilização destas plantas na medicina tradicional.  
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6. ATIVIDADE CITOPROTETORA E ANTI-INFLAMATÓRIA DE EXTRATOS DE 
Hyptis spp. 
 

 

 

6.1 INTRODUÇÃO 

 

A respiração celular é fundamental para formação de moléculas de trifosfato de adenosina (ATP) 

capazes de gerar energia necessária ao bom funcionamento do organismo. Durante esse processo 

subprodutos reativos e potencialmente tóxicos, conhecidos como espécies reativas de oxigênio (EROS) 

além de outros radicais livres, são gerados continuamente. Kowaltowski e Vercesi (1999), afirmam que 

1 a 2% do oxigênio utilizado na respiração mitocondrial é convertido nesses subprodutos, durante a 

fosforilação oxidativa. Desde que não atinjam grandes níveis, estes são importantes para o desempenho 

de várias funções fisiológicas.  

A manutenção de EROS em nível baixo é controlada por defesas antioxidantes.  Todavia, quando 

ocorre um desequilíbrio, pode haver alta produção destas espécies que ocasionam o estresse oxidativo, 

e, consequentemente, o aumento de danos a biomoléculas (DNA, lipídios, proteínas) que quando não 

reparados, acabam comprometendo o funcionamento da célula e levando-a à morte por apoptose ou 

necrose (Barbosa et al., 2006). Dessa forma, as EROS podem estar diretamente relacionadas ao 

desenvolvimento de várias patologias, incluindo aquelas relacionadas ao sistema nervoso (Alzheimer e 

Parkinson) e ao fígado (Li et al., 2014; Casas-Grajales e Muriel, 2015).  

Doenças relacionadas ao fígado, agudas e crônicas, frequentemente diagnosticadas em clínicas, 

apresentam grande preocupação no sistema de saúde mundial pelo fato deste órgão estar vinculado a 

maioria das vias bioquímicas associadas ao crescimento, combate a doenças, fornecimento de nutrientes 

e de energia e reprodução (Ward e Daly, 1999; Pandit et al., 2012; Singh et al., 2016), Além disso, este 

órgão metaboliza xenobióticos e moléculas endógenas garantindo a homeostase metabólica no 

organismo (Casas-Grajales e Muriel, 2015).  

Embora a integridade do fígado seja uma condição fundamental para o bem-estar e saúde 

humana verifica-se que a exposição a uma variedade de drogas e contaminantes ambientais, como vírus, 

álcool, gordura, metabólitos biotransformados, entre outros (Lima et al., 2007; Andrade et al., 2015), 
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tem desencadeado estresse oxidativo, indicando níveis excessivos de EROS e um desequilíbrio oxidante 

e antioxidante (Farzaei et al., 2018). Tal situação é extremamente prejudicial as células hepáticas, 

incluindo hepatócitos, células de Kupffer, células estreladas e células endoteliais, por promoverem a 

transformação maligna danificando lipídios, proteínas e DNA e a indução da isquemia, fibrose, necrose, 

apoptose ou inflamação (Diesen e Kuo, 2011; Farzaei et al., 2018).  

A inflamação é uma resposta fisiológica de defesa do corpo a danos nos tecidos causados por 

infecções por patógenos microbianos, irritação química e/ou ferimentos (Yang et al., 2016). Durante a 

inflamação, a enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS) é expressa em resposta a estímulos pró-

inflamatórios e produz grandes quantidades de óxido nítrico (NO) por longos períodos (Hämäläinen et al., 

2008; Park et al., 2011). O NO em níveis apropriados é importante na regulação de vários processos 

fisiológicos, enquanto o seu excesso anormal pode levar à citotoxicidade para os tecidos do hospedeiro 

(Park et al., 2011).  Por isso, é provável que sua atuação com um agente imunoestimulador (pró-

inflamatório) ou imunossupressor (anti-inflamatório) nas reações inflamatória dependa de sua 

concentração local, bem como de sua disponibilidade e da natureza das moléculas alvo a jusante. 

(Tripathi et al., 2007; Predonzani et al., 2015; Yuste et al., 2015).  

Esse papel multifacetado do NO tem sido associado à neuroinflamação e a várias doenças 

neurodegenerativas, incluindo a doença de Parkinson, esclerose lateral amiotrófica, esclerose múltipla e 

doença de Alzheimer (Yuste et al., 2015). A neuroinflamação pode ser iniciada por uma variedade de 

patógenos, como lipopolissacarídeo (LPS), β-amilóide, bactérias e vírus (Lim et al., 2018). Ela é 

caracterizada pela ativação microglial com consequente aumento nos níveis de NO que induzem o 

estresse oxidativo e a destruição de neurônios (Cho et al., 2016). Desta forma, o desenvolvimento de 

agentes anti-neuroinflamatórios para a inibição da ativação microglial pode ser benéfica para o 

tratamento de doenças associadas ao sistema nervoso (Yu et al., 2018).  

No intuito de amenizar danos hepáticos e distúrbios inflamatórios, drogas sintéticas foram 

propostas e utilizadas como medicamentos. Contudo, a intensa crítica direcionada a eles por graves 

efeitos colaterais (Emami et al., 2007; Shal et al., 2018), tem alavancado à busca de novos agentes com 

efeitos indesejados mínimos a partir de fontes naturais (Dharini et al., 2010; Das et al., 2012; Shal et al., 

2018). Nesse intuito, fármacos provenientes de plantas medicinais que apresentem efeitos colaterais 

reduzidos e sejam capazes de atuar no combate a doenças hepáticas e processos inflamatórios tornam-

se uma alternativa valiosa à saúde pública global.  
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O gênero Hyptis, marcado por arbustos, subarbustos e ervas perenes ou anuais com 

propriedades aromáticas e medicinais, é um dos maiores da família Lamiaceae com aproximadamente 

400 espécies distribuídas por regiões tropicais e subtropicais (Silva-Luz et al., 2012; Sakr et al., 2013; 

Bachheti et al., 2015). No Cerrado brasileiro há uma ampla diversidade morfológica de espécies com 

diferentes aplicações na medicina tradicional, tais como tratamento de doença de pele, distúrbios 

gástricos, inflamações, infecções bacterianas, dor e câncer (Bispo et al., 2001; Sakr et al., 2013;). 

Os principais constituintes químicos de espécies Hyptis são da classe dos sesquiterpenos, 

triterpenos, diterpenos, monoterpenos, lignanas, alcaloides, flavonoides e ácidos fenólicos (Abedini et al., 

2013; Tonzibo et al., 2009; Tafurt-Garcia et al., 2015; Falcão et al., 2016; Barbosa et al., 2017). As 

Hyptis apresentam diferentes atividades biológicas, como antimicrobiana (De Figueirêdo et al., 2018), 

antioxidante (Serafini et al., 2017), regeneração hepática (Melo et al., 2005), antidematogênica (Barbosa 

et al., 2017), anti-inflamatória (Dos Anjos et al., 2017), cicratizante (Shenoy et al., 2009), genotoxicidade 

(Sumitha e Thoppil et al., 2016), gastroproterora (Lima et al., 2018),  hepatoprotetrora (Ghaffari et al., 

2012) , neuroprotetora (Ghaffari et al., 2014), antiulcerogênica (Caldas et al., 2011).   

Destaca-se poucos trabalhos com extratos de Hyptis frente às atividades biológicas que visem a 

mitigação de danos ao fígado. Estes relacionam-se com regeneração hepática de H. pectinata (Melo et 

al., 2001; Silva et al., 2002; Melo et al., 2005; Melo et al., 2006) e de H. fruticosa (Lima et al., 2012); 

ação gastroprotetora de H.crenata em modelos in vivo (Lima et al., 2018) e hepatoprotetora de 

H.suaveolens em modelos in vivo e in vitro (Ghaffari et al., 2014). Já para atividades anti-inflamatórias 

destaca-se estudos in vitro para H. albida (Miranda et al., 2013), H.spicigera (Bayala et al., 2014), 

H.verticillata (Kuhnt et al., 1995) e in vivo para H. fruticosa (Andrade et al., 2010), H.pectinata 

(Raymundo et al., 2011); H.suaveolens (Grassi et al., 2006), H.umbrosa (Dos Anjos et al., 2017). 

Devido a destacada atividade antioxidante e aos poucos trabalhos relacionados aos efeitos 

citoprotetores e anti-inflamatório de Hyptis spp., optou-se por realizar este estudo. O objetivo foi investigar 

o potencial citoprotetor e anti-inflamatório das espécies H.marrubiodes (Hm), H. pectinata (Hp) e H. 

suaveolens (Hs).  As células da linhagem hepática humana (HepG2) foram utilizadas como modelo para 

averiguar o potencial citoprotetor contra danos induzidos por insultos oxidativos bem como para 

determinar os níveis de EROs intracelular. Segundo Lima e colaboradores (2006; 2007), as HepG2 

apresentam muitas funções especializadas típicas de hepatócitos humanos normais sendo, portanto, 

uma boa ferramenta para avaliar efeitos tóxicos, citoprotetores e genotóxicos/antigenotóxicos de extratos 

vegetais (Lima et al., 2006; 2007).  Já a atividade anti-inflamatória foi avaliada com uso de células 
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microgliais da linhagem BV2. As células BV2 são usadas há muitos anos em estudos de neuroinflamação 

e distúrbios neurodegenerativos por serem fáceis de cultivar e por apresentarem alta similaridade com 

as células microgliais primárias (Schlachetzki  et al., 2013;  Timmerman et al., 2018). 

 

 

6.2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

6.2.1 Obtenção do material vegetal e preparação dos extratos metanólicos 

 

As folhas de Hm, Hp e Hs coletadas no campo experimental do Laboratório de Cultura de Tecidos 

Vegetais do Instituto Federal de Educação, Ciência e Tecnologia de Goiânia, Campus Rio Verde, nas 

coordenadas aproximadas de 17º48’3,81’’S e 50º54’0,07’’W; 17º48’3,94’’S e 50º53’9,99’’W e 

17º48’3,81’’S e 50º54’0,01’’W, respectivamente e altitude de 727m, foram secas em estufa de 

circulação de ar a 35°C, trituradas em moinho de facas e acondicionadas em câmara fria a temperatura 

de -20°C. Os extratos metanólicos foram preparados nas mesmas condições descritas no capítulo 4 para 

posterior análise em ensaios com cultura de células animais. 

 

6.2.2 Cultura de células HepG2 e BV2  

 

A linha celular de carcinoma hepatocelular humano (HepG2) e a linha celular microglial murina 

imortalizada (BV2) foi adquirida da American Type Culture Collection (ATCC) e cultivada em frascos de 

poliestireno com pescoço inclinado de 25 cm2 (VWR, Radnor, Pennsylvania, EUA) e tampas ventiladas 

com filtro hidrofóbico 0,22µm, contendo meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Médium) suplementado 

com 10% de soro fetal bovino (FBS) e 1% de antibiótico (penicilina/estreptomicina). As culturas foram 

mantidas em incubadoras de CO2 (Binder, C-150, Alemanha) a 37ºC em atmosfera humidificada, 

contendo 5% de CO2 e 95% de ar atmosférico e os meios foram trocados a cada 2-3 dias. Após 

confluência, as células eram lavadas com tampão PBS, removidas dos frascos com solução de tripsina 

(0,25%) e contadas em microscópio óptico por meio de hemocitômetro (Fisher Scientific, EUA). A seguir, 
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as células eram transferidas para novos frascos ou para placas de 96 poços para desenvolvimento de 

ensaios.  

 

6.2.3 Análise da viabilidade. 

 

6.2.3.1 Ensaio MTT para determinação da viabilidade celular 

 

A viabilidade celular nos ensaios de citotoxicidade, citoproteção e atividade anti-inflamatória foi 

determinada pelo método colorimétrico MTT (brometo de 3- (4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio). 

Nestes ensaios, finalizado o tempo de incubação das células, o meio foi removido por aspiração e 180µl 

um novo meio sem FBS acrescido de 20µl de MTT (Sigma, EUA) foi adicionado a cada poço. A placa foi 

novamente incubada a 37ºC com 5% de CO2 por 2 horas, permitindo o metabolismo do MTT e a formação 

do cristal formazan visível. Após esse período, o meio com MTT foi aspirado e 200 µl de Etanol/DMSO 

1:1 foi adicionado a cada poço para solubilização dos cristais de formazan sob agitação por 30 minutos 

e abrigo da luz. A leitura espectrofotométrica foi medida a 570 e 690 nm utilizando o leitor de microplacas 

SpectraMaxPlus. Os resultados foram expressos em porcentagem de viabilidade relativa às culturas de 

controle positivo, de acordo com a fórmula: 

Ensaio de citotoxicidade/hepatoproteção 
 
 
 

 

 

6.2.3.2 Ensaios de citotoxicidade em células HepG2 

 

Para o teste de citotoxicidade as células HepG2 foram semeadas em placas de 96 poços (2×105 

células/ml) com meio completo e incubação de 20hs para promover adesão celular a placa. 

Posteriormente, as células foram tratadas com diferentes concentrações dos extratos Hm, Hp e Hs (500, 

250, 100 E 10 µg/ml) ou DMSO 70% (para realização do controle negativo) em quadruplicado, e 

Viabilidade celular % = [(Ae 570nm – Ae 690nm) - (Ab 570nm –    Ab 690nm)]x100 
                                                              (Ac 570nm – Ac 690nm) - (Am 570nm – Am 690nm) 
 

Ae=absorbância da amostra, Ab=absorbância do branco da amostra, 
 Ac=absorbância do controle vida (células sem tratamento), Am=absorbância do meio. 
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incubadas por 4 e 20 hs a 37ºC com 5% de CO2. Finalizado este prazo, a viabilidade celular foi medida 

imediatamente conforme ensaio MTT.  

 

6.2.3.3 Ensaios de proteção contra o estresse oxidativo induzido por agentes oxidantes em 

células HepG2 

 

O potencial de hepatoproteção dos extratos contra a formação intracelular de EROS induzida por 

insultos oxidativos t-BHP (terc-butil hidroperoxido) e paraquat (1,1 dimetil -4,4' bipiridilio-dicloreto) foi 

testado em duas diferentes condições de tratamento: co-tratamento e pré-tratamento. As concentrações 

não tóxicas dos extratos, evidenciadas nos ensaios de citotoxicidade foram usadas nos ensaios de 

citoproteção. 

 

6.2.3.3.1 Co-tratamento de células HepG2 com extratos e t-BHP 

As células HepG2 foram semeadas em placas de 96 poços com 200µl de meio completo a uma 

densidade de 2 x105 células/ml e incubação de 20hs a 37ºC com 5% de CO2.  Posteriormente, as células 

foram co-tratadas com 150 µl de diferentes concentrações de extratos Hm, Hp e Hs (250, 100 E 10 

µg/ml) e 50 µl de t-BHP a 2mM (concentração final de 0,5mM) e incubadas por 4 horas. Finalizado este 

prazo, a viabilidade celular foi medida imediatamente conforme ensaio MTT. 

 

6.2.3.3.2 Co-tratamento de células HepG2 com extratos e paraquat 

As células HepG2 foram semeadas em placas de 96 poços com 200µl de meio completo a uma 

densidade de 2 x105 células/ml e incubação de 20hs a 37ºC com 5% de CO2.  Posteriormente, as células 

foram co-tratadas 150 µl de diferentes concentrações de extratos Hm, Hp e Hs (250, 100 E 10 µg/ml) 

e 50 µl de paraquat a 4mM (concentração final de 1mM) e incubadas por 4 horas. Finalizado este prazo, 

o meio foi aspirado. Um novo meio fresco sem FBS foi acrescentado em cada poço e a placa foi 

novamente incubada. Após 16 hs de incubação, determinou-se a viabilidade celular de acordo com 

ensaio MTT. 
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6.2.3.3.3 Pre-tratamento de células HepG2 com extratos e posterior adição de t-BHP 

As células HepG2 foram semeadas em placas de 96 poços com meio completo a uma densidade 

de 2 x105 células/ml e incubação de 20hs a 37ºC com 5% de CO2.  Posteriormente, as células foram 

pré-tratadas com 150 µl de diferentes concentrações de extratos Hm, Hp e Hs (250, 100 E 10 µg/ml) e 

incubadas por 20 hs. Ao término deste prazo, adicionou-se 50 µl de t-BHP a 2mM (concentração final 

de 0,5mM) e a placa foi incubada por mais 4 horas. A seguir foi determinada a viabilidade celular de 

acordo com ensaio MTT. 

 

6.2.3.3.4 Pre-tratamento de células HepG2 com extratos e posterior adição de paraquat 

As células HepG2 foram semeadas em placas de 96 poços com meio completo a uma densidade 

de 2 x105 células/ml e incubação de 48hs a 37ºC com 5% de CO2.  Posteriormente, as células foram 

pré-tratadas com 150 µl de diferentes concentrações de extratos Hm, Hp e Hs (250, 100 E 10 µg/ml) e 

incubadas por 2 hs. Ao término deste prazo, adicionou-se 50 µl de paraquat a 4mM (concentração final 

de 1mM) e a placa foi incubada por mais 3 horas. A seguir, o meio foi aspirado. Um novo meio fresco 

sem FBS foi acrescentado em cada poço e a placa foi novamente incubada. Após 16 hs de incubação, 

determinou-se a viabilidade celular segundo o ensaio MTT.  

 

6.2.3.4 Ensaio para determinação do EROs intracelular 

 

A determinação dos níveis de EROS intracelular foi avaliada pelo método do 2,7 dicloro-

fluoresceína diacetato (DCFH-DA). As células HepG2 foram cultivadas em placas de 96 poços a uma 

densidade de 2 x 105 células/ml por 20 horas em estufa 37ºC. A cada poço contendo 200µl de meio 

com células, adicionou-se 50µl de DCFH-DA 25µM (Sigma-Aldrich). As placas foram incubadas por 1 

hora a 37ºC com 5% de CO2 no escuro.   Após o período de incubação, o DCFH-DA foi aspirado e 

adicionou-se PBS. A fluorescência foi medida imediatamente. A seguir, adicionou-se 150µl de extrato em 

várias concentrações em meio sem FBS e incubou-se por mais 2 hs. Após esse período, 50 µl de t-BHP 

a 2 mM (concentração final 0,5mM) foi adicionado aos poços (co-tratamento com extratos) e incubado 

por mais 3 hs no escuro.  Finalizado este período, a intensidade da fluorescência foi medida e detectada 

com comprimento de onda de emissão a 535 nm e comprimento de onda de excitação a 488 nm usando 

o leitor fluorômetro e luminômetro de microplacas Fluoroskan AscentTM FL. 
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6.2.3.5 Ensaio para determinação da atividade anti-inflamatória pela produção de óxido 

nítrico (NO) 

 

A atividade anti-inflamatória dos extratos metanólicos de Hyptis spp. foi determinada na linha 

celular BV2 (microglia de ratinho) pela produção de NO estimado mediante a acumulação de nitritos nos 

sobrenadantes das culturas celulares.  

A quantidade de 1ml de suspensão celular a concentração de 1,5x105 células/ml foi semeada 

em placas de 12 poços a uma densidade de 1x105 cels/ml e incubadas por 20hs a 37ºC com 5% de 

CO2. Após esse período, retirou-se o meio e adicionou-se 150µl de extratos em diferentes concentrações 

em meio com FBS2%. As placas foram incubadas por mais 2 hs. A seguir, as células foram ativadas 

(induzidas à inflamação) com 50µl de lipopolissacarídeo de Escherichia coli a 4µg/ml (LPS, concentração 

final de 1μg/ml) em meio com FBS 2% e as placas foram incubadas por 20 horas.  

Finalizado o prazo de incubação, o sobrenadante da cultura celular foi retirado para quantificação 

de nitritos pela reação colorimétrica de Griess. Colocou-se 50µl do sobrenadante em placas de 96 poços 

e adicionou-se 50µl do reagente A (sulfanilamida a 1% em ácido fosfórico a 5%) e deixou-se a placa em 

repouso por 10 minutos no escuro e a temperatura ambiente. Ao fim desse tempo, adicionou-se 50µl do 

reagente B (naftildetilenodiamina a 0,1%) e deixou-se em repouso por mais 10 minutos no escuro e a 

temperatura ambiente. A absorvência foi lida a 543 nm no leitor de microplacas Synergy-4. A viabilidade 

celular também foi determinada pelo ensaio de redução do MTT visando verificar se houve morte celular 

significativa durante o ensaio de indução da inflamação.  

 

  

6.3 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 As análises foram realizadas utilizando o software Graph Pad Prism®versão 5.01 (San Diego, 

CA). Os dados foram apresentados como média ± E.P.M. (Erro Padrão da Média) de três experimentos 

independentes realizados em quadruplicata. A significância das diferenças entres as médias obtidas 

foram avaliadas usando ANOVA one-way com o teste de comparação múltipla de Bonferroni. As 

diferenças foram consideradas significativas para p<0,05 para todas as análises.  



 
CAPÍTULO 6 – ATIVIDADE CITOPROTETORA  E ANTI-INFLAMATÓRIA DE EXTRATOS DE  Hyptis spp.  

 

170  
Avaliação do potencial bioativo de plantas medicinais do gênero Hyptis 

oriundas do cerrado brasileiro.  Rejaine Martins Rios 

6.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

6.4.1. Ensaios de citotoxicidade em células HepG2 

 

Atualmente, sabe-se que as EROs estão diretamente relacionadas a uma série de patologias 

humanas, incluindo aquelas que ocasionam distúrbios neurodegenerativos e processos deletérios no 

fígado. Várias drogas sintéticas foram criadas e empregadas no intuito de amenizar esses problemas. 

Todavia, seus efeitos tóxicos foram alvos de muita crítica e, também, um dos principais responsáveis 

pelo crescimento de estudos ligados ao potencial de plantas medicinais como fármacos que atuam no 

combate de doenças complexas do sistema hepático e nervoso.  

Diante do exposto, destaca-se que a pré-triagem por testes in vitro com células animais tem sido 

muito aplicado para ensaios de citotoxicidade dos extratos vegetais. Conforme as diretrizes e 

recomendações do programa de triagem de plantas estabelecidas pelo Instituto Nacional do Câncer dos 

EUA (NCI), um extrato bruto pode ser considerado citotóxico se ele inibe 50% do crescimento celular 

(IC50) a concentrações iguais ou menores que 20 µg/mL, após um tempo de incubação de 72 horas 

(Vijayarathna e Sasidharan, 2012; Sufian et al., 2013; Kuete et al., 2013; Maqsood et al., 2018).  

Os testes de citotoxicidade na linha celular HepG2 tratadas com diferentes concentrações dos 

extratos Hm, Hp e Hs (Figura 6.1) avaliaram a toxicidade dos extratos, visto que há poucos estudos sobre 

essas plantas.  Com 4hs de incubação, os extratos de Hm e Hp (250, 100 e 10 μg/ml) e Hs (500, 250, 

100 e 10 μg/ml) resultaram em viabilidade celular superior a 95%. Já com 24hs de incubação, as 

concentrações de 100 e 10 μg/ml, para todos os extratos, apresentaram viabilidade celular acima de 

93%. No entanto, doses iguais ou superiores a 250 µg/ml mostraram-se tóxicas as células com 24hs. 

Destaca-se que a citotoxicidade observada em todos os casos foi dependente da dose, com exceção de 

Hs 4hs em que a viabilidade celular não foi afetada por nenhuma das concentrações testadas.  

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maqsood%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29984179
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Figura 6.1 – Citotoxicidade de diferentes concentrações de extratos de Hm, Hp e Hs (500, 250, 100 E 10 µg/ml) na linha 
celular HepG2. A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de redução do MTT após 4 ou 24 hs de incubação. A viabilidade 
do grupo controle (células + meio, não tratadas) foi considerada como 100%. Todos os valores foram comparados com o 
grupo controle. Cada coluna representa a média ± E.P.M considerando os resultados obtidos para três experimentos 

independentes realizados em quadruplicata. A diferença significativa nas médias foi estabelecida em * P<0.05, ** P<0.01 e 
*** P<0.001, quando comparado com o controle 
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Situação semelhante aos resultados apresentados ocorreu para o óleo essencial de H. martiusii 

que na concentração de 263,12 µg/ml passou a exibir efeito citotóxico frente aos fibroblastos de 

mamíferos ATCC CCL-1(De Figueirêdo et al., 2018). Em relação a Hp, Barbosa e colaboradores (2012) 

não verificaram citotoxicidade do extrato hidroetanólico (50µg/ml) em células monoculeares do sangue 

periférico, mas observaram ação moderada em células MDA-MB435 (cancro de mama humano), HCT-8 

(cancro do cólon humano), SF-295 (glioblastoma humano) e HL-60 (leucemia). Assim como Hp, o extrato 

etanólico de H. martiusii também demonstrou toxicidade moderada, usando 10 e 100µg/ml, em 

macrófagos J774 e, por ter apresentado atividade antiepimastigota e antifúngica, tornou-se uma 

alternativa interessante nos esforços para combater doenças infecciosas como candidíase e doença de 

Chagas (Santos et al., 2013). Em outro estudo, os óleos essências de H. sidifolia (IC50=31,2), 

H.suaveolens ((IC50=50,4), H. mutabilis ((IC50=55,2) não foram citotóxicos nas células renais de macacos 

verdes africanos (Vero ATCC CCL-81) (Zapata et al., 2009).  

Contudo, há de se relatar estudos sobre a propriedade anticâncer das espécies Hyptis onde a 

citotoxicidade foi significativa.  Entre estes destaca-se H.martiusii contra células tumorais B16 (pele 

murina), HCT-8 (cólon humano), MCF-7 (mama humana) e CEM e HL-60 (leucemias humanas) (Cruz et 

al., 2006); H. verticillata contra HT 29 (carcinoma do cólon), KB (carcinoma epidermóide) (Kuhnt et al., 

1995) e  S1T (leucemia de células T adulta) (Hamada et al., 2012); compostos mentol e linalol isolados 

de H. suaveolens contra MCF-7 (cancro da mama humana (Deepika et al.,2013). 

Quanto a toxicidade in vivo, extratos aquosos de H. fruticosa, não apresentaram toxicidade 

quando administrados oralmente em camundongos nas doses de 1,3 a 5g/kg (Silva et al., 2006) assim 

como seu óleo essencial aplicado subcutaneamente na dose de 5g/kg (Menezes et al., 2007). Os óleos 

essenciais de H. rhomboidea, H. brevipe e H.suaveolens mostraram toxicidades em bioensaios com 

camarão (Xu et al., 2013) ao contrário da infusão de folhas de H.suaveolens em bioensaios com Artemina 

salina e Drosophila melanogaster (Bezerra et al., 2017).  

Além destes, destaca-se um estudo envolvendo os extratos metanólicos das espécies Hm, Hp e 

Hs para investigar efeitos toxicológicos no modelo in vivo Caenorhabditis elegans. Neste estudo, os 

extratos não foram considerados tóxicos ao C. elegans para concentrações de até 1mg/ml (Campos, 

2018).  Embora as concentrações tóxicas determinadas in vivo não tenham sido equivalentes as 

concentrações tóxicas do ensaio de citotoxicidade in vitro, ambos os ensaios ressaltaram a não toxicidade 

dos extratos para o modelo aplicado indicando que estes apresentam potencial para avaliação como 

medicamentos. 
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6.4.2 Ensaios de proteção contra o estresse oxidativo induzido por agentes oxidantes em 

células HepG2 

 

O potencial efeito citoprotetor dos extratos vegetais contra o estresse oxidativo induzido por t-

BHP ou paraquat foi avaliado em dois diferentes tipos de tratamento para explicar possíveis diferenças 

nos mecanismos de proteção: pré-tratamento e co-tratamento.  

O t-BHP é um análogo reativo de cadeira curta de hidroperóxidos lipídicos cuja toxicidade nas 

células HepG2 como indutor da formação de EROs e do estresse oxidativo tem sido cada vez mais 

empregada como modelo para investigar a citoproteção de produtos naturais (Akanitapichat et al. 2010; 

Xie et ., 2014;  Wu et al., 2016; Rubio et al., 2017). Já o  paraquat é um herbicida  altamente tóxico 

para humanos que, em virtude sua reprodutividade e simplicidade de administração, tem sido 

amplamente utilizado como modelo experimental em estudos  in vitro e in vivo sobre estresse oxidativo 

mediado por EROs (Bauman et al., 1992; Ranjbar, 2014;  Novaes et al., 2016; Vaccari et al., 2017). 

As concentrações de extratos (10 µg/ml, 100 µg/ml e 250 µg/ml) que não mostraram toxicidade 

significativa após 4 h de incubação, foram testadas. As porcentagens de viabilidade celular obtidas foram 

comparadas com o controle com t-BHP ou controle com paraquat no intuito de verificar se os extratos 

de Hm, Hp e Hs seriam ou não capazes de prevenir o dano oxidativo promovido pelo t-BHP ou paraquat. 

No co-tratamento, em que as células HepG2 foram tratadas concomitantemente com o agente 

tóxico t-BHP e com diferentes concentrações do extrato por 4 hs (Figura 6.2) verificou-se que os extratos 

de Hm não impediram a diminuição significativa da viabilidade celular. Já os extratos de Hs e Hp (100 e 

250 µg/ml) apresentaram a diminuição da morte celular de maneira significativa.  No co-tratamento, em 

que as células HepG2 foram tratadas concomitantemente com o paraquat e com diferentes 

concentrações do extrato por 4hs, não houve efeito citoprotetor em nenhuma das concentrações testadas 

para os extratos de Hp (figura 6.3).  Os extratos de Hs a 100 µg/ml impediram a diminuição da 

viabilidade celular de forma significativa. Já os extratos de Hm mostraram-se significativos para as 

concentrações 250 µg/ml e 100 µg/ml. Tanto Hs quanto Hm mostraram melhor atividade citoprotetora 

para concentração de 100 µg/ml. 
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Figura 6.2 – Citoproteção de diferentes concentrações de extratos de Hm, Hp e Hs (500, 250, 100 E 10 µg/ml) na linha 
celular HepG2. A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de redução do MTT após o co-tratamento (células co-tratadas com 
extratos+ t-BHP 0,5mM) e após o pré-tratamento (células pre-tratadas com extratos por 20 hs com posterior adição de t-BHP 
0,5mM). A viabilidade do grupo controle negativo (células+meio, não tratadas) foi considerada como 100%. Todos os valores 
foram comparados com o grupo controle com t-BHP 0,5mM.  Cada coluna representa a média ± E.P.M considerando os 

resultados obtidos para três experimentos independentes realizados em quadruplicado. A diferença significativa nas médias 
foi estabelecida em * P<0.05, ** P<0.01 e *** P<0.001, quando comparado com o controle com t-BHP 0,5mM. 
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Figura 6.3 – Citoproteção de diferentes concentrações de extratos de Hm, Hp e Hs (500, 250, 100 e 10 µg/ml) na linha 
celular HepG2. A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de redução do MTT após o co-tratamento (células co-tratadas com 
extratos + paraquat a 1mM) e após o pré-tratamento (células pre-tratadas com extratos por 2 hs com posterior adição de 
paraquat a 1mM). A viabilidade do grupo controle negativo (células+meio, não tratadas) foi considerada como 100%. Todos 
os valores foram comparados com o grupo controle paraquat a 1mM.   Cada coluna representa a média ± E.P.M considerando 

os resultados obtidos para três experimentos independentes e realizados em quadruplicado. A diferença significativa nas 
médias foi estabelecida em * P<0.05, ** P<0.01 e *** P<0.001, quando comparado com o controle paraquat a 1mM. 
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Lima e colaboradores (2007) avaliaram os potenciais efeitos citoprotetores de extratos aquoso e 

metanólico de sálvia (Salvia officinalis, Lamiaceae) contra morte celular induzida por t-BHP em células 

HepG2 e segundo eles, o extrato metanólico, com maior teor de compostos fenólicos, tais como ácido 

rosmarínico e luteolina-7-glucosídeo, conferiu melhor proteção nas células hepáticas do que o extrato 

aquoso.  

No pré-tratamento em que as células foram tratadas primeiramente com extrato por 20hs e, 

posteriormente, pelo estressor t-BHP durante 4hs, houve citoproteção significativa para Hm, Hp e Hs 

(250 e 100 µg/ml). A concentração de 100 µg/ml garantiu os melhores resultados para as três espécies 

Hyptis. No pré-tratamento em que as células foram tratadas primeiramente com extrato por 2hs e, 

posteriormente, pelo estressor paraquat durante 3hs, houve citoproteção significativa para Hm e Hs (100 

e 10µg/ml) e Hp (10µg/ml).  

Essa propriedade citoprotetora também foi confirmada por Ghaffari e colaboradores (2012). 

Segundo eles, o pré-tratamento com 0,7 mg/ml de extrato metanólico de Hs inibiu significativamente a 

citotoxicidade induzida por H2O2 em células HepG2. Em outro estudo, o pré-tratamento de células de 

neuroblastoma N2A com 2 mg/ml de extrato metanólico de Hs neutralizou completamente o estresse 

induzido por H2O2 demonstrando sua eficácia em prevenir o estresse oxidativo das células (Ghaffari et al., 

2014). Neste mesmo trabalho, também foi constatado que o extrato metanólico de Hs atua como 

hepatoprotetor ao proteger ratos contra hepatotoxicidade induzida por tetracloreto de carbono (CCl4). 

Babalola e colaboradores (2011) confirmaram a possível atividade hepatoprotetora do pré-tratamento 

com extrato aquoso das folhas de Hs sobre hepatotoxicidade induzida por acetaminofeno em coelhos.  

Outros modelos in vivo foram usados para avaliar a ação protetora de Hyptis. Verificou-se que os 

extratos Hm, Hp e Hs a concentração de 1mg/ml testados nos animais C.elegans N2, Ck10 e AT3q130 

se mostraram capazes de proteger os animais do dano oxidativo induzido pela exposição a juglona, 

indicando uma possível ação antioxidante com efeitos neuroprotetores. Esses resultados condizem com 

os ensaios realizados em HepG2 quanto à não toxicidade, poder antioxidante e ação protetora.  Em outros 

estudos, os óleos essências de H.crenata, H. martiusi, H.spicigera tiveram potencial de gastroproteção 

confirmados quando aplicados em roedores. Tanto óleos quanto extratos de Hs tiveram a gastroproteção 

confirmada em roedores. 

Por fim, podemos dizer que o estudo com extratos Hm, Hp e Hs podem ser propostos para 

proteger o fígado contra danos oxidativos ocasionados por diferentes estressores e que os efeitos 
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hepatoprotetores e citoprotetores podem estar correlacionados com seus efeitos antioxidantes e de 

remoção de radicais livres (Ghaffari et al., 2014). 

 

6.4.3 Ensaio para determinação do EROs intracelular 

 

No intuito de verificar se os efeitos citoprotetores observados em plantas Hyptis podem ser 

atribuídos a uma redução no estresse oxidativo, determinamos os efeitos dos extratos na geração de 

EROs em células HepG2 expostas a t–BHP 2mM (concentração final 0,5mM). Quando as células foram 

expostas ao t-BHP, estas sofreram uma modificação no seu estado redox com consequente geração de 

EROs que foram monitorados a partir do uso do indicador de fluorescência DCFH-DA. A DCFH-DA entra 

nas células e se acumula principalmente no citosol onde sofre desacetilação por esterases citosólicas 

sendo convertida em diclorofluorescina (DCFH, produto não fluorescente) (Halliwell e Whiteman, 2004). 

Na presença de espécies reativas é reduzida a diclorofluoresceína (DCF) que possui característica 

fluorescente, facilmente observável (Halliwell e Whiteman, 2004).  Para a interpretação dos resultados, 

o nível de espécies reativas geradas pela ação do t-BHP foi considerado diretamente proporcional à 

intensidade de fluorescência detectada pelo fluorímetro.  

Conforme a figura 6.4, no pré-tratamento de células HepG2 com os extratos de Hyptis na 

concentração de 100µg/ml e, posterior adição do estressor t-BHP, houve uma inibição significativa da 

geração de EROs com consequente proteção das células. Estes resultados demonstram que os extratos 

de Hyptis atuam como eliminadores de EROs induzidos por t-BHP em células HepG2.  
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Figura 6.4 – Produção de EROs após pré-tratamento (células pre-tratadas com extratos de Hm, Hp e Hs a 100µg/ml por 20 
hs com posterior adição de t-BHP a 0,5mM) na linha celular HepG2. A viabilidade do grupo controle negativo (células não 
tratadas) foi considerada como 100% e utilizada para comparação com células tratadas somente com extratos de Hyptis. Já 
o controle com t-BHP a 0,5 mM foi comparado com as células tratadas com extrato de Hyptis e t-BHP. Cada coluna representa 
a média ± E.P.M considerando os resultados obtidos para três experimentos independentes e realizados em quadruplicado. 

A diferença significativa nas médias foi estabelecida em * P<0.05, ** P<0.01 e *** P<0.001, quando comparado com os 

controles. 

 

 

Trabalhos anteriores, mostram que culturas de células N2A pré-tratadas com extratos metanólico 

de Hs e expostas posteriormente ao H2O2 para ocasionar o estresse oxidativo e neurotoxicidade, também 

exibiram menores quantidades de EROs intracelular (Ghaffari et al., 2014).  Yoon e colaboradores (2014) 

afirmam que a redução significativa da geração de EROS em pré-tratamentos de células HepG2 com 200 

µg/mL de extrato metanólico de arroz preto expostas a t-BHP poder estar ligada a presença de compostos 

fenólicos como cianidina-3-glicosídeo e peonidina-3-glicosídeo contidas no extrato de arroz preto, bem 

como, de outros compostos fenólicos com efeitos antioxidantes.  Kong e colaboradores (2016) relataram 

a capacidade dos extratos aquosos de Barringtonia racemosa em suprimir a produção de EROs, em 

células HepG2 após a indução de dano oxidativo por H2O2, de forma semelhante às células não tratadas 

com o extrato. Segundo eles, a ação antioxidante revelada pelo teste FRAP poderia ter protegido as 

células contra os danos oxidativos. Tal situação também pode ser constatada neste estudo evidenciando 

ainda mais os resultados aqui apresentados.  
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6.4.4 Ensaio para determinação da atividade anti-inflamatória pela produção de óxido 

nítrico (NO) 

 

O efeito supressor dos diferentes extratos de Hyptis na produção de NO, foram analisados por 

meio da reação de Griess no sobrenadante de culturas celulares BV2 estimuladas por LPS. O LPS 

compõe a parede celular das bactérias Gram negativas (Nicholas et al., 2007; Liu et al., 2010; Raza et 

al., 2016) e funciona como um estímulo inflamatório capaz de induzir a expressão da enzima iNOS (óxido 

nítrico-sintase induzida) em uma variedade de tipos de células (Spitizer et al., 2002; Kim et al., 2005; 

Lechner et al., 2005; Hwang et al., 2017; Chu et al., 2017) dentre as quais destaca-se as células 

microgliais da linhagem BV2 (Cho et al., 2016; Lim et al., 2018). A iNOS, uma vez, expressa em células BV2 

ativadas, pode gerar a partir da L-arginina, grandes quantidades de mediadores inflamatórios como NO 

por longos períodos (Saha e Pahan, 2006a, 2006b; Kim et al., 2005; Lechner et al., 2005). Níveis 

normais de NO podem atuar como neuromoduladores nas junções sinápticas, todavia, altos níveis 

secretados pela microglia ativada induzem estresse oxidativo e destruição de neurônios, contribuindo 

para distúrbios neurodegenerativos (Cho et al., 2016).  Portanto, a supressão da produção de NO por 

algum composto ativo indica um potencial papel anti-inflamatório (Henrique e Sampaio, 2002).  

Na figura 6.5, verificamos que as células microgliais BV2 tratadas com LPS produziam 3,9 vezes 

mais NO que as células não tradadas com LPS. No entanto, os extratos de Hm, Hp e Hs, na concentração 

de 100 µg/ml, diminuiriam significativamente a produção de NO nas células BV2 estimuladas por LPS 

quando comparadas com o controle sem extrato e com LPS. Houve uma diminuição significativa da 

viabilidade celular para Hm, determinada pelo ensaio MTT (figura 6.6) enquanto que para Hp e Hs não 

houve morte celular considerável. Estes resultados demonstram que os extratos de Hp e Hs 

apresentaram potencial anti-inflamatória em células BV2 estimuladas por LPS, inibindo a produção de 

NO. 

Outros trabalhos destacam o potencial anti-inflamatório de algumas espécies de Hyptis em 

ensaios in vitro.  O extrato de clorofórmio de H. albida, composto por terpenos, flavonóides, lactonas, 

lignanas, derivados fenólicos e esteroides apresentou atividade anti-inflamatória significativa observada 

no ensaio in vitro com macrófagos peritoneais (Miranda et al., 2013). Os autores acreditam que essa 

atividade se deva à ação sinérgica de muitos destes componentes. As propriedades anti-inflamatórias do 

óleo essencial de H. spicigera foram exibidas pela inibição da atividade da lipoxigenase em linhas 

celulares de câncer de próstata humano (Bayala et al., 2014). Em teste HET-CAM com ovos de galinha, 
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o composto isolado, ácido rosmarínico, demonstrou efeitos estabilizadores nos capilares enquanto que 

a sideritoflavona inibiu a prostanglandina sintase (Kuhnt et al., 1995).  

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 6.5 – Produção de NO. Células BV2  semeadas em placas de 12 poços foram tratadas com extratos de Hyptis spp. a 
100µg/ml por 2hs seguida por estimulação com LPS por 20hs. O sobrenadante foi retirado para a medição do NO2

− pela 
reação colorimétrica de Griess. O controle negativo representa a % de produção de nitrito das células sem tratamento e o 
controle com LPS representa a % de produção de nitrito das células com LPS sendo usado para comparação com os demais 
valores. Cada coluna representa a média ± E.P.M considerando os resultados obtidos para três experimentos independentes. 
A diferença significativa nas médias foi estabelecida em * P<0.05, ** P<0.01 e *** P<0.001, quando comparado com o 

controle com LPS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.6 – Viabilidade celular das células BV2 estimuladas por LPS e tratadas com extratos de Hyptis spp. Células BV2 

semeadas em placas de 12 poços foram tratadas com extratos de Hyptis spp. por 2hs seguida por estimulação com LPS por 
20hs. O sobrenadante foi retirado para a medição do NO2

− e a viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de redução do 
MTT.  Cada coluna representa a média ± E.P.M considerando os resultados obtidos para três experimentos independentes. 

A diferença significativa nas médias foi estabelecida em * P<0.05, ** P<0.01 e *** P<0.001, quando comparado com o 

controle com LPS. 

 

Em ensaios in vivo utilizando ratos, também verificamos bons resultados anti-inflamatórios para 

extrato etanólico de H. fruticosa  (Andrade et al., 2010) e H. umbrosa (Dos Anjos et al., 2017), óleo 
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essencial de H.pectinata (Raymundo et al., 2011), compostos isolados de H.suaveolens (Grassi et al., 

2006).  

Estudos anteriores mostraram uma estreita associação entre o potencial antioxidante e anti-

inflamatório com a presença de compostos fenólicos. É o caso do extrato de fruta de Terminalia 

chebula que foi capaz reduzir a produção de NO e a taxa de mortalidade de células da microglia 

estimuladas pelo LPS (Gaire et al., 2013). Em outro estudo destaca-se que as antocianinas (polifenóis) 

de cascas de sementes de soja preta fornecem efeito benéfico no tratamento de damos inflamatórios e 

neurodegenerativos induzidos por ativação microglial (Jeong et al., 2013). Chansiw e colaboradores 

(2019) mostraram que os extratos de diclorometano contendo compostos fenólicos e flavonóides, além 

de outros agentes anti-inflamatórios não identificados, apresentaram uma alta redução da produção de 

óxido nítrico em células de macrófagos RAW 264.7 induzidas por LPS (Chansiw et al., 2019). Já Lee e 

colaboradores (2017), sugerem que Scutellaria barbata e os compostos isolados (flavonóide e 

diterpenóides) inibiram a produção de NO em BV2 e têm potencial para investigação adicional, não 

apenas como agente anti-inflamatório, mas também como agente anti-neuroinflamatório. Outro estudo 

diz que extratos etanólico e de acetato de etila contendo flavonoides, ácidos fenólicos, clorofilas e 

carotenoides apresentaram ação anti-inflamatória em relação às células RAW 264.7 e podem serem 

usados como agente anti-inflamatório para possíveis aplicações médicas (Liu et al., 2018).  

Diante dos resultados apresentados e das informações buscadas na literatura, supõem-se que o 

potencial anti-inflamatório de Hp e Hs diagnosticados neste ensaio pode ter relação com seus compostos 

fenólicos e outros não identificados. 

 

 

6.5 CONCLUSÃO 

 

Os resultados aqui apresentados indicam efeitos não citotóxicos e ação antioxidante, 

citoprotetora e anti-inflamatória dos extratos metanólicos de Hm, Hp e Hs. A presença de compostos 

fenólicos, tais como ácido rosmarínico, pode estar associada à proteção contra o estresse oxidativo, ao 

neutralizar as EROs e outros tipos de radicais livres, exibindo assim seu potencial terapêutico.  Portanto, 

este estudo fornece amparo para uso de plantas medicinais no tratamento de doenças hepáticas e 

inflamações.  
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7. CONCLUSÕES FINAIS  

 

As plantas, sob estresse biótico e abiótico, geram um amplo espectro de moléculas orgânicas 

conhecidas como metabólitos secundários. Estes compostos mostraram ser fonte de substâncias 

químicas de diversas estruturas com promissoras atividades biológicas e, portanto, fonte de agentes 

terapêuticos importantes para o tratamento ou prevenção de diversas doenças (Jantan et al., 2015). O 

potencial bioativo de plantas vem instigando investigações adicionais sobre os metabólitos secundários 

para produção de novos fitomedicamentos.  

No intuito de contribuir com a descoberta de novos fitomedicamentos oriundos da biodiversidade 

brasileira selecionaram-se plantas medicinais pertencentes à família Lamiaceae para desenvolvimento 

dos estudos desta Tese. Esta família, rica em espécies medicinais e aromáticas, é composta por 236 

gêneros, dos quais priorizou-se o gênero Hyptis por sua possibilidade de exploração econômica, pelo 

potencial farmacológico de seus extratos e óleos essenciais e pela existência de poucos estudos que 

avaliem sua atividade biológica.  

A revisão sistemática realizada neste trabalho (capítulo 2) sobre este gênero apontou que das 

400 espécies existentes, apenas 40 foram avaliadas cientificamente. Há um total de 238 artigos 

devidamente publicados sobre este gênero e destes, 101 abordam sobre a espécie Hyptis suaveolens 

(Hs), considerada a mais estudada, 30 sobre Hyptis pectinata (Hp) e 10 sobre Hyptis marrubioides (Hm). 

Muitas destas plantas ainda precisam ser exploradas quanto ao perfil fitoquímico, atividades 

farmacológicas e efeitos toxicológicos no corpo humano para estabelecimento de critérios para uso 

seguro no organismo humano. Conforme a literatura, os resultados obtidos nos ensaios in vitro ou in vivo 

associam a atividade biológica dos compostos de Hyptis spp. com a presença de determinado composto 

isolado ou ação de sinergismo dos fenólicos. Também, verificou-se em alguns trabalhos que os resultados 

alcançados concordavam com o conhecimento popular. 

Em face dos usos na medicina popular e dos poucos registros científicos para as espécies Hm, 

Hp e Hs, prosseguimos os estudos abordando as técnicas de cultura in vitro como uma alternativa viável 

à síntese de metabólitos secundários visto que o cultivo de plantas em campo possui várias desvantagens 

(capítulo 3). Plântulas foram utilizadas como explantes para formação de calos e como biomassa para 

produção de extratos metanólicos. Os calos foram utilizados no estabelecimento de culturas em 

suspensão. Destas últimas, obteve-se a curva de crescimento das culturas com identificação das suas 

fases de desenvolvimento. Por meio da curva de crescimento das culturas foi possível conhecer a época 
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ideal para repicagem das culturas e definir o momento para promover as eliciações visando aumento da 

síntese de AR. Composto este que possui valiosa importância farmacêutica, como antioxidante, 

antitumoral, anti-inflamatória, anti-alérgica, antidepressivas, antimicrobiana e anti-Alzheimer. Os 

tratamentos de Hs com MeJ e Hm com MeJ e AS demostraram um significativo aumento de AR quando 

comparados ao controle. Contudo, este aumento foi proporcional a diminuição da viabilidade celular o 

que requer mais estudo para aprimoramento da técnica. 

A presença de ácidos fenólicos da classe dos ácidos hidroxicinâmicos, nos extratos in vivo e in 

vitro foi confirmada por espectrometria, bem como a presença de flavonóis e flavonas (capítulo 4). Entre 

os compostos identificados têm-se os derivados do ácido rosmarínico, quercetina, ácido clorogênico, 

luteolina. O registro fitoquímico da presença de ácidos fenólicos e flavonóides, tidos como poderosos 

antioxidantes que tratam ou previnem muitas doenças, incluindo doenças do fígado e 

neurodegenerativas, motivaram o desenvolvimento de ensaios antioxidantes para extratos metanólicos 

de amostras in vitro e amostras in vivo. Foram realizados ensaios DPPH, quelação de ferro, quelação de 

NO, β-betacaroteno, superóxido e FRAP. Em todos os ensaios, com exceção do superóxido e FRAP, a 

substância padrão quercetina, apresentou os melhores resultados quanto a determinação da capacidade 

antioxidante. Os extratos atingiram EC50 a diferentes concentrações em todos os ensaios (exceto, os 

extratos Hs vivo e in vitro no ensaio de quelação de NO, cujo EC50 não foi determinado) e, portanto, 

apresentaram propriedades antioxidante para as diferentes metodologias utilizadas. Todavia, diante dos 

distintos resultados alcançados para cada extrato, não há como se afirmar que a atividade antioxidante 

está correlacionada com a quantidade de fenólicos presentes. Segundo Sroka e Cisowski (2003) a 

eficiência dos compostos fenólicos como anti-radicais e antioxidantes é variada e depende de vários 

fatores, tais como o número, a posição da ligação e a posição do(s) grupo(s) hidroxila no anel aromático. 

Somado a isso, tem-se o efeito sinérgico ou antagônico de compostos presentes no extrato bruto 

(Benabdallah et al., 2016).  

Os compostos fenólicos também são tidos como potentes antimicrobianos e, por isso, testaram-

se 08 cepas bacterianas quanto à sensibilidade aos extratos de Hyptis (capítulo 5). As cepas de S.aureus 

(Gram-positivas) apresentaram maior sensibilidade aos extratos metanólicos de Hs, Hp e ao extrato de 

acetato de etila de Hp. O extrato metanólico de Hs também apresentou efeito bacteriostático para E.coli 

e o de Hm para a cepa S.cholerasuis (ATCC®10708TM). Já os extratos Hm de diclorometano demostraram 

efeito bacteriostático para as cepas P.aeruginosa (ATCC® 9027TM e ATCC® 27853TM).  
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Além da ação antimicrobiana, muitas pesquisas relatam a ação citoprotetora dos compostos 

fenólicos e sua eficácia na prevenção de patologias hepáticas relacionadas ao stress oxidativo. Na 

tentativa de averiguar essa afirmação, utilizou-se células da linhagem hepática humana HepG2 para 

avaliar a ação citoprotetora dos extratos metanólicos de Hyptis frente a danos induzidos por insultos 

oxidativos, bem como, sua ação na inibição de EROS intracelular. O efeito anti-inflamatório foi testado 

em células BV2 (capítulo 6). Os resultados garantiram efeitos antioxidantes significativos para extratos 

Hm, Hp e Hs ao proteger as células de danos ocasionadas por insultos em condições de co-tratamento 

e pré-tratamento. A citoproteção conferida aos extratos no regime de co-tratamento pode refletir ações 

diretas sobre os estressores associada a atividade sequestradora de radicais livres. Efeito esse que já 

havia sido apontado nos ensaios antioxidantes, com destaque para o ensaio superóxido. Já no regime de 

pré-tratamento, os extratos podem ter garantindo a proteção pela promoção de um efeito antioxidante 

indireto influenciando as atividades das enzimas antioxidantes responsáveis pela modulação do equilíbrio 

redox das células (Kong et al., 2016). Constatou-se que os três extratos à concentração de 100 µg/ml 

atuaram no controle da produção de EROs induzidos por t-BHP garantindo o efeito citoprotetor pela 

redução do estresse oxidativo. Os extratos de Hp e Hs promoveram a inibição da produção de NO sem 

prejuízo da viabilidade celular demostrando uma possível ação anti-inflamatória.  

Em conclusão, a Tese como um todo, contribuiu para a elucidação de atividades antioxidante, 

antimicrobiana, anti-inflamatória, citoprotetora em ensaios in vitro das plantas medicinais Hm, Hp e Hs. 

Somado a isso, temos a possibilidade do uso de técnicas da cultura in vitro com vista à produção destas 

plantas medicinais e isolamento de seus metabólitos secundários com potencial bioativo.  Por fim, 

mecanismos implícitos as potencialidades das plantas Hyptis para fins medicinais merecem serem 

investigados.  

 

PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

Os estudos incluídos nesta Tese foram realizados com o objetivo de fazer uma avaliação do 

potencial bioativo de três plantas medicinais encontradas no cerrado brasileiro. Hm, Hp e Hs são muito 

utilizadas na medicina tradicional no Brasil e várias outras partes do mundo, todavia, faltam estudos que 

comprovem cientificamente seus benefícios à saúde humana.  

De posse dessa informação e do crescente interesse por novas fontes de medicamentos, buscou-

se estudar o perfil fitoquímico, a toxidade, potencial farmacológico e técnicas in vitro para produção de 
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metabólitos secundários. Os resultados confirmam à não toxicidade destas plantas em ensaios in vitro, 

bem como sua atividade antioxidante capaz de conferir proteção as células e, portanto, instigam mais 

trabalhos que possam vir a desenvolver aplicações de uso seguro e economicamente viáveis aproveitando 

todo o seu potencial. 

Para os ensaios antioxidantes seria relevante padronizar protocolos e desenvolver testes com 

diferentes extratos de Hyptis e seus compostos isolados. Pode-se variar a parte da planta utilizada, a 

época e local de coleta, a forma de extração e o solvente utilizado. Estes ensaios subsidiariam novas 

avaliações para atividade citoprotetora que em virtude da sua importância para o descobrimento de 

potenciais drogas a serem utilizadas na prevenção de tratamento de doenças induzidas por stress 

oxidativo, como as neurodegenerativas, envelhecimento e do fígado, merecem ser investigadas. Sugere-

se, como exemplo, que o potencial citoprotetor poderia ser avaliado em diferentes linhagens celulares 

correlacionando ensaios de pós, pré e co-tratamento com o estudo das atividades das enzimas 

antioxidantes e da eliminação de radicais livres.  Se os resultados se confirmarem nestes ensaios in vitro, 

pode-se complementar os trabalhos com ensaios in vivo em animais para compreender o mecanismo 

molecular exato pelo qual o extrato exerce ação antioxidantes com efeitos protetores e para avaliar sua 

eficácia e segurança antes de seguir para os estudos em humanos. 

Tendo-se em vista que a presença de compostos fenólicos pode ser um dos principais fatores 

que confere esta pronunciada ação antioxidante, torna-se relevante explorar as potencialidades da cultura 

in vitro de plantas Hyptis para produção de metabólitos e estudo das vias de biossíntese de metabólicos 

de interesse farmacológico. Isto implicaria em desenvolver novas estratégias, como melhoria das 

linhagens, otimização de meios e ambientes de cultura, a imobilização de células vegetais, a associação 

simbiótica entre plantas e microrganismos endofíticos, a permeabilização e a biotransformação. Já para 

a atividade antimicrobiana, há uma infinidade de metodologias e de microrganismos ainda não testados 

com extratos de Hyptis e que poderiam ser avaliados.  

Por fim, enfatiza-se a necessidade de dar continuidade ao estudo dos extratos Hyptis a fim de 

averiguar suas possibilidades de aplicação farmacológicas. 
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