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AVALIACAO DO POTENCIAL BIOATIVO DE PLANTAS MEDICINAIS DO GENERO Hyptis
ORIUNDAS DO CERRADO BRASILEIRO.

RESUMO

Plantas do género Hyptis distribuidas por regides tropicais e subtropicais apresentam grande
utilizacdo na medicina tradicional para tratamento de disturbios gastrointestinais, infeccoes na pele,
Ulceras, inflamacao, dores, cancer, problemas respiratorios, gripe, caibras, malaria, secrecdes nos
brénquios, febre e infeccdes por microrganismos. Mesmo com toda a demanda para fins medicinais,

faltam estudos que comprovem cientificamente seus beneficios a saide humana.

O objetivo desta Tese foi avaliar a atividade antimicrobiana, antioxidante, citotoxica, citoprotetora
e anti-inflamatoria /n viro de extratos de folhas de Hyptis marrubioides (Hm), Hyptis pectinata (Hp) e
Hyptis suaveolens (Hs) oriundas do cerrado brasileiro, bem como determinar seu perfil fitoquimico. Além
disso, culturas de células em suspensao (CCS) destas espécies foram estabelecidas, eliciadas com

estressores biodticos e abioticos e avaliadas quanto a producéo de acido rosmarinico (AR).

A presenca de acidos fendlicos nos extratos foi confirmada por HPLC-DAD, bem como a presenca
de flavonois 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 EC,, a diferentes concentracdes e, portanto, apresentaram potencial antioxidante para as
diferentes metodologias utilizadas. Nos ensaios antimicrobianos, verificou-se atividade antibiotica frente
as cepas S. aureus (ATCCe 25923™), S. aureus (ATCCe 29213™), £. coli (ATCCe 10536™), S. Cholerasuis
(ATCCe 10708™), P. aeruginosa (ATCCe 9027™) e P. aeruginosa (ATCCe 27853™) o que corrobora a
utilizacdo destas plantas na medicina tradicional. Os extratos também, indicaram efeitos nao citotdxicos
e acao antioxidante ao protegerem as células HepG2 de danos induzidos por insultos oxidativos, em
condicdes de co-tratamento e pré-tratamento. Constatou-se que os extratos a concentracao de 100ug/ml
atuaram no controle da producdo de EROs induzidos por t-BHP garantindo o efeito citoprotetor. Os
extratos de Hp e Hs promoveram a inibicdo da producdo de NO em células BV2 sem prejuizo da

viabilidade demostrando uma possivel acdo anti-inflamatéria.

As informacdes contidas neste trabalho proporcionam auxilio para futuros estudos que busquem
compreender a relacao entre os metabolitos secundarios presentes nos extratos e os mecanismos

implicitos a suas potencialidades antioxidante, anti-inflamatoria e citoprotetora.

Palavras chave: BV2, citoprotecdo, concentracdo inibitéria minima, cultura /n vifro, ensaio

antioxidante, HePG2




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
EC., 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 HepG, cells from damage induced by oxidative insults under co-
treatment and pretreatment conditions. It was found that extracts at 100ug / 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, /7 wvifro culture, minimal inhibitory

concentration, HePG,,
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1 BIODIVERSIDADE: A MATERIA-PRIMA DA BIOPROSPECCAO BRASILEIRA

O fterritério brasileiro, com cerca de 8,5 milhdes de quildémetros quadrados, tem
aproximadamente 4.500 quildémetros de norte a sul e também de leste a oeste, sendo o 5° maior pais
do mundo (Newman, 2017). Ele abarca uma posicdo geografica privilegiada, com clima, humidade,
solos, relevos, vegetacao e fauna diversificados que interagem entre si formando ecossistemas unicos
(Varella, 1997). Estes diferentes ecossistemas proporcionaram ao pais a concentracao da maior
biodiversidade do mundo estimada em 20% do numero total de espécies do planeta (Brazil, 2003; Boroni,
2010; Oliveira et al, 2017). Ha espécies endémicas, espécies de importancia econdmica mundial
(abacaxi, amendoim, castanha do Brasil, mandioca, caju, carnatba entre outros), além, ¢ claro, de uma
enorme diversidade de povos indigenas e comunidades diversas com conhecimentos tradicionais

associados a biodiversidade brasileira (Brazil, 2003).

A biodiversidade, definida pela Convencao da Diversidade Bioldgica (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 intrinseco, social, econémico, cientifico,
cultural, recreativo, ético e estético. E responsavel pelo fornecimento de servicos ambientais
imprescindiveis — como regulacdo climatica, ciclagem de nutrientes, formacdo de solos, polinizacao,

assimilacao de residuos, fornecimento de agua, entre outros (Saccaro Junior, 2011).

Todavia, os avancos dos impactos de atividades humanas com consequente destruicdo de
habitats e aumento da utilizacao dos recursos naturais vem comprometendo direta e indiretamente a
biodiversidade e despertando uma crescente preocupacao a nivel mundial. 1sso acontece porgue com a
perda de alguns servicos ecossistémicos, sera impossivel desfrutar-se do mesmo nivel de bem-estar no
futuro, dada a irreversibilidade de ambientes naturais convertidos (Krutilla, 1967; Krutilla e Fisher, 1976;

Farley, 2012). E pouco provavel que a tecnologia avance a ponto de reproduzir paisagens
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geomorfoldgicas e ressuscitar espécies extintas (Krutilla, 1967). E, mesmo que isso fosse possivel, as
réplicas feitas nao teriam valor equivalente ao dos originais. Outro motivo de preocupacao refere-se a
estimativa de que mais de 90% da diversidade biologica 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 prdopria sobrevivéncia e que a necessidade de medidas de

protecao a biodiversidade se fazem necessarias (Farley, 2012).

Segundo Pushpangadan e colaboradores (2018), o sucesso de uma nacao depende da
capacidade inerente seu povo de converter a biodiversidade e outros recursos naturais em riqueza de
maneira ecologicamente correta e economicamente gratificante e sustentavel com a intervencao da
ciéncia e tecnologia. Nesse intuito, o desenvolvimento da pesquisa cientifica e tecnologica e
conhecimentos tradicionais associados poderia contribuir para ampliar informacdes sobre a
biodiversidade, e permitir a conservacao e a utilizacdo sustentavel de seus componentes por meio da
producdo de farmacos, cosmeéticos, alimentos, novos materiais, além de manter os servicos
proporcionados pelos ecossistemas. Tal situacao possibilitaria, por exemplo, 0 uso da biotecnologia para
manipulacao da vida ao nivel genético, potencializando largamente seus usos e aplicacées e ampliando

0 interesse de importantes segmentos econdmicos 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 balanca econémica nacional,
tem ocasionado o surgimento de uma diversidade de estudos de bioprospeccao. A biosprospeccao surge
como uma ferramenta importante ao acesso de novas estratégias para a investigacdo, desenvolvimento
e exploracdo dos recursos medicinais derivados da flora (Albuquerque, 2010; Ribeiro et al, 2013).
Quando focada na biologia e fitoquimica de plantas pode auxiliar na comprovacao dos usos tradicionais
de plantas pelas populacdes locais e proporcionar a obtencdo de novos agentes fitoterapicos. Por esse
motivo, explorar as provaveis atividades biolégicas de espécies vegetais configura-se uma medida
estratégica para o Brasil em prol da descoberta de meios alternativos de tratamento de doencas oriundas
desse pais € como mola propulsora da economia, tornando o tema deste trabalho relevante para o

desenvolvimento cientifico.
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1.2 PLANTAS MEDICINAIS E METABOLITOS SECUNDARIOS

As plantas medicinais, distribuidas entre os diversos habitats e elementos da paisagem, ha
tempos vem sendo empregadas com fins medicinais ou como fitoterapicos em todo o Mundo (Atanasov
et al, 2016; Dar et al., 2017). Estas gozam de uma posicao significativa nas industrias farmacéuticas
modernas, devido as poucas evidéncias sobre efeitos colaterais e a acao sinérgica da combinacao de

compostos (Dar et al, 2017).

Segundo a Organizacao Mundial de Saude (OMS), as plantas medicinais séo as melhores fontes
para a obtencdo de uma ampla gama de moléculas com principios bioativos e, portanto, representam
um importante reservatorio para a identificacao de novas drogas (Atanasov ef a/., 2016). Os principios
bioativos de plantas, também conhecidos como metabolitos secundarios (MtS), sao derivados dos
produtos do metabolismo primario (carbohidratos, lipidios e proteinas) associados diretamente ao
crescimento e metabolismo basico de todas as plantas (Aharoni e Galili, 2011; Lavecchia et a/., 2013;
Chikezie et al., 2015). Os MtS sao frequentemente produzidos sob estresse, tanto biodtico (bactérias,
fungos, nematoides, insetos ou herbivoria por animais) quanto abiético (temperatura e humidade,
ultravioleta, ferimentos ou presenca de metais pesados) (Aharoni e Galili, 2011; Lavecchia ef a/., 2013;
Pagare et al., 2015). Eles sao os principais contribuintes do odor especifico, cor e sabor das partes da

planta.

Todas as plantas produzem MtS sob condicdes ambientais especificas que sdo caracteristicos
para cada espécie, género e/ou familia, o que dificulta sua extracdo e purificacdo (Pagare et a/,
2015). Esses metabdlitos sao classificados em trés categorias principais que sdo 0s compostos fendlicos,
os terpenos e 0s compostos nitrogenados cuja a formacdo esta ligada a existéncia de quatro vias
biossintéticas: a via do acido malénico, a via do acido mevalbnico, a via do acido chiquimico e a via do
metileritritol fosfato (Figura 1.1) (Parsaeimehr et a/., 2011).

Os terpenos derivam da via do acido mevaldnico ou da via do metileritritol fosfato (derivada do
piruvato ou do 3-fosfoglicerato). Os compostos fendlicos sdo derivados da via do acido chiguimico ou da
via do acido maldnico e os compostos nitrogenados sdo derivados de aminoacidos alifaticos (derivados

do ciclo do acido tricarboxilico) ou de aminoacidos aromaticos (derivada do acido chiquimico).
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Figura 1.1- Visao geral das principais vias biossintéticas dos metabdlitos secundarios e suas inter-relacdes com o metabolismo
primario nas plantas. Fonte: Adaptado de Verma e Shukla, 2015.

1.2.1 Compostos fendlicos

Atualmente um grande numero de estudos tem dado especial atencdo a natureza antioxidante
dos compostos fendlicos presentes em frutas, vegetais, ervas, raizes, folhas e sementes de muitas
plantas. Estes compostos sdo de estrutura diversa sendo formados por um ou mais grupos hidroxila

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

OH

Figura 1.2 - Grupo fenol. Acesso em 25/10/2018. Disponivel em: https://www.oblogdomestre.
com.br/2012/11/fenois.html
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Os fenolicos estao presentes na parede celular das plantas na forma livre ou ligados a aclcares
(glicosideos), acidos organicos e outras biomoléculas como compostos que sdo insollveis em agua
(taninos condensados) ou soluveis em agua (flavonoides, acidos fendlicos e quinonas) (Skrovankova et
al, 2015). Eles atuam na adaptacdo da planta a condicdes de estresse ambiental, na defesa contra

radiacdes ultravioletas ou agressao por patégenos (Crozier et al., 2006).

O conteudo dos compostos fenolicos pode variar de acordo com a estacdo do ano, variedade,
condicoes ambientais e climatéricas, estado de saude, tipo de solo e diferentes fases de crescimento e
desenvolvimento da planta (Lattanzio, 2013; Cezarotto ef a/., 2017). Estes sao considerados um dos
mais importantes grupos de metabolitos secundarios de plantas, devido a sua atividade farmacoldgica
bastante expressiva pela presenca de substancias antioxidantes responsaveis pelo combate de radicais
livres capazes de provocar o surgimento de varias patologias que acometem a saude humana (Lin et a/.,
2016; Huyut et al, 2017). Sua atividade antioxidante & demonstrada através de mecanismos de
transferéncia eletrdnica, mecanismos de transferéncia de atomos de hidrogénio e quelacdo de metais de
transicao (Castaneda-Arriaga et al, 2018. Os compostos fendlicos podem ser classificados de acordo

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

1.2.1.1 Flavonoides

Os flavonoides, um grupo de substancias naturais com estruturas fendlicas varidveis, sdo
encontrados em frutas, legumes, graos, casca, raizes, caules, flores, cha e vinho (Panche et a/,, 2016).
Sao compostos por quinze carbonos, com dois anéis aromaticos ligados por uma ponte de trés carbonos
que formam um anel heterociclico oxigenado, resultando na estrutura C+C:-C, (Crozier et a/., 2006).
Podem se apresentar como agliconas, glicosideos ou fazerem parte de outros compostos quimicos, como

as flavolignanas (Kumar e Pandey, 2013).

Os flavondides tem sido utilizado em uma variedade de aplicacdes nutracéuticas, farmacéuticas,
medicinais e cosméticas, por causa de suas propriedades anti-oxidativas, anti-inflamatdrias, anti-
mutagénicas e anti-carcinogénicas, juntamente com sua capacidade de modular a funcao chave da
enzima celular (Panche et a/, 2016). Devido a sua diversidade estrutural, eles podem ser subdivididos

em subclasses que incluem as flavonas, flavonois, flavandis, flavononas, isoflavonas e antocianinas
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(Figura 1.4). Dentro de cada classe pode ocorrer substituicdes (oxigenacao, alquilacao, glicosilacao,

acilacao e sulfatacao) nos anéis A e B que dao origem a diferentes compostos.
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Figura 1.3 - Classificacdo dos compostos fendlicos. Fonte: adapatado de O'Conell e Fox, 2001.
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Figura 1.4 - Classificacdo dos flavonoides. Fonte: Adaptado de Hajiaghaalipour ef a/., 2015.

A flavona (C.sH,,0,), denominada quimicamente como 2-fenilcromen-4-ona (2-fenil-1-benzopiran-
4-ona) é composta por um esqueleto de trés anéis, ligados como C-C.-C,, que sao designados como A,
B e C, respectivamente (Wasim ef a/, 2017). Elas tem coloracao amarelada e estao presentes em frutas
e vegetais sendo soluveis em agua e etanol (Singh ef a/, 2014). As flavonas tém recebido grande
interesse pelo seu potencial antioxidante e pela capacidade de modular varios sistemas enzimaticos
envolvidos em diversas doencas (Singh ef a/, 2014). Entre os representantes destaca-se a apigenina e

a luteolina.

Os flavondis sao caracterizados pela presenca de uma insaturacdo no anel heterociclico, um
atomo de oxigénio em C4 e um grupo hidroxila na posicdo 3 (Oliveira et al., 2014a). Eles sdo encontrados
em frutas e legumes e ocorrem naturalmente como glicosideos (com grupos glicosilados) ou agliconas
(Leo e Woodman, 2015; Jeganathan et a/, 2016). A miricetina, quercetina e kaempferol e outros
flavondis podem desempenhar um papel importante na reducdo do risco de doenca cardiovascular,
cancer e doencas neurodegradativas através dos mecanismos de acao antioxidante, anti-inflamatéria,

vasorelaxante e de modulacao das vias de sinalizacédo (Jeganathan ef al/,, 2016).

Os /soflavonoides (ou isoflavonas) estdo presentes no reino vegetal, mas se acumulam
predominantemente em plantas leguminosas como a soja cujas 0s principais representantes sao

daidzeina, genisteina e a gliciteina. Os isoflavonoides possuem uma diversidade de estruturas que podem

8

Avaliagdo do potencial bioativo de plantas medicinais do género Hyptis
oriundas do cerrado brasileiro. Rejaine Martins Rios



CAPITULO 1 - INTRODUCAO GERAL

ser justificadas pelos diferentes niveis de oxidacao do esqueleto, pela presenca de anéis heterociclicos
adicionais e pela diversidade de substituintes (Danciu ef a/, 2017). Além de propriedades anti-
inflamatorias, antimicéticas e sequestradoras de radicais livres, eles também exibem efeitos estrogénicos
e antiestrogénicos e por isso sao chamados de fitoestrégenos (Hanganu ef a/., 2010). Outras atividades
biologicas estao associadas a reducao na osteoporose, a doenca cardiovascular, a prevencao do cancer

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

As flavanonas sao representadas pelo anel heterociclico saturado (C) e sdo encontrados em
tomates, plantas aromaticas como hortela e, principalmente, em frutas citricas (Yao efa/., 2004; Manach
et al, 2004; Kumar e Pandey, 2013). Sao geralmente glicosiladas na posicao 7 por um dissacarideo
(neohesperidose, rutinose) ou, por um monossacarideo (glicose) (Manach ef a/., 2004). Os principais
representantes sdo as naringenina, hesperetina e eriodictiol. As flavanonas presentes
no género Citrus influenciam positivamente os parametros cardio-metabdlicos, prevenindo doencas

cardiovasculares (Testai e Calderone, 2017).

Os flavandis existem em mondmero (catequinas) ou na forma de polimero (proantocianidinas)
estando presentes em uma ampla variedade de plantas e alimentos derivados de plantas, como frutas,
cereais, sementes, vinhos, cidras, chas, cervejas e cacau (Lin e Harnly, 2012; Oliveira ef al, 2014b).
Como outros flavonoides, os flavandis sao bons agentes redutores que apresentam importantes
propriedades antioxidantes e eliminadoras de radicais. Eles podem melhorar a funcdo vascular mesmo
em individuos saudaveis e apresentam um papel protetor contra varios tipos de cancer (Oliveira et al.,

2014b; Rodriguez-Mateos et a/., 2018).

As antocianinas sao glicosideos que, por hidrolise acida, liberam agliconas também
denominadas de antocianidinas (Lima et a/,, 2006; Khoo et a/., 2017). As antocianinas sdo responsaveis
pelas varias tonalidades entre laranja, vermelho e azul, exibidas pelas hortalicas, flores, folhas, raizes e,
principalmente, pelos frutos como groselha preta, framboesa, uvas, macas, tomates. (Lila, 2004; Lima
et al., 2006; Miguel, 2011). A cianidina-3-glicosideo é encontrada na maioria das plantas (Khoo et a/,
2017). Devido a sua estrutura quimica, as antocianinas sao capazes de reagir com muitas substancias
ativas no corpo humano (Kowalczyk et a/, 2003). Elas possuem efeitos antidiabéticos, anticancer,
antiinflamatorio, antimicrobiano, anti-obesidade, melhoram a saude visual e neuroldgica e ajudam na

prevencdo de doencas cardiovasculares (Kowalczyk et al., 2003; Khoo et a/., 2017).
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1.2.1.2 Acidos fenélicos

Os acidos fendlicos estao amplamente distribuidos em raizes, folhas, frutas e legumes das
plantas e ocorrem na forma de ésteres, glicosideos ou amidas, mas raramente na forma livre (Khoddami
et al, 2013). Estes acidos fendlicos s6 podem ser hidrolisados ou libertados por hidrolise alcalina ou

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

Os acidos fenolicos sdo compostos muito simples com estrutura formada por um ou mais anéis
aromaticos e com pelo menos uma funcéo de acido carboxilico organico (Goleniowski ef a/., 2013). Eles
desempenham um papel fundamental nos mecanismos de defesa antioxidante em sistemas biologicos,
exibem efeitos promotores de salude e podem ter efeitos inibitdrios na mutagénese e na carcinogénese

(lvanauskas et al., 2008).

De acordo com as unidades de carbono da cadeia lateral ligada ao anel aromatico, os acidos
fenolicos consistem em dois subgrupos (Figura 1.5): os acidos hidroxibenzoicos que possuem a estrutura
C6-C1 e os acidos hidroxicinamicos que possuem a estrutura C6-C3 (Balasundram et a/., 2006). Embora
0 esqueleto basico permaneca 0 mesmo, 0s humeros e posicoes dos grupos hidroxila no anel aromatico

criam as variedades (Robbins, 2003; Goleniowski ef a/., 2013).

Classe Subclasse Esqueleto Basico Estrutura basica
Acidos hidroxibenzsicos C6 - C1 HC?‘Q“*

Acidos fendlicos 0 R
Acidos hidroxicinamicos C6-C3 HDJ\A@:;

Figura 1.5 - Duas importantes classes dos &cidos fendlicos. Fonte: Adaptado de Goleniowski ef a/.,, 2013

Entre os derivados do dcido hidroxicindmico podemos citar os acidos ferulico, cafeico, p-
cumarico, sinapico e o acido rosmarinico, enquanto os derivados do dcido hidroxibenzoico consistem em
acidos galico, protocatecdico, vanilico e siringico (Khoddami et a/,, 2013). O acido caféico e o acido galico
apresentam fortes propriedades antioxidantes e agem como aceitadores de radicais livres (lvanauskas et
al., 2008). Os acidos clorogénico, cafeico, ferulico, galico tem demonstrado atividade citoprotetora e
possiveis efeitos inibitorios na carcinogénese, mutagénese e génese do tumor (lvanauskas ef al, 2008).

Ja o acido rosmarinico apresenta propriedades bioldgicas relevantes como antioxidantes, antitumorais,
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anti-inflamatdria, anti-alérgicas, imuno-estimuladoras, antidepressivas, anti-Alzheimer e antimicrobianas

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

1.3 Familia Lamiaceae: género Hyptis

Varias plantas se destacam na flora brasileira, entre elas as da familia Lamiaceae, por possuirem
valor alimenticio e presenca de grande variedade de metabolitos secundarios, como, terpenoides,
compostos fendlicos, lactonas, lignanas e acidos gordos que lhes agregam propriedades farmacologicas
e medicinais. Apresentando distribuicdo cosmopolita, esta familia & encontrada em varias partes do
mundo, pertencente a Ordem 7ubiflorae (Lamiales), abrangendo cerca de 236 géneros e mais de 7.000

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

Grande parte dos representantes da familia Lamiaceae sdo ervas perenes ou anuais com caules
quadrados; outros sdo arbustos ou subarbustos lenhosos (Brahmi et a/, 2017). As folhas geralmente
apresentam 06leos essenciais e aroma e todas sdo simples e dispostas de maneira oposta (Raja et al,
2001; Brahmi et al., 2017). As flores sao bissexuais e zigomorfas simétricas bilateralmente, compostas
por cinco pétalas unidas e profundamente lobadas e cinco sépalas unidas e os frutos sdo secos (Raja et

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

Algumas destas plantas como o alecrim ( Rosmarinus), tomilho ( 7imo), manjericao
( Ocimum ), orégano ( Origanum ), salvia ( Salvia), hortela e hortela-pimenta ( Mentha), bamburral
(Hyptis) tem uso comercial importante nas industrias de culinaria, farmacéutica e medicinal (Li ef al.,
2016; Khoury ef al, 2016). O género Hyplis apresenta uma grande diversidade morfologica sendo
composto por aproximadamente 400 espécies na forma de pequenas ervas a arbustos de grande porte,
que estao distribuidas em regides tropicais e subtropicais (Silva-Luz et a/., 2012), principalmente

Ameéricas, mas também encontradas na Africa, india, sudeste Asiatico e Australia (Flores et a/, 2014).

Espécies do género Hyptis se caracterizam pela presenca de substancias com um amplo
espectro de atividades bioldgicas e farmacologicas, como antibacteriana (Goly et a/., 2015; Salini et al.,
2015; Tesch et al, 2015; Bachheti ef a/, 2015; Kerdudo et a/, 2016; Andrade et a/., 2017b; De
Figueirédo et a/,, 2018), antifungica (Khonkarn et a/., 2015; Bachheti ef a/., 2015; Falcao et al., 2016;
Kerdudo et al, 2016; Begum et al.,, 2016b; Simoes et al., 2017; Muthamil et a/,, 2018;), anti-inflamatdria
(Raymundo et a/,, 2011; Miranda et a/,, 2013; Bayala et a/,, 2014; Dos Anjos et al., 2017;), citotoxica
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(Barbosa et al, 2012; Hamada et a/,, 2012; Santos ef a/., 2013a; Deepika et al,, 2013; De Figueirédo
et al, 2018), genotoxica (Sumitha e Thoppil, 2016), neuroprotetora (Ghaffari ef al, 2014),
gastroprotetora (Diniz et al,, 2013; Jesus et al., 2013; Caldas et a/., 2014; Rocha Caldas et a/., 2015;
Lima et al., 2018), antioxidante (Deepika et a/., 2013; Ghaffari ef al,, 2014; Li et al,, 2014; Bayala et al.,
2014; Serafini et al,, 2017; Santos et al., 2018), antiproliferativa (Amado ef a/., 2009).

Entre estas substancias bioativas de espécies do género Hyptis, 0 acido rosmarinico foi um dos
destaques nos extratos vegetais (Kuhnt ef a/,, 1994; Kuhnt ef a/,, 1995; Falcao ef a/., 2013). Em éleos
essenciais, estudos revelaram a presenca de monoterpenos oxigenados e hidrocarbonados (Oliveira ef
al., 2014a; Tafurt-Garcia ef al., 2015; Sa et al,, 2016; Barbosa et a/l., 2017), sesquiterpenos oxigenados
e hidrocarbonados (Flores et al,, 2014; Oliveira et al,, 2014a; Tafurt-Garcia et a/., 2015; Jesus et al.,
2016; Sa et al., 2016; Bezerra et al, 2017) e diterpenos (Martins et a/,, 2007; Tonzibo et a/,, 2009;

Zellner et al., 2009), além de varias outras substancias.

1.3.1 Espécie Hyptis marrubioides Epling

Hyptis marrubioides Epling, também conhecida como hortela-do-campo (Figura 1.6), € um
subarbusto com propriedades aromaticas 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; peciolo 0,1-0,3 cm compr.; lamina cartacea, eliptica, oval ou
oboval, discolor, venac¢éo broquidédroma ou eucamptodroma, 2,1-5,5 cm compr., 0,8-1,1 cm
larg., apice arredondado ou obtuso, margem crenado-serrada, base cuneada, face adaxial
densamente tomentosa, exceto nas nervuras secundarias, face abaxial densamente vilosa,
ferrugineo-tomentosa nas nervuras, tricomas tectores ou glandulares. Capitulo hemisférico;
pedunculo 0,2-0,3 cm compr.; bracteas semelhantes as folhas, mas geralmente menores.
Flor: bractéolas involucrais lanceoladas, 3,7-4,3 mm compr., 1-1,2 mm larg., apice
acuminado, indumento como nas folhas; bractéolas internas estreitamente lanceoladas ou
lineardanceoladas, 2,2-3,1 mm compr., 0,3 mm larg., apice agudo; calice 2-3mm compr.,
tubular na flor, inflado, urceolado no fruto, lobos triangulares ou lineares, apice do lobo
acuminado, sem apéndice 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 diam. na fauce, lobos ovais, apice do lobo agudo ou arredondado, face interna subglabra,
face externa tomentosa, tricomas tectores ou glandulares. Estilete articulado acima do ovario,
estilopddio bem evidente, persistente. Nuculas obovoides ou ovoides, 1,4-1,5 mm compr., 0,7-
1 mm larg., apice arredondado, coloracdo marrom, esparsamente tomentosas no apice,
verruculosas. (Silva-Luz et al., 2012)
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Figura 1.6 — Arbusto de Hyptis marrubioides Epling adulto /n sifo (A e B), Planta em floracéo (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 prépria autora, Rio Verde,
Brasil, 2018; (D e E): Silva-Luz et a/., 2012.

H. marrubioides ¢ uma espécie aromatica que apresenta grande potencial bioldgico em razéo
de compostos biossintetizados pelo metabolismo secundario, dentre os quais se destacam os 6leos
essenciais. Os principais constituintes quimicos encontrados nos éleos essenciais foram monoterpenos
oxigenados e hidrogenados, como cis-tujona (Sales et a/., 2009), trans-tujona (Botrel ef a/., 2010b), a-
tujona e B-tujona (Botrel ef a/., 2010a) e sesquiterpenos oxigenados e hidrogenados, como B-cariofileno,
germacra-4(15),5,10(14)-trien-1- o-ol, y-muuroleno, eudesma-4(15),7-dien-13-ol, a-cadinol (Botrel et al.,

2010b), a-copaeno, E-cariofileno, 8-muuroleno (Sales et a/., 2009).

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

1.7), sendo utilizada popularmente contra infeccdes gastrointestinais, infeccoes de pele, dores e caibras
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(Botrel ef al., 2009). Ha poucos estudos sobre suas propriedades bioativas, sendo que os dois registros

encontrados falam do seu potencial antifungico (Silva ef a/,, 2012a e Silva et a/,, 2014a).

Goias - Regiao Centro-Oeste

- Minas Gerais, S&o Paulo - Regido Sudeste

- Parana- Regido Sul

Figura 1.7 - Distribuicao geografica de Hyptis marrubioides no Brasil. Ha ocorréncias confirmadas em Goias, Minas Gerais,
S&o Paulo, Parana. Fonte: Lamiaceae in Flora do Brasil 2020 em construcédo. Jardim Botanico do Rio de Janeiro. Disponivel
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 “sambacaitd”,
“sambacaité”, “macaé”, “mercurio-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 areas campestres e antropicas de grande parte do territorio brasileiro (Figura 1.8 e
Figura 1.9) e com propriedades fitoterapicas. Apresenta baixa densidade foliar, além de produzir um
numero elevado de sementes com tamanhos diminutos (Santos Neto ef a/, 2009). As flores séo
pequenas, agrupadas em inflorescéncias, hermafroditas, pentameras, zigomorfas e bilabiadas (Silva et
al., 2002; Santos Neto et a/., 2009). Basilio ef a/(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; lamina 1,0-2,5 x 0,8-1,6cm, oval ou oval-eliptica,
apice agudo, base obtusa ou obtuso-truncada, margem serreada ou crenada; peciolo 0,5-1,0
cm. Inflorescéncias terminais, em paniculas espiciformes densas, 60-100-flores; raquis longa,
20-50 cm de comprimento. Flores curto-pediceladas, ca. 1,0 mm compr., protegidas por
bracteas 2-4 mm, filiformes. Calice 2-3 mm, tubuloso, inflado, glabrescente; 5-lacinios,
subiguais, ca. 1 mm. Corola alva a rosea, bilabiada, labio superior 4-aciniado, labio inferior
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cimbiforme; tubo estreito > 1 mm, 1-2 mm comprimento; 4-estames, anteras bitecas,
transversais. Fruto ca. 1,0 mm, esquizocarpico, separando-se em quatro nuculas, estreitas,
oblongo-ovoides, inamente rugulosas, mucilaginosas.”

4. T e i

Figura 1.8 - Arbusto de Hyptis pectinata Poit. adulto (A e B), Desenho representativo do ramo florido, do calice e da flor
isolada. Fonte: A) https://pt.wikipedia.org/wiki/ Ficheiro:Starr_001025-8001 Hyptis_pectinata.ipg; B) Basilio eta/. 2006; C)
Elaborada pela propria autora, Rio Verde, Brasil, 2018.

Quanto ao uso na medicina popular ha relatos no Brasil sobre o uso para tratamento de
rinofaringite, congestdo nasal, doencas de pele, distlrbios gastricos, febre, infeccoes bacterianas,
inflamacdes de garganta, dor e cancer (Tchoumbougnang et a/,, 2005; Raymundo et a/, 2011; Santos

et al, 2008; Nascimento ef a/., 2008; De Queiroz et al., 2014). As inflorescéncias de Hyptis pectinata,
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guando secas, sao usadas em forma de cigarro contra cefaléias e dores de dentes (Basilio ef a/., 2006).
O infuso é usado contra amenorréias e dismenorreias e o decocto das partes aéreas é indicado contra

hepatalgias (Basilio et a/, 2006).

Entre os principais compostos bioativos, verificou-se a presenca de acido rosmarinico, acido
sambacaitarico, acido 3-O-metil-sambacaitarico, acido 3-O-methil-rosmarinico, etil caffeoato; nepetoidina
A, nepetoidina B, cirsiliol, circimaritina, 7-O-metil-luteolina, genkwanina (Falcao efal., 2013), pectinolidas
D, E, F e G (Boalino et al, 2003), B-pineno (Nascimento et al, 2008), terpinoleno, sabineno
(Pietschmann ef al,, 1998), B-cariofileno, germacrene D (Jesus ef al., 2016), cariofileno (Nascimento ef
al, 2008), oxido de cariofileno (Jesus et al, 2016), epoxido de humuleno (Koba ef a/, 2007),

calamusenona (Feitosa-Alcantara et a/,, 2017).

Para- Regido Norte

-
Alagoas, Bahia, Ceard, Paraiba, Pernambuco, Piauf, Rio Grande do Norte,
) Sergipe - Regido Nordeste
' Goiéas, Distrito Federal - Regido Centro-Oeste
. - Minas Gerais, Sdo Paulo, Espirito Santo, Rio de Janeiro- Regido Sudeste

Parana, Santa Catarina - Regido Sul

Figura 1.9 - Distribuicdo geografica de Hyptis pectinata no Brasil. Ha ocorréncias confirmadas no Para, Alagoas, Bahia, Ceara,
Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Sergipe, Distrito Federal, Goias, Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de
Janeiro, S&o Paulo, Parana e Santa Catarina. Fonte: Antar, G.M. Mesosphaerum inFlora do Brasil 2020 em
construcdo. Jardim Botanico do Rio de Janeiro. Disponivel em: <http://reflora.jbri.gov.br/reflora/floradobrasil/FB59379>.
Acesso em: 15 Nov. 2018

1.3.3 Espécie Hyptis suaveolens Poit.
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Figura 1.10 — Arbusto de Hyptis suaveolens Poit. adulto /n sito (A e B), desenho representativo do ramo florido, do célice e da
flor isolada (C), Planta em floracdo (D). Fonte: (A e B) Elaborada pela prépria autora, Rio Verde, Brasil, 2018; C) Basilio ef

al, 2006; D) Disponivel 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, alfavacdo, alfavaca-de-caboclo, alfazema-de-caboclo,
alfazema-brava, salva-limao, betdnica-brava, metrastogracu, sao-pedro-caa, melissa-de-pison, pataquera,
betbnia-branca e cha-de-franca, € uma erva anual amplamente distribuida por regides tropicais e
subtropicais (Shenoy et a/, 2009). Esta dicotileddnea ¢é nativa da América tropical, ocupa estradas,
ferrovias, terrenos baldios, cursos de agua, pastagens e florestas abertas onde o solo é bem drenado e

pode formar matas densas em todas as areas de crescimento (Sharma efa/., 2013). No Brasil, apresenta
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ampla distribuicao geografica (Figura 1.11) ocorrendo com maior frequéncia nas regides do cerrado, em

areas de cultivo de soja, onde pode atingir altas densidades populacionais (Gravena ef a/., 2002).

Acre, Amazonas, Amapa, Pard, Rondonia, Roraima- Regido Norte

Maranhdo, Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande
do Norte, Sergipe - Regido Nordeste

Goids, Distrito Federal, Mato Groso, Mato Grosso do Sul - Regido Centro-Oeste

- Minas Gerais, Sdo Paulo, Espirito Santo, Rio de Janeiro- Regido Sudeste

Parana- Regido Sul

Figura 1.11 - Distribuicao geografica de Hyptis suaveolens no Brasil. Ha ocorréncias confirmadas no Acre, Amazonas, Amapa,
Para, Rondonia, Roraima, Tocantins, Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhao, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte,
Sergipe, Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e
Parana. Fonte: Antar, G.M. Mesosphaerum inFlora do Brasil 2020 em construcdo. Jardim Botanico do Rio de Janeiro.
Disponivel em: <http://reflora.jbri.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. Basilio e colaboradores (2006), descreveram morfologicamente a planta
como sendo:

“Subarbusto anual, ereto, ramificado, at¢é 1 m de altura; caule e ramos
quadrangulares, verdes a cinéreos. Folhas opostas, lamina 4,0-8,0 x 3,0-5,5 cm, oval
ou subcordada, apice agudo, base obtusa ou levemente cordada, margem serreada;
peciolo subquadrangular, canaliculado, 3,0-8,0 cm de comprimento. Inflorescéncias
paucifloras, 10-20-flores, em subumbelas axilares, raquis curta, 0,7-1,5 cm de
comprimento. Flores sub-sésseis a curto-pediceladas, ca. 1,0 mm, protegidas por
bracteas foliaceas, filiformes, ca. 1,0 mm de comprimento. Calice 4-5 mm, tubuloso,
glandular-pubescente, 5-lacinios, 1-2 mm, acrescente no fruto, iguais ou subiguais.
Corola bilabiada: labio superior levemente bifido, labio inferior 3-laciniado,
glabrescente, lacinios laterais ovais, subiguais, e o mediano menor; 4-estames,
anteras bitecas e rimosas. Fruto 3,0-4,0 mm, esquizocarpico, separando-se em quatro
nuculas, soldadas duas a duas, acuminadas, glabras.”

H. suaveolens é considerada uma planta aromatica, cujo aroma é geralmente secretado por
certas estruturas das plantas, como os tricomas glandulares presentes nas nervuras e na superficie
abaxial e adaxial das folhas (Chatri ef a/, 2018). Esses tricomas sdo do tipo peltados e do tipo capitados

I e ll (Chatri efal., 2018) e estao envolvidos com a secrecéo e acimulo de varios metabdlitos secundarios
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gue conferem a planta caracteristicas aromaticas e medicinais. Entre estes metabdlitos, destacamos o
o6leo essencial (composto principalmente por terpenoides) Util aos seres humanos para a fabricacédo de

pesticidas, drogas, condimentos e perfumes.

COMPOSTOS | REFERENCIAS
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
Joy et al, 2008

canfora
Terpinen-4-ol Kossouoh et al,, 2010
Eucaliptol Moreira et al., 2010a

Monoterpenos Hidrogenados

a-pineno, terpinoleno, p-cimeno, o-terpineno Eshilokun et a/., 2005
[-pineno, a-felandreno, Taffurt-Garcia et al,, 2015

Grassi et al,, 2005
p-cimeno-8-ol Rana et al, 2004

y-terpineno, mirceno Ahmed et a/,, 1994
[-felandreno Martins et al, 2007

Bezerra et al., 2017

o-terpinoleno

sabineno
Sesquiterpenos Oxigenados
Cariofileno Xu etal, 2013
Oxido de cariofileno e (z)-trans- a-bergamotol Kossouoh ef al, 2010
espatulenol Bezerra et al, 2017
Globulol, a-cadinol Martins et al., 2007
Sesquiterpenos Hidrogenados
[-cariofileno Bezerra et al, 2017
germacreno Moreira et al., 2010a

Ahmed et a/, 1994
Tafurt-Garcia ef al, 2015
Tesh et al, 2015
Joy et al., 2008
Moreira et al., 2010a
Kossouoh et al., 2010
Ngassoum ef a/,, 1999

germacreno B
germacreno D, E-cariofileno
biciclogermacreno
a-humuleno, alloaromadendreno
y-elemeno, trans- 3-cariofileno
trans-a-bergamoteno
cis-a-bergamoteno

Diterpenos

Tonzibo et al,, 2009
abietatrieno Zellner et a/,, 2009
abietadieno Rana et al., 2004
dehidroabietol Martins et al, 2007
Tabela 1.1 - Compostos majoritarios encontrados em éleos essenciais de Hyptis suaveolens. Fonte: Elaborada pela propria

autora, 2018.

hidrocarbono Il

Muitos estudos sobre a composicao quimica dos dleos essenciais de Hyptis suaveolens revelam
diferencas na composicao quimica e no teor dos seus constituintes majoritarios, evidenciando

mecanismos de regulacao dependentes de variacdes nas condicdes ambientais e endogenas (Martins et
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al., 2006; Rodrigues et al., 2012). Os éleos essenciais sao constituidos por monoterpenos oxigenados e

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

As folhas, hastes e inflorescéncias s@o muitos utilizadas na medicina popular para tratamento
de febre, dor de cabeca, reumatismo (Xu ef a/,, 2013), infeccdes respiratorias, dores gastrointestinais,
indigestao, resfriado, colicas, doencas de pele e caimbras (Moreira et a/., 2010a; Goly ef a/., 2015;
Chukwujekw et a/., 2005; Andrade et a/., 2017a), asma, malaria (Joy et al., 2008), cancer e inflamacao
(Mandal et al.,, 2007; Shenoy et al., 2009; Ghaffari et al., 2014, Grassi et al., 2006; Shirwaikar ef a/.,
2003; Nayak et al., 2014; Khonkarn et a/., 2015). Ja no meio cientifico, este 6leo essencial tem sido
avaliado quanto a sua acdo antibacteriana (Goly et a/, 2015), antifungica (Muthamil et a/, 2018),
antiplasmodial (Chukwujekwu et a/, 2005), antivirética (Kothandan e Swaminathan, 2014),
neuroprotetora (Ghaffari ef a/, 2014), hepaprotetora( Ghaffari ef a/., 2012), gastroprotetora (Jesus et a/.,
2013), antisinflamatdria (Grassi et a/, 2006), antidiabética (Begum et a/, 2016a), inseticida (Hari e
Mathew, 2018), repelente (Vongsombath ef a/., 2012).

1.4 RADICAIS LIVRES, STRESS OXIDATIVO E ANTIOXIDANTES

Consideram-se espécies reativas ou radicais livres os subprodutos metabdlicos gerados
continuamente em sistemas bioldgicos, sendo elementos essenciais ao corpo humano (Arul Ananth ef
al, 2013). Sua formacdo estad caracterizada como um conjunto de moléculas quimicas altamente
reativas por possuir um numero impar de eletrées, muito instaveis e, portanto, capazes de doar ou retirar
um eletrdo de outra molécula para obter estabilidade (Ayla e Ogun, 2015). Essas espécies reativas
compreendem espécies radicalares ou ndo radicalares derivadas tanto do oxigénio (espécies reativas de

oxigénio — EROs) como do nitrogénio (espécies reativas de nitrogénio - ERNs) (Silva, 2012) (Tabela 1.2).

Ha duas possiveis formas de geracao de EROs/ERNs: de forma endogena durante o metabolismo
oxidativo mitocondrial, ou de forma exdgena como na resposta celular a xenobidticos, citocinas e invasao
bacteriana (Ray et al., 2012). Embora EROs/ERNs exercam efeitos benéficos para o organismo atuando
como moléculas sinalizadoras na regulacdo de processos biologicos e fisiologicos (Schieber e Chandel,
2014), a producao destes também ocasiona efeitos deletérios pela oxidacdo de moléculas biologicamente

essenciais, como lipidios, proteinas, carboidratos e DNA (Ray ef al., 2012). Assim, a manutencao da
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homeostase no organismo torna-se dependente de um equilibrio entre a geracao de compostos oxidativos

(EROs/ERNS) e sua neutralizacao por sistemas de defesa antioxidantes.

EROs ERNs
Superoxido (0,")
Hidroxila (OH")

Oxido nitrico (NO*)

Radicais ,:Z?c))ilifa(ﬁ%-)) Dioxido de nitrogénio (NO,’)
Hidroperoxila (HO,.)
Peroxido de hidrogénio (H.O,) Peroxinitrito (ONOO))
Acido hipocloroso (HOCI) Peroxinitrito de alquila (ROONO)
0z6nio (0,) Triéxido de dinitrogénio (N,O.)
Oxigénio singleto (*0,) Tetroxido de dinitrogénio (N.,O.)
N3io-Radicais Acido nitroso (HNO,)

Anion de nitrénio (NO,)  Anion nitroxil (NO)
Cation nitroso (NO) Cloreto de nitrito (NO,CI)
Tabela 1.2 - Diferentes tipos de EROs e ERNs produzidos nas células (adaptado de Dhawan, 2014).

Situacdes de desequilibrios em resposta a uma variedade de estressores podem surgir e
caracterizar o estresse oxidativo, com a producdo excessiva de EROs ou deficiéncia das defesas
antioxidantes da célula. Dentre possiveis estressores, comumente citam-se poluentes quimicos, fumaca
de cigarros, ingestao de gordura e carboidratos além de estresse fisico e mental (Fisher-Wellman et a/,
2009). Este desequilibrio é prejudicial aos componentes celulares e, portanto, ao organismo, ao favorecer
a ocorréncia de uma gama de patologias, como cancer, aterosclerose, artrite, lesao do sistema nervoso

central e disturbios degenerativos (Birben et a/, 2012).

O organismo humano pode se utilizar basicamente de dois mecanismos na tentativa de conter
0 estresse oxidativo: um deles seria a producao natural /7 sifu de antioxidantes, os exdgenos, e a outra
forma, seria utilizar antioxidantes fornecidos externamente por meio de alimentos e/ou suplementos, os
exogenos (Pham-Huy e He, 2008). Os antioxidantes, também, podem estar contidos em uma diversidade

de cosméticos, medicamentos, plasticos e borrachas (lto e Hirose, 1989).

Genericamente, Halliwell e Gutteridge (1990) definem antioxidantes como qualquer substancia
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 aplicacdo na industria alimenticia tais como o
butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT), propil galato (PG) e terc-butil-hidroquinona (TBHQ),
ou naturais, como tocoferdis, os acidos fenolicos e os extratos de plantas (lto e Hirose, 1989; Ramalho

e Jorge, 2006). Estes ultimos sao sintetizados no organismo humano por processo metabolico ou
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adquiridos por meio de outras fontes naturais podendo ainda serem divididos em enzimaticos e nao

enzimaticos (Mamta ef a/,, 2013).

Os antioxidantes enzimaticos sao produzidos apenas no organismo humano e podem ser:
primarios ao inibir ou retardar a oxidacao por inativacao de radicais livres pela doacdo de atomos de
hidrogénio ou de eletrdes transformando os radicais em substancias estaveis; ou secundarios podendo
apresentar ligacao de ions metalicos, inativacao de EROs, conversao de hidroperoxidos em espécies nao-

radicalares ou absorcao de radiacao UV (Maisuthisakul ef a/, 2007).

Os nado enzimaticos sao de origem externa ao organismo humano e fundamentais ao bom
funcionamento metabolico (Raygani ef af., 2007). Entre eles, temos os minerais, vitaminas, carotendides,

polifendis e outros mais.

Primarios: SOD, catalase, glutationa peroxidase
Enzimatico Secundarios: glutationa redutase, glucose-6-fosfato desidrogenase
Minerais: Zinco, Selénio, Manganés, Ferro, Cobre
Vitaminas: 4, C, fe K
Carotenoides: B-caroteno, licopeno, luteina, zeaxanthin
Compostos organosulfurados: allium, allyl sulfide, indoles
Antioxidante de baixo peso molecular: Glutationa, dcido trico
- Cofatores antioxidantes: Coenzimas Q.
g Flavondis: guercetina, kaempfero/
'ezT: Nio-enzimatico Isoflavandides: gen/sfe/ha
.. Flavanois: catequina, EGCG
Flavondides . . ; .
Antocianidinas: cianelo, pelagonidina
Flavanonas: /iesperitrina
Flavonas: crisina
Acidos Acidos hidroxinamicos: ferrulico, p-cumarico
Polifenéis fenélicos Acidos hidroxibenzéicos: Acido gélico, dcido eldgico
Gingerol
Curcumina
8 BHA
E Compostos BHT
E Polifendlicos EDTA
] Etoxiquine

Tabela 1.3 - Classificacdo dos antioxidantes (adaptado de Mamta ef a/., 2013 e Ratnam et a/., 2006)

Tanto os antioxidantes naturais nao-enzimaticos quanto os antioxidantes sintéticos apresentam-
se como uma alternativa para prevencao a deterioracdo 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 possiveis efeitos indesejaveis a salde humana, dentre

0s quais se destaca sua acao carcinogénica (Del Ré e Jorge, 2012; Taghvaei e Jafari, 2015; Ledo ef al.,
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2017). Como resultado, pesquisas encontram-se voltadas para a busca de compostos naturais, como 0s

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
doencas, tem aumentado significativamente em todo o Mundo (Dutra ef a/, 2016). Porém, mesmo
contando com aproximadamente 420.000 espécies de plantas no Planeta, até o momento, apenas um

conhecimento muito limitado sobre elas esta cientificamente disponivel (Pan ef a/., 2013).

O Brasil, por exemplo, é detentor de uma flora extremamente rica utilizada pela populacéo para
fins terapéuticos. Esta seria uma alternativa mais saudavel por ser a base de fontes naturais, mais barata
e de facil acesso, sendo muitas das vezes, para alguns, a Unica forma de acesso aos cuidados basicos
de saude (Veiga Junior et al, 2005). Todavia, por ndo envolverem rigoroso controle de qualidade quanto
a seguranca e eficacia, faltam trabalhos cientificos 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 seguranca (toxicologia), farmacocinética e, especialmente, em ensaios cientificos pré-

clinicos ou clinicos (Veiga Junior ef al,, 2005; Dutra et a/., 2016).

O objetivo desta Tese foi avaliar a atividade antimicrobiana, antioxidante, citotdxica,
hepatoprotetora e anti-inflamatéria /n vitro de extratos de folhas de Hyptis marrubioides, Hyptis pectinata
e Hyptis suaveolens oriundas do cerrado brasileiro, bem como determinar seu perfil fitoquimico. Além
disso, culturas de células em suspensao destas espécies foram estabelecidas, eliciadas com estressores

bidticos e abidticos e avaliadas quanto a producao de acido rosmarinico.

Esta tese de doutoramento esta organizada em 8 capitulos principais e, além da Introducédo Geral

(Capitulo 1), uma breve descricao de cada um dos capitulos é dada abaixo.

O Capitulo 2 explora a composicdo quimica, atividades farmacoldgicas, toxicidade e uso

alimentar do género Hyptis com énfase as espécies Hm, Hp e Hs por meio de uma revisao sistematica.

O Capitulo 3 descreve o estabelecimento de plantulas, calos e células em suspensao de Hm, Hp

e Hs para avaliacdo dos metabolitos secundarios. As culturas de células em suspensao de Hm e Hs
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foram eliciadas com trés diferentes tipos de estressores: metil jasmonado, acido salicilio e extrato de

levedura. Os efeitos da eliciacao sobre a producéo de metabdlitos secundarios foram avaliados.

O Capitulo 4 avalia o perfil fitoquimico e a atividade antioxidante dos extratos metanolicos de
folhas de Hm, Hp e Hs cultivadas /n vivo e in vitro. Os métodos espectrofotométricos utilizados foram
DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazil), capacidade de sequestro do anion superoxido, inibicdo da oxidacdo do
[-caroteno/acido linoleico, capacidade de quelacdo do ferro, capacidade de inibicdo da producéo do

oxido nitrico, poder antioxidante de reducéo dos ions ferro.

O Capitulo 5 aborda o potencial antibacteriano dos extratos metanolicos, de acetato de etila e de
diclorometano de folhas /7 o de Hm, Hp e Hs frente as cepas S. aureus (ATCCe 25923™), S. aureus
(ATCCe 29213™), £. coli (ATCCe 10536™), £. coli (ATCCe 25922™), S. Cholerasuis (ATCCe 10708™), S.
Typhimurium (ATCCe 13311m).

No Capitulo 6 sdo investigados os efeitos citotdxicos e hepatoprotetores de extratos metandlicos
de Hm, Hp e Hs em células de linhagem hepatica humana HepG,. Também se avaliou os niveis de EROs

intracelular e a atividade anti-inflamatoria dos extratos.

O Capitulo 7 compreende as principais conclusdes gerais que podem ser obtidas do trabalho

apresentado nesta tese.

O Capitulo 8 traz todas as referéncias bibliograficas abordadas nesta Tese.
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2. COMPOSICAO QUIMICA, ATIVIDADES FARMACOLOGICAS, TOXICIDADE E
USO ALIMENTAR DE Hyptis spp.: REVISAO SISTEMATICA

2.1 INTRODUCAO

Algumas plantas tém despertado interesse em todo mundo, particularmente as da familia
Lamiaceae, por possuirem propriedade medicinais (Zellner et a/., 2009), servirem de condimentos na
culinaria (Falcao e Menezes, 2003) e por apresentarem grande variedade de metabdlitos secundarios,
como terpenoides, lactonas, lignanas, acidos graxos, flavonoides e compostos fendlicos (Darias ef
al.,1990; Konuklugil, 1996; Rios ef a/., 2002; Patora e Klimek, 2002; Azcan et a/., 2004; Rehan et a/.,
2014; Padilla-Gonzalez et al., 2016). Esta familia, de distribuicdo cosmopolita, é pertencente a Ordem
Tubiflorae (Lamiales), abrangendo cerca de 236 géneros e 7173 espécies conhecidas (Harley et al.,

2004), entre os quais se encontra o género Hyplis Jacq..

Hyptis &€ uma palavra que vem do grego “hyptios” (retroflexo) em alusédo ao lobo mediano do
labio inferior da corola, em forma de saco, articulado na base, que se torna deflexo apos a polinizacao
(Falcao, 2003). Esse género, membro da tribo Ocimeae e subtribo Hyptidinae, ¢ um dos maiores da
familia Lamiaceae com aproximadamente 400 espécies (Facey et a/l., 2005; Santos et a/., 2008; Franco
et al, 2011a e b; Sakr et al., 2013; Barbosa et al, 2013; Bachheti ef a/, 2015). Estas espécies
apresentam-se na forma de arbustos, subarbustos ou ervas perenes ou anuais, fortemente aromaticos
ou odoriferos, com distribuicdo nas regides tropicais e subtropicais (Silva-Luz et afl, 2012),
principalmente Américas, mas também encontradas na Africa, india, sudeste Asiatico e Australia (Flores
et al, 2014). No Brasil, verifica-se ampla diversidade morfologica na regido do cerrado brasileiro onde
0s solos sdo acidos, pobres em nutrientes e ricos em aluminio. Suas flores sao esternotribicas, cujos os
0s estames sdo mantidos no labio inferior da corola e na maioria das espécies é fortemente comprimido

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

“O género Hyptis se caracteriza por apresentar folhas decussadas ou nao, pecioladas ou
sésseis, discolores ou concolores, diversos padrdes de venacao, geralmente coriaceas ou
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cartaceas até membranaceas, normalmente indumentadas. Inflorescéncia: geralmente
capitulos hemisféricos, as vezes esféricos, bractéolas involucrais persistentes. Flor: calice
campanulado ou tubular, subactinomorfo, 5-lobado, os lobos iguais ou subiguais, elipticos,
estreitamente elipticos, lanceolados, lineares ou triangulares, subulados ou planos, com ou
sem apéndice conspicuo 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-abiada, 5-lobada (2/3), tubulosa, alva, lilas, rosa, roxa ou roxo-azulada, com lobo
posterior manchado; estames 4, exsertos do tubo, filetes indumentados ou glabros; ovario 4-
lobado, estilete ginobasico, geralmente articulado acima do ovario, a por¢ao basal, estilopédio
persistente. Fruto com 4 nuculas, geralmente complanadas, glabras ou tomentosas,
lenticeladas, lisas ou verruculosas. (Silva-Luz et a/,, 2012),”

Os metabolitos secundarios de plantas do género Hyptis sdo conhecidos por sua utilidade
medicinal e séo usados na medicina popular para tratar uma série de enfermidades, tais como doencas
de pele, disturbios gastricos, conjuntivite, febre (Barbosa e Ramos, 1992; Sakr ef a/., 2013), rinofaringite,
congestdo nasal (Malan et a/, 1988), inflamacdes, infeccdes bacterianas, dor e cancer (Bispo ef al.,

2001).

A espécie Hyptis suaveolens Poit. conhecida por “alfazema, bamburral, mastranto, macusa” é
considerada uma erva daninha desagradavel e é muito citada na literatura quanto a usos tradicionais de
paises como India, Brasil, Tailandia e Africa. As folhas, ramos, hastes e inflorescéncias foram as partes
mais aproveitadas para preparacao de medicamentos naturais. Entres os varios problemas tratados por
elas citam-se febre, dor de cabeca, reumatismo (Xu et a/, 2013), infeccoes respiratorias, dores
gastrointestinais, indigestao, resfriado, colicas, doencas de pele e caimbras (Moreira et a/., 2010a; Goly
et al., 2015; Chukwujekw et al., 2005; Andrade et a/.,, 2017a), asma, malaria (Joy et al., 2008), cancer
e inflamacdo (Mandal et a/, 2007; Shenoy et al, 2009; Ghaffari ef al, 2014; Grassi et al., 2006;
Shirwaikar et af., 2003; Nayak et a/., 2014; Khonkarn et a/., 2015).

Quanto a espécie Hyptis pectinata Poit. conhecida por “sambacaita ou canudinho”, destacam-
se relatos no Brasil sobre o uso para tratamento de rinofaringite, congestdo nasal, doencas de pele,
disturbios gastricos, febre, infeccdes bacterianas, inflamacdes de garganta, dor e cancer
(Tchoumbougnang et a/,, 2005; Raymundo et a/,, 2011; Santos et a/., 2008; Nascimento et a/., 2008;

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

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

suas atividades contra infeccdes gastrointestinais, infeccdes de pele, dores e caibras (Botrel e/ a/., 2009).

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

espécies e suas aplicacdes no uso popular podem ser verificadas na tabela 2.1.
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Salvia ou orégano (México)

Espécie Nome popular Uso etnobotanico Referéncias
e . o ~ Miranda et a/., 2013;
Disturbios gastro.lnteshnz’il.s, infeccdes de Santos etal, 2008:
) pele, reumatismo, cdlicas, dores
H.albida

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

Camacho-Corona et al.,
2015; Pereda-Miranda,
1995.

H. atrorubens Poit.

Makouza, mentinha, hortela-
brava

Dermatite, inflamacéo, febre, reumatismo,
problemas respiratérios, pé de atleta, dor
de garganta e gripe.

Kerdudo ef a/,, 2016;
Abedine et al., 2013.

H.brevipes Poit.

Nanto-iganigakusa (Taiwan),

sawi hutan (Malasia),
fazendeiro, hortela-brava,
alfavaca-do-mato (Brasil)

genggeyan e kaneja (Indonésia),

Asma, malaria, insetos (acao repelente),
infeccdes gastro-intestinais, caibras, dor e
infeccoes 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; Brandéo et a/.,
2012

H. fasciculata Benth.

Gota, espasmos, secre¢des na via
respiratdria, febre, secrecdes nos bronquios
€ escarro.

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

H. fruticosa
Salzm. ex Benth.

Alecrim de tabuleiro, alecrim
de vaqueiro

Dores (analgésico), inflamacao, convulsdes.

Menezes et al., 2007;
Franco et al., 2011b.

H. lanceolata Poir.

Infeccdes do trato respiratorio.

Tchoumbougnang et al.,
2005.

H.martiusii
Benth

Balsamo louco, cidreira brava
ou cidreira do mato

Doencas intestinais e estomacais, ulceras,
microrganismos, tumores e insetos (acéo
inseticida).

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

H.mutabilis (Rich.)
Bring.

Alfavaca, sambacuité,
alfavaca-de-caboclo, sambaité,
bamburral e manjericao e

Dores gastrointestinais, gastrite, malaria,
dor de cabeca, secrecdes nos brénquios.

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

vao mini (Samoano)

. Usado como sedativo. 2013a.
albahaquila
Hp /eggr:t/:]fhwdes Bertonica Disturbios do estémago. Brandao et al, 2012
H rhomboidea Mart. Diao QIU' caq (chlnes),. . Febre, d.or de. cabeca, mchaco, degordem Li et al, 2014: Xu etal,
Gal. knobweed (inglés), vao mini, gastrointestinal, hepatite, reumatismo,

Ulcera, dermatite e eczema.

2013.

H. spicigera Lam.

Gergelim preto, guardiao dos
mosquitos

Usado para fazer sabonetes, locdes,
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)

Secrecdes (adstringente), doencas de pele
(eczema, psoriase, sarna e pé de atleta),

gripe, desordens gastrointestinais.

Facey et al., 2005; Kunth
et al., 1994; Pereda-
Miranda, 1995.

Tabela 2.1 - Uso etnobotanico de plantas do género Aypfis.

Embora haja um grande numero de espécies do género Hyplis, poucas investigacdes sobre as

atividades bioldgicas e composicao quimica foram realizadas. Também ha pouca informacado sobre a

toxicologia o que se faz preocupante, uma vez que estas sao usadas pela populacao local no tratamento

de enfermidades e como alimento. O objetivo desta revisdo foi, portanto, explorar a composi¢cdo quimica,

atividades farmacologicas, toxicidade e uso alimentar do género Hypfis para levantar informacdes que

direcionem e justifiquem o prosseguimento de estudos sobre estas plantas.

Avaliagdo do potencial bioativo de plantas medicinais do género Hyptis

oriundas do cerrado brasileiro. Rejaine Martins Rios

28


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

CAPITULO 2 — COMPOSIGAO QUIMICA, ATIVIDADES FARMACOLOGICAS, TOXICIDADE E USO ALIMENTAR DE
Hyptis spp.: REVISAO SISTEMATICA

2.2 MATERIAIS E METODOS

Nesta revisao sistematica, realizou-se uma busca por artigos que abordassem a composicao
guimica, toxicologia, uso alimentar e atividades farmacologicas de plantas do género Hyptis. Ela foi
fundamentada nas diretrizes da declaracdo PRISMA (Principais Itens para Relatar Revisdes Sistematicas
e Meta-Analises - http://www.prisma-statement.org/) buscando apresentar as informacdes 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.nIm.nih.gov/pubmed), Scopus (http://www.scopus.com) e
Scielo®(http://www.scielo.org/php/index.php). Selecionaram-se artigos por titulo, por abstract e por
texto completo referente a aplicacéo etnobotanica e farmacoldgica de plantas do género Hyplis. A palavra
“Hyptis" foi utilizada para critério de pesquisa na Scopus (titulo e/ou resumo= 360), Sciencedirect (titulo
e/ou resumo e/ou palavra-chave=127), Scielo (titulo e/ou resumo=93), Pubmed (titulo e/ou resumo
e/ou palavra-chave=199). Os artigos relatando atividades biologicas e composicdo quimica de extratos,
oleos essenciais, compostos isolados e biomassa de plantas Ayptis spp. foram incluidos nesta revisao.
Ja os artigos que nao foram encontrados na integra, ou eram de revisao, ou de comunicacao curta ou
publicados em lingua chinesa, ou versavam sobre assuntos contrarios a atividade biologica e composicao

guimica, foram excluidos.

Num primeiro momento foram selecionados artigos de bases de dados usando os critérios de
pesquisa descritos acima. Destes, excluiram-se os duplicados. Os artigos restantes seguiram para fase
da triagem onde foram incluidos ou excluidos por “titulo” e depois por “resumo”. A seguir, os artigos
incluidos por titulo e resumo e que apresentaram texto completo foram direcionados para fase de
elegibilidade. Durante esta fase, os artigos foram cuidadosamente analisados. Aqueles que nao
preenchiam os critérios de inclusao foram excluidos. Ja os que se adequavam a busca foram entao

utilizados para compor esta revisao sistematica.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Busca na literatura
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As pesquisas abrangeram artigos com publicacéo até marco de 2018. Foram incluidos 238
artigos, sendo que 101 destes versam sobre a espécie Hyplis suaveolens, 30 sobre Hyptis pectinata, 10

sobre Hyptis marrubioides e 112 sobre outras espécies (Figura 2.1).

Registros identificados nas bases de dados (n=779)
= Pubmed (n=199)
g Scopus (n=360)
E Science direct (n=127)
- Scielo (n=93)
=
w
a
Excluidos: duplicados (n=199)
v
Incluidos (n=584)
Excluidos: por titulo (n=190), duplicados (n=51),
revisao (n=20)
v
Incluidos por titulo (n=323)

=
w
g
] Excluidos: resumo (n=55)
=

v

Incluidos por resumo (n=268)
Excluidos: ndo encontrado na integra (n=21),
chinés (n=2)
v
Incluidos por texto completo para
elegibilidade (n=245)

w
(=]
g Excluidos: comunicacao curta (n=1), ndo tem atividade
o antiproliferativa significativa (n=1), ndo atende ao
] interesse desta sintese (n=1), cita mas nao contempla
8 a atividade antimicrobiana ou citotoxicidade ou
d antioxidante (n=4).

A
" Estudos compondo a revisao sistematica (n=238)
8
3 Hyptis marrubioides (n=10)
T Hyptis pectinata (n=30)
= Hyptis suaveolens (n=100)

Outras espécies (n=112)

Figura 2.1 -Diagrama de fluxo de identificacdo do estudo com inclusdes e exclusdes
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CAPITULO 2 — COMPOSIGAO QUIMICA, ATIVIDADES FARMACOLOGICAS, TOXICIDADE E USO ALIMENTAR DE
Hyptis spp.: REVISAO SISTEMATICA

Constataram-se estudos com 40 espécies de Hyptis. Nestes estudos, 25 espécies foram
avaliadas quanto a composicao quimica (CQ), 30 quanto a atividades biolégicas (AB), 05 quanto a
toxicologia (TO), 01 quanto a alimentacao (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 Hyplis suaveolens teve o maior numero de citacdes, com expressivo numero de
estudos sobre composicao quimica e atividades bioldgicas. A atividade antimicrobiana e inseticida foram

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

Hyptis pectinatae Hyptis marrubioidestiveram poucos registros sobre composicao quimica. Para
atividade bioldgica de Hyptis pectinata, a maioria dos trabalhos ressaltavam sua atividade antimicrobiana,
antinociceptiva e regeneracao hepatica. Ja a espécie Hyptis marrubioides basicamente, atividade

antimicrobiana.

Para outras espécies, ha trabalhos quanto a composicao quimica e atividade antimicrobiana,

inseticida, antioxidante, citotoxicidade, antinociceptiva, anti-inflamatoria e gastroprotecao.

2.3.1.1 Composicao quimica

Estudos sobre as espécies Hyptis ttm se preocupado com a caracterizacdo dos compostos
quimicos presentes em extratos ou 6leos essenciais de sementes, folhas, inflorescéncias, hastes, partes
aéreas e planta inteira. Conforme Falcdo e Menezes (2003), ha compostos pertencentes a uma ampla
classe de metabolitos, formados a partir da via do acido acético, da via do acido chiquimico e de via
biossintética mista. Sdo representantes da classe dos sesquiterpenos, triterpenos, diterpenos,

monoterpenos, lignanas, alcaloides, flavonoides e polifenois.
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CAPITULO 2 — COMPOSICAO QUIMICA, ATIVIDADES FARMACOLOGICAS, TOXICIDADE E USO ALIMENTAR DE
Hyptis spp.: REVISAO SISTEMATICA

2.3.1.1.1 Principais fitoconstituintes dos extratos vegetais

Ha poucos estudos sobre os fitoconstituintes de extratos de plantas Hypfis. Entres os
fitoconstituintes descritos, destaca-se a presenca do polifenol acido rosmarinico nas espécies H.
verticillata e H. pectinata (Tabela 2.2). O acido rosmarinico contribuiu para os efeitos antibacterianos de
H. verticilata e mostrou efeitos significativos na estabilizacao de capilares em ensaios anti-inflamatorios

(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
qgue o segundo inibiu a prostaglandina sintase de forma significativa e teve efeitos antisecretorios

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

Em H. pectinata foram identificadas trés pironas (pectinolidos D, E e F) e uma 2(5H)-furanona
(pectinolido G) (Boalino et a/., 2003). Falcao e colaboradores (2013) ressaltaram a descoberta de dois
novos compostos (acido sambacaitarico e acido 3-O-metil-sambacaitarico) a partir de analogos do acido
rosmarinico e flavonoides isolados de H. pectinata. Entre os fitoconstituintes, Kuhnt e colaboradores
(1994), apontaram a presenca de muitas lignanas. Entre estas, destacou-se a presenca de hyptinina

isolada de H. verticillata e identificada pela primeira vez (Kuhnt ef a/., 1994).

Tabela 2.2 - Fitoconstituintes de extratos de plantas do género Hypfis.

Composto Espécie Parte Extrato Pais - Autor

Sideriloflavona; Podofilotoxina; 4'- Etandlico Alemanha - Kuhnt et a/,, 1995
desmetilpodofilotoxina; Partes

Dehidropodopillotoxina; H. verticillata , Aquoso Alemanha - Kuhnt ef a/., 1995
Desidrodesoxipodofilotoxina; Hidinina; acreas

Odorhizol; epipodorhizol Eter Alemanha - Kuhnt ef a/., 1994

p Etandlico Alemanha - Kuhnt et a/,, 1995

Acido rosmarinico H. verticillata a:rzzz Aquoso Alemanha - Kuhnt ef a/, 1995

Eter Alemanha - Kuhnt et a/, 1994

H. pectinata Folhas Acetato de etila Brasil- Falcao et a/, 2013

Acido Sambacaitarico; Acido 3-O-metil-
sambacaitarico; acido 3-O-methil-
rosmarinico; Etil caffeoato; Nepetoidina

A: Nepetoidina B: Cirsiliol: H. pectinata Folhas Acetato de etila Brasil- Falcao et al,, 2013
Circimaritina; 7-O-metil-luteolina;
Genkwanina
o ) Partes ) .
Pectinolidas D, E, Fe G H. pectinata Diclorometano Boalino ef al, 2003

aéreas

32

Avaliagdo do potencial bioativo de plantas medicinais do género Hyptis
oriundas do cerrado brasileiro. Rejaine Martins Rios



CAPITULO 2 — COMPOSIGAO QUIMICA, ATIVIDADES FARMACOLOGICAS, TOXICIDADE E USO ALIMENTAR DE
Hyptis spp.: REVISAO SISTEMATICA

2.3.1.1.2 Principais fitoconstituintes dos dleos essenciais

O d6leo essencial da maioria das Hyptis (Tabela 2.3) apresentaram como composto majoritario o
sesquiterpeno hidrogenado [B-cariofileno (presente em 15 espécies). Tal situacao nao 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 oxido (6 espécies), E-cariofileno (4 espécies), globulol,

espatulenol, cariofileno (com 3 espécies cada).

Ja entre os monoterpenos hidrocarbonados, destacaram-se os [3-pineno (9 espécies), a-pineno
(7 espécies), limoneno (5 espécies), terpinoleno (4 espécies), sabineno (4 espécies), B-felandrene (3
espécies), 6-3-carene (3 espécies) enquanto que nos monoterpenos oxigenados tem-se, 1,8-cineole (8

espécies) e canfora (b espécies).

Os diterpenos como abietatrieno, abietadieno e dehidroabietol, além dos outros citados acima,
se destacaram na espécie H. suaveolens. Esta espécie apresenta varios relatos sobre sua constituicao
guimica a partir de oleos extraidos de planta inteira, partes aéreas, folhas, inflorescéncias, hastes e

frutos.

A grande variacao nas caracteristicas quimicas dos constituintes ativos dos 6leos tem sido notada
em varios estudos, principalmente, para a espécie H. suaveolens. Alguns autores demonstraram que
essas variacdes podem estar relacionadas a genética e tipos de clima e solo (Franco et a/, 2011a).
Portanto, os locais e época de colheita se fazem importantes (Noudjou ef a/., 2007; Tchoumbougang et
al., 2005) e a interacdo macronutrientes, fotoperiodo (Martins, ef a/,, 2006), as partes das plantas e a
fase de desenvolvimento da planta (antes e depois da floracdo) interferem no teor e qualidade dos

constituintes (Ngassoum et a/., 1999).

Botrel e colaboradores (2009) constataram que o teor e composicdo do 6leo essencial de
H.marrubioides variou para diferentes gendtipos e para partes da planta fresca (inflorescéncia, folhas e
caules). Ja Azevedo e colaboradores (2002) indicaram os fatores latitudes e altitudes como responsaveis
pela variabilidade dos fitoconstituintes dos oleos de H.suaveolens provenientes de 11 localidades da

regiao do cerrado brasileiro.

Situacdes em que ha diferencas importantes nos constituintes ativos de uma mesma populacao,

podem caracterizar casos de polimorfismo quimico (Azevedo et a/,, 2002; Franco et al.,, 2011a).
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CAPITULO 2 — COMPOSIGAO QUIMICA, ATIVIDADES FARMACOLOGICAS, TOXICIDADE E USO ALIMENTAR DE
Hyptis spp.: REVISAO SISTEMATICA

Tabela 2.3 - Fitoconstituintes quimicos majoritarios identificados em oleos esséncias de plantas do género H)pfis.

Monoterpenos oxigenados

Composto Espécie Parte Pais - Autor
4 mutabilis Planta inteira Coldémbia - Zapata et al., 2009; Brasil - Luz et a/, 1989
Folhas e hastes Brasil - Aguiar et a/, 2003
H. recurvata Folhas Peru - Leclercq et al., 2000
Folhas Brasil - Franco etal, 2011bea
H.fruticosa Flores Brasil - Franco etal, 2011lbea
Sementes Brasil - Franco et al., 2011b
H. carpinifolia Folhas Brasil - Sa et al,, 2016
o Brasil - Oliveira et al., 2014a; Brasil -Barbosa et a/., 2017; Brasil -
H.martiusii Folhas .
Araujo et al, 2003
H. crenata Folhas e ramos Brasil (Para) - Zoghbi et al., 2002
1,8<cineol H.spcicigera Flores Camardes -Noudjou et al,, 2007
Colombia -Tafurt-Garcia et al., 2015; Costa do Marfim (Jacqueville) -
Folhas Tonzibo et al., 2009; Nigéria -Eshilokun ef a/., 2005; Darwin
(Australia) - Peerzada, 1997; Venezuela -Tesh et al., 2015; California -
Ahmed ef al., 1994
H suaveolens Flores Coldémbia -Tafurt-Garcia et a/., 2015; Venezuela -Tesh etal, 2015
China -Xu et al., 2013; Brasil -Azevedo et a/.,, 2002; India -
Partes aéreas Mallavarapu et al,, 1993; Brasil -Oliveira et a/, 2005; india -Lohani et
al., 2011; Brasil -Campos et a/., 2002
Folhas e El Salvador (norte) - Grassi et al., 2005
inflorescéncias
H.mutabilis Planta inteira Colémbia - Zapata et a/, 2009
Folhas e El Salvador (sul) - Grassi et al., 2005
Fenchone H suaveolens inflorescéncias
’ Folhas Coldémbia -Tafurt-Garcia et a/, 2015; Venezuela -Tesh ef al, 2015
Flores Colémbia -Tafurt-Garcia ef a/, 2015, Venezuela -Tesh et a/, 2015
Fenchol Folhas e El Salvador (sul) - Grassi et al., 2005
H.suaveolens ) N
inflorescéncias
Cis-sabineno india - Rana et a/., 2004
; Galhos em
hidratado e trans- | H.suaveolens floracdo
sabino hidratado
Borneol H.crenata Folhas e ramos Brasil — Zoghbi ef al., 2002

Thymol 4 mutabilis Folhas Brasil (nordeste) - Luz et a/, 1989
Folhas e hastes Brasil (Amapa) - Aguiar et a/., 2003
) Folhas Coldmbia -Tafurt-Garcia et a/., 2015
Acetato de borny| H.dlata Flores Coldémbia -Tafurt-Garcia et a/., 2015
. dilata Folhas Colémbia -Tafurt-Garcia et al, 2015
Flores Coldémbia -Tafurt-Garcia et a/., 2015
Canfora H.martiusii Folhas Brasil — Barbosa et al., 2017
H.crenata Planta inteira Brasil — Scramin et a/., 2000
H. mutabilis Partes aéreas Argentina - Velasco-Negueruela et a/., 1995
H.suaveolens Folhas india - Joy et al,, 2008
Cisthujona H.marrubioides Folhas Brasil - Sales et a/,, 2009
Trans-thujona - Folhas (no Brasil - Botrel ef al,, 2010b
H.marrubioides
campo)
Folhas Benin - Kossouoh et a/.,, 2010; Nigéria -Eshilokun ef a/., 2005; EUA -
Ahmed ef a/., 1994; Nigéria — Asekun e Ekundayo, 2000
Terpinen-4-ol H. suaveolens Frutos Benin - Kossouoh et a/., 2010
Galhos em india - Rana et al., 2004
floracao
Eucaliptol H.suaveolens Folhas Brasil — Moreira et a/, 2010a
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CAPITULO 2 — COMPOSIGAO QUIMICA, ATIVIDADES FARMACOLOGICAS, TOXICIDADE E USO ALIMENTAR DE
Hyptis spp.: REVISAO SISTEMATICA

Tabela 2.3 - Fitoconstituintes quimicos majoritarios identificados em plantas do género Hyptis (continuacéo)

Monoterpenos hidrocarbonados

Composto Espécie Parte Pais - Autor
Folhas Brasil - Botrel et al, 2010a
Flor (gendtipo Brasil - Botrel et al.,, 2009
o-thujona H.marrubioides roxo)
Folha (gendtipo Brasil - Botrel et a/,, 2009
roxo)
Folhas Brasil - Botrel ef a/,, 2010a
[-thujona H.marrubioides Flor (gendtipo Brasil - Botrel ef al., 2009
roxo)
Planta inteira Mali - Sidibé et a/., 2001
) Folhas Camardes - Tchoumbougnang et a/., 2005; Burkina Faso - Kini et a/.,
H.spcigera .
1993;
Inflorescéncias Burkina Faso - Kini et a/,, 1993; Camardes — Noudjou et a/., 2007
H futicosa Folhas Brasil — Franco et al, 2011 aeb;
Flores Brasil - Franco et al, 2011 a e b;
o-pineno 4 crenata Folhas e ramos Brasil (Pard) - Zoghbi et al., 2002
Planta inteira Brasil — Scramin et a/., 2000
H. martiusii Inflorescéncias Brasil - Araujo et a/., 2003
H. emoryi Inflorescéncia EUA - Tucker et al., 2005
H.mutabilis Planta Inteira Brasil (Mato Grosso) — Luz et a/., 1989
H. passerina Flores Brasil — Zellner et al., 2009
H.suaveolens Folhas Nigéria — Eshilokun et a/,, 2005; EUA — Ahmed et a/, 1994
Planta inteira Mali - Sidibé et a/., 2001
- Folhas Camardes - Tchoumbougnang et a/., 2005; Burkina Faso - Conti ef
H.spicigera
al, 2011
Inflorescéncias Camardes — Noudjou et a/., 2007
H. lanceolata Folhas Camardes - Tchoumbougnang et a/., 2005
H Futicosa Folhas Brasil — Franco etal, 2011 aeb;
Flores Brasil - Franco et al, 2011 a e b;
H.carpinifolia Folhas Brasil - Sa et al., 2016
4 crenata Folhas e ramos Brasil (Para) - Zoghbi et a/,, 2002
B-pineno Planta inteira Brasil — Scramin et a/., 2000
H.conferta Partes aéreas Brasil - Ferreira et al., 2005
var.angustata
H.pectinata Folhas !Brasil - Nascimento et a/., 2008
India — Pietschmann et a/., 1998
H.mutabilis Planta inteira Brasil (Mato Grosso) — Luz et a/., 1989
Folhas Nigéria — Eshilokun et a/., 2005; Burkina Faso - Conti et a/., 2011,
Brasil — Moreira et al., 2010a; EUA — Ahmed et a/., 1994; Camardes
H.suaveolens — Ngassoum et al,, 1999; Nigéria — Asekun e Ekundayo, 2000
Flores Camardes — Ngassoum et a/,, 1999
Partes aéreas india - Pant et a/, 1992
H.spicigera Folhas Camardes - Tchoumbougnang et a/., 2005; Burkina Faso - Conti ef
al, 2011
H. crenata Folhas e ramos Brasil (Pard) - Zoghbi et al., 2002
H.martiusif Folhas Brasil — Barbosa et al,, 2017
H.emoryi Inflorescéncias EUA - Tucker et al., 2005
Folhas Colémbia -Tafurt-Garcia ef a/., 2015; Burkina Faso - Conti ef a.,
Limoneno 2011; EUA - Ahmed et al., 1994; Camardes — Ngassoum ef al.,
1999;
Flores Colémbia -Tafurt-Garcia ef a/., 2015; Camardes — Ngassoum et al.,
H.suaveolens
1999;
Partes aéreas india - Pant et a/, 1992; Brasil - Oliveira et a/, 2005
Galhos de india - Rana et al, 2004
floracao
A3-careno H matiusii Folhas Brasil - Araljo et al,, 2003
Inflorescéncias Brasil — Aratjo et al., 2003
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CAPITULO 2 — COMPOSIGAO QUIMICA, ATIVIDADES FARMACOLOGICAS, TOXICIDADE E USO ALIMENTAR DE
Hyptis spp.: REVISAO SISTEMATICA

Tabela 2.3 - Fitoconstituintes quimicos majoritarios identificados em plantas do género Hyptis (continuacéo)

8-careno H.matiusii Folhas Brasil — Barbosa et al., 2017
H.matiusii Folhas Brasil — Oliveira et al., 2014a
5-3-careno H.mutabilis Folhas e hastes Brasil (Amapa) — Aguiar et al,, 2003
H dilata Folhas Colémbia -Tafurt-Garcia et a/, 2015
Flores Coldémbia -Tafurt-Garcia et a/., 2015
H.crenata Folhas e ramos Brasil (Tocantins) — Zoghbi et a/., 2002
H.mutabilis Folhas e hastes Brasil (Amapa)- Aguiar et al., 2003
Terpinoleno H.pectinata Folhas india — Pietschmann et a/, 1998
Folhas Nigéria — Eshilokun ef al., 2005; EUA — Ahmed et a/., 1994; Burkina
H.suaveolens .
Faso - Conti et al, 2011
Folhas e El Salvador — Grassi et a/., 2005
o-Terpinoleno H.suaveolens Inflorescéncias p
Galhos em India - Rana et al., 2004
floracao
(+)-3-careno H.suaveolens Folhas Brasil — Moreira ef al, 2010a
. Folhas e hastes Brasil (Amapa) — Aguiar et al, 2003
bcymeno H.mutabils Planta inteira Brasil (nordeste) — Luz ef a/,, 1989
Folhas Nigéria — Eshilokun et a/., 2005; Camarbes — Ngassoum et a/,, 1999
H.suaveolens -
Flores Camardes — Ngassoum et a/,, 1999
p-cymen-8-ol H.suaveolens Galhos de india - Rana et al., 2004
floracao
o-terpineno H.suaveolens Folhas Nigéria — Eshilokun ef a/., 2005;
YAerpineno H.mutabilis Folhas e hastes Brasil (Amapa) — Aguiar et al, 2003
H.suaveolens Folhas EUA - Ahmed et a/, 1994
H.mutabilis Planta inteira Brasil (Mato Grosso) — Luz et al, 1989
o-fellandrene H.suaveolens Folhas Coldmbia -Tafurt-Garcia ef a/, 2015; Nigéria — Ogunbinu ef a/,, 2009
Flores Colémbia -Tafurt-Garcia et a/, 2015
H.mutabilis Planta inteira Brasil (Mato Grosso) - Luz et al, 1989
[-fellandrene H.spicigera Flores Camardes - Noudjou et a/, 2007
H.suaveoelens Partes aéreas Brasil - Martins et al., 2007; Brasil - Martins et a/., 2006
- Folhas Burkina Faso - Kini ef a/, 1993; Burkina Faso — Conti el al., 2011
H.spicigera . - — - :
Inflorescéncias Burkina Faso - Kini ef al,, 1993; Camardes — Noudjou et a/., 2007;
H.mutabilis Folhas Coldémbia -Tafurt-Garcia et a/., 2015
H.pectinata Folhas india - Pietschmann et a/, 1998

Planta inteira

Mali — Sidibé et a/, 2001

Folhas

Burkina Faso - Conti ef a/., 2011; Camardes — Tchoumbougnang et
al., 2005; Brasil — Bezerra et al,, 2017; Costa do Marfim (M’batto) -
Tonzibo et al., 2009; Nigéria -Eshilokun et a/,, 2005; ; Califérnia -
Ahmed ef al., 1994; Camardes — Ngassoum et al., 1999; Nigéria -

Sabineno Asekun e Ekundayo, 2000
Hastes Costa do Marfim (M’batto) -Tonzibo et a/., 2009
H. suaveolens Partes aéreas Brasil -Azevedo et al,, 2002; Togo - Koba et al,, 2007; india - Pant et
al,, 1992; Brasil - Oliveira et a/,, 2005; india — Lohani et al,, 2011;
Brasil - Campos et a/,, 2002
Folhas e El Salvador (sul) - Grassi et al.,, 2005
inflorescéncias
Flores Camardes — Ngassoum et a/,, 1999
Galhos em india - Rana et al., 2004
floracéo
Myrcene H.suaveolens Folhas EUA - Ahmed et al,, 1994
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CAPITULO 2 — COMPOSIGAO QUIMICA, ATIVIDADES FARMACOLOGICAS, TOXICIDADE E USO ALIMENTAR DE
Hyptis spp.: REVISAO SISTEMATICA

Tabela 2.3 - Fitoconstituintes quimicos majoritarios identificados em plantas do género Hyptis (continuacéo)

Sesquiterpenos hidrocarbonados

Composto Espécie Parte Pais - Autor
Planta inteira Mali - Sidibé et a/., 2001
Folhas Camardes - Tchoumbougnang et a/., 2005; Burkina Faso - Conti ef
H.spicigera al., 2011; Burkina Faso - Kini et a/., 1993
Inflorescéncias/Fl | Camardes — Noudjou et a/., 2007; Burkina Faso - Kini et al., 1993;
ores Camardes — Noudjou et a/., 2007
Partes aéreas Togo — Koba et af,, 2007
H.fruticosa Folhas Brasil — Franco etal, 2011 aeb;
H.pectinata Folhas Brasil - Santos et al,, 2008; Brasil - Jesus et a/,, 2016; india -
Pietschmann et a/., 1998
H.carpinifolia Folhas Brasil — Sa et al., 2016
H.lanceolata Partes aéreas Togo — Koba et al., 2007
H.glomerata Folhas Brasil — Silva et a/., 2000
Hastes Brasil - Silva et a/., 2000
Planta inteira Brasil (Mato Grosso e nordeste) — Luz et a/., 1989
Partes aéreas Argentina - Bailac ef a/., 1999
(floracéo)
H.mutabilis Partes aéreas Argentina - Bailac ef a/., 1999
(floracao-
frutificacéo)
Folhas e hastes Brasil (Belém) — Aguiar et a/,, 2003
4 crenata Folhas e ramos Brasil (Tocantins e Para) - Zoghbi et a/,, 2002
Planta inteira Brasil — Scramin et a/., 2000
H.colombiana Partes aéreas Venezuela - Flores et al., 2014
H. velutina Partes aéreas Brasil — Batista ef a/, 2003
B- caryophyllene H.conferta Partes aéreas Brasil — Ferreira et al., 2005
var.angustata
H martiusi Folhas Brasil - Araljo ef a/, 2003
Inflorescéncias Brasil — Araujo et a/., 2003
Flores (gendtipo Brasil — Botrel et a/., 2009
branco)
H marrubloides Folhas (gendtipo Brasil — Botrel et a/., 2009
branco)
Folhas (do Brasil — Botrel et al., 2010b
campo)
H.floribunda Folhas Uruguai — Dellacassa et al., 1997
H. passerina Folhas Brasil — Zellner et al., 2009
H. passerina Flores Brasil — Zellner et a/, 2009

Partes aéreas

Togo - Koba et al,, 2007; india - Pant ef a/, 1992

Burkina Faso — Conti et al,, 2011; Benin - Kossouoh et al., 2010;
Camardes — Tchoumbougnang et a/., 2005; Brasil — Bezerra et al.,
2017; Costa do Marfim (M’batto, Jacqueville e Bouafle) — Tonzibo et

Folhas al., 2009; Nigéria — Eshilokun et a/., 2005; Darwin (Australia) -
Peerzada, 1997; EUA — Ahmed ef a/., 1994; Camardes — Ngassoum
H.suaveolens et al., 1999; Nigéria — Asekun e Ekundayo, 2000; Tanzania — Malele
et al., 2003; Nigéria — Ogunbinu ef a/., 2009
Frutos Benin - Kossouoh et al,, 2010
Planta inteira Mali - Sidibé et a/., 2001
Hastes Costa do Marfim (M'batto) — Tonzibo et a/., 2009
Galhos de india - Rana et a/., 2004
floracao
Germacrene H.suaveolens Folhas Brasil — Moreira et a/, 2010a
H martiusi Inflorescéncias Brasil - Araljo et a/, 2003
Germacrene B 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 Camardes - Tchoumbougnang et a/., 2005; Brasil — Jesus et al,, 2016
H.lanceolata Folhas Camardes - Tchoumbougnang et a/., 2005
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Tabela 2.3 - Fitoconstituintes quimicos majoritarios identificados em plantas do género Hyptis (continuacéo)

Partes aéreas

Togo — Koba et af., 2007

H.brevipes Folhas Bangladesh — Bhuiyan et a/,, 2010
Partes aéreas Argentina - Bailac ef a/., 1999
(floracéo)
H mutabilis Partes~aéreas Argentina - Bailac ef a/., 1999
(floracao-
frutificacéo)
Folhas Colémbia -Tafurt-Garcia et a/, 2015
H.brachiata Folhas Coldmbia -Tafurt-Garcia et a/., 2015
H.colombiana Partes aéreas Venezuela - Flores et al., 2014
H.conferta var. , Brasil — Ferreira et al., 2005
Partes aéreas
conferta
H.floribunda Folhas Uruguai - Dellacassa et al, 1997
Folhas Colémbia -Tafurt-Garcia et a/., 2015; Costa do Marfim (Bouafle) -
H.suaveolens Tonzibo et al, 2009; Venezuela — Tesh ef a/, 2015
Flores Coldmbia -Tafurt-Garcia et a/., 2015; Venezuela — Tesh ef a/,, 2015
Germacra-4(15), H.marrubioides Folhas Brasil — Botrel et a/., 2010b
5,10(14)-trien-1-
o-0l
H.floribunda Partes aéreas Argentina - Lopez ef a/., 2002
H.fruticosa Folhas Brasil - Franco efal, 2011 aeb
Partes aéreas Argentina - Bailac ef a/., 1999
(floracéo)
Partes aéreas Argentina - Bailac ef a/., 1999
H.mutabilis (floracéo e
frutificacéo)
Folhas Colémbia -Tafurt-Garcia et al, 2015
Bicyclogermacren Folhas e hastes Brasil (Belém) — Aguiar et a/,, 2003
e H. martiusii Folhas Brasil — Oliveira et a/., 2014a; Brasil - Araujo et a/., 2003
H.velutina Partes aéreas Brasil — Batista ef a/,, 2003
H.villosa Folhas Brasil - Silva et al,, 2013b
H. passerina Folhas Brasil — Zellner ef al, 2009
Folhas Benin - Kossouoh et al., 2010; Venezuela — Tesh et al., 2015;
Tanzania — Malele et a/, 2003
H.suaveolens Frutos Benin - Kossouoh et a/,, 2010
Partes aéreas Brasil — Azevedo et a/,, 2002; Brasil - Campos et al,, 2002
Flores Venezuela — Tesh et a/, 2015
H.floribunda Folhas Uruguai — Dellacassa et al,, 1997
o-copaene — >
H.marrubioides Folhas Brasil — Sales et a/., 2009
H.floribunda Partes aéreas Argentina - Lopez et a/,, 2002
y-cadinene Folhas Brasil — Silva et a/., 2000
H.glomerata Hastes Brasil - Silva et a/., 2000
Inflorescéncias Brasil — Silva et a/., 2000
&-cadinene H.floribunda Partes aéreas Argentina - Lopez ef a/., 2002
o-boubonene H.brevipes Inflorescéncias Bangladesh — Bhuiyan ef a/., 2010
o-selinene H.mutabilis Folhas Coldémbia -Tafurt-Garcia et a/., 2015
[-selinene H.mutabilis Folhas Colémbia -Tafurt-Garcia et al, 2015
o- bergamotene H.spicigera Partes aéreas Togo — Koba et al., 2007
H dilata Folhas Colémbia -Tafurt-Garcia et a/., 2015
Flores Colémbia -Tafurt-Garcia et a/, 2015
H.brachiata Folhas Coldémbia -Tafurt-Garcia et a/., 2015
E<caryophyllene H.marrubioides Folhas Brasil —Sales et a/., 2009
Folhas Coldémbia -Tafurt-Garcia et a/., 2015
H suaveolens Flores Coldémbia -Tafurt-Garcia et a/., 2015
Partes aéreas Brasil -Azevedo et a/., 2002; Brasil — Oliveira et a/., 2005; Brasil -
Campos et al., 2002
a-caryophyllene H.spicigera Partes aéreas Togo - Koba et al., 2007
chumulene H.brachiata Folhas Qolc“)mbia -Tafurt-Garcia et a/,, 2015
H.suaveolens Folhas India -Joy et a., 2008
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Tabela 2.3 - Fitoconstituintes quimicos majoritarios identificados em plantas do género Hyptis (continuacéo)

H.velutina Partes aéreas Brasil — Batista ef a/,, 2003
Flores (gendtipo Brasil — Botrel et a/., 2009
branco)
Y-muurolene 4 marrubicides Folhas (gendtipo Brasil - Botrel ef al., 2009
roxo)
Folhas (do Brasil — Botrel et al., 2010b
campo)
S5-muurolene H.marrubioides Folhas Brasil — Sales et a/., 2009
allo- H.suaveolens Folhas india -Joy et al, 2008
aromadendrene
H mutabilis Planta inteira Brasil (nordeste) — Luz ef al,, 1989
[-elemene Folhas Coldémbia -Tafurt-Garcia et a/, 2015; Tanzania — Malele ef a/,, 2003
H.lanceolata Partes aéreas Togo — Koba et al., 2007
candina-4,10(15)- | H.verticillata Partes aéreas Jamaica - Facey ef a/., 2005
dien-3-one
H. ovalifolia Folhas Brasil — Oliveira et a/., 2004
Y-elemene - -
H.suaveolens Folhas Brasil — Moreira et al., 2010a
y-cadine H. ovalifolia Folhas Brasil — Oliveira et al., 2004
Folhas Benin — Kossouoh et al.,, 2010; Nigéria — Eshilokun ef a/., 2005;
trans-o- H suaveolens Nigéria — Assekun et a/,, 2000; Tanzania — Malele et a/,, 2003.
bergamotene Frutos Benin - Kossouoh et a/., 2010
Planta inteira Mali - Sidibé et a/., 2001
Cis Folhas e hastes Camardes — Ngassoum et a/,, 1999
bergamotene H.suaveolens Flores Camardes — Ngassoum ef al,, 1999
Folhas Camardes — Ngassoum et a/,, 1999
Cis-calamene H.glomerata Hastes Brasil - Silva et a/., 2000
Trans- H.martiusii Folhas Brasil - Oliveira et al., 2004
caryophyllene
Trans-(3- H. suaveolens Folhas Brasil — Moreira ef al,, 2010a
caryophyllene
Sesquiterpenos oxigenados
Composto Espécie Parte Pais - Autor
Elemol H.floribunda Partes aéreas Argentina - Lopez et al., 2002
H.brevipes Inflorescéncias Bangladesh — Bhuiyan et a/,, 2010
Caryophyllene Folhas Bangladesh — Bhuiyan ef al,, 2010
H.pectinata Folhas Brasil — Nascimento et a/., 2008
H.suaveolens Partes aéreas China - Xu et al, 2013
H.brevipes Inflorescéncias Bangladesh - Bhuiyan et a/,, 2010
Folhas Bangladesh — Bhuiyan et a/,, 2010
Folhas Brasil - Nascimento et a/,, 2008; Brasil - Jesus ef a/., 2016; Brasil -
H.pectinata Santos et al., 2008

Partes aéreas

Togo - Koba et al., 2007

H. ovalifolia Folhas Brasil — Oliveira et a/., 2004
g;(rj);ophyllene H.martiusii Folhas Brasil — Oliveira et a/, 2014a
H.conferta Inflorescéncia Coldémbia -Tafurt-Garcia et a/., 2015
Folhas Benin — Kossouoh et a/., 2010; Nigéria — Ogunbinu et a/., 2009;
Frutos Benin — Kossouoh et a/., 2010
H.suaveolens Partes aéreas Brasil — Azevedo et a/, 2002; Cuba - Pino et a/, 2003
Galhos em india - Rana et al., 2004
floracao
Viridiflorol H. ovalifolia Folhas Brasil — Oliveira et al, 2004
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Tabela 2.3 - Fitoconstituintes quimicos majoritarios identificados em plantas do género Hyptis (continuacéo)

Spathulenol

Folhas Brasil - Franco efal,, 2011bea
H.fruticosa Flores Brasil - Franco etal, 2011b e a
Sementes Brasil - Franco et al, 2011b
H.villosa Folhas Brasil - Silva et al,, 2013b
H. passerin Folhas Brasil — Zellner et a/, 2009
Flores Brasil — Zellner et a/, 2009
Folhas Brasil - Bezerra et al., 2017; Tanzania — Malele et a/., 2003

Partes aéreas

Brasil — Azevedo et al., 2002; Brasil — Martins ef a/,, 2006; Brasil -
Martins et al., 2007; Brasil — Oliveira ef al., 2005; Brasil — Campos et

H.suaveolens 21, 2002
Galhos em india - Rana et al, 2004
floracéo
Eudesma-4(15),7- | H.marrubioides Folhas Brasil - Botrel ef al., 2010b
dien-1B-ol (greenhouse)
H.conferta Inflorescéncias Colémbia -Tafurt-Garcia ef a/, 2015
T-cadinol H.conferta var. Partes aéreas Brasil — Ferreira et al., 2005
conferta
H.glomerata Inflorescéncias Brasil - Silva et a/,, 2000
Globulol H.mutabilis Folhas e hastes Brasil (Amapa)- Aguiar et al,, 2003
H.suaveolens Partes aéreas Brasil — Martins et a/., 2006; Brasil — Martins et a/., 2007
Humulene H.pectinata Partes aéreas Togo- Koba et al., 2007
epoxide
(Z)-trans-o- . suaveolens Folhas Benin — Kossouoh et a/,, 2010
bergamotol ) Frutos Benin — Kossouoh et a/., 2010
Guaiol H.glomerata Folhas Brasil - Silva et al., 2000
Inflorescéncias Brasil - Silva et a/,, 2000
a-bisabolol H.conferta var. Partes aéreas Brasil - Ferreira et al., 2005
conferta
H.marrubioides Folhas Brasil — Botrel ef al., 2010b
a-cadinol (greenhouse)
H.suaveolens Partes aéreas Brasil — Martins et a/., 2006; Brasil — Martins et a/., 2007
B-epi-acorenol H.passerina Folhas Brasil — Zellner et a/, 2009
Flores Brasil — Zellner et a/,, 2009
Outros sesquiterpenos
Composto Espécie Parte Pais - Autor
Ledene/ H.emoryi Inflorescéncias EUA - Tucker et al., 2005
viridiflorene H.martiusii Inflorescéncias Brasil — Araujo et al., 2003
cismuurol-5-en- H.marrubioides Folhas Brasil — Botrel ef a/., 2010b
4a-ol
aromadendr- H.verticillata Partes aéreas Jamaica - Facey et al., 2005
1(10)-en-9-one
Trans-cadina-1(6), | H.carpinifolia Folhas Brasil - Sa et al., 2016
4-diene
Bergamotol H.suaveolens Folhas Camardes - Tchoumbougnang et a/, 2005
Palustrol H.dilata Folhas e flores Colémbia -Tafurt-Garcia et a/, 2015
H.suaveolens Hastes Costa do Marfim (M’'batto)- Tonzibo ef a/, 2009
epi-o-cadinol H.villosa Folhas Brasil - Silva et al., 2013b
Calamusenone H.pectinata Folhas Brasil — Santos et a/., 2008
Diterpenos
Composto Espécie Parte Pais - Autor
Hydrocarbon Il H suaveolens Folhas Costa do Marfim (M'batto)- Tonzibo et a/, 2009
Hastes Costa do Marfim (M’'batto)- Tonzibo ef a/, 2009
H. passerina Folhas Brasil — Zellner et a/, 2009
Abietatriene Flores Brasil — Zellner et al., 2009
H.suaveolens Galhos em India — Rana et al,, 2004
floracéo
Abietadiene H.suaveolens Galhos em india - Rana et al., 2004
floracao
Dehydroabietol H.suaveolens Partes aéreas Brasil — Martins et a/., 2006; Brasil — Martins et a/,, 2007
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Tabela 2.3 - Fitoconstituintes quimicos majoritarios identificados em plantas do género Hyptis (continuacéo)

Derivados de fenilpropano

Composto Espécie Parte Pais - Autor
p-eugene H.recurvata Folhas Peru — Leclercq et a/, 2000
Methyl eugenol H.brevipes Partes aéreas China -Xu et al, 2013
Outros constituintes
Composto Espécie Parte Pais - Autor
:glfs:?r/)l benzoate H.suaveolens Folhas Costa do Marfim (M’batto)- Tonzibo ef al,, 2009
Phthalamide H.brevipes Folhas Bangladesh - Bhuiyan et al,, 2010
doxime
1,5,5,8-
:Jit:tr)?ce;:ﬁgg.zl_.O] H.brevipes Folhas Bangladesh - Bhuiyan et a/, 2010
dodeca-3,7-diene
Butylated H.rhomboidea Partes aéreas China - Xu etal., 2013
hydroxytoluene
Palmitic acid H.rhomboidea Partes aéreas China - Xu et al., 2013
(&cido graxo)
3-allylguaiacol H.brevipes Partes aéreas China - Xu etal, 2013
Prenopsan-8-ol H.carpinifolia Folhas Brasil - Sa et al., 2016
6- H.suaveolens Folhas Benin — Kossouoh et a/., 2010
hydroxycarvotana
cetone
Partes aéreas Argentina - Bailac ef a/., 1999
(floracéo)
Curzerene H.mutabilis Partes aéreas Argentina — Bailac ef al., 1999
(floracéo-
frutificacdo)
(E)methyl H.mutabilis Folhas e hastes Peru — Aguiar et al., 2003
cinnamate
(Z)methyl H.mutabilis Folhas e hastes Peru — Aguiar et al,, 2003
cinnamate
Kessane H.villosa Folhas Brasil - Silva et al., 2013b
Myrcenone H.mutabilis Partes aéreas Argentina - Velasco-Negueruela et a/,, 1995
Cis- H.mutabilis Partes aéreas Argentina - Velasco-Negueruela et al., 1995
dihydrocarvone
Trans- H.mutabilis Partes aéreas Argentina - Velasco-Negueruela et al., 1995
dihydiocarvone
5-caranol H.suaveolens Folhas india - Joy et al,, 2008
Ermephilene H.suaveolens Folhas india - Joy et al, 2008
Cis-sabinol H.suaveolens Folhas india - Joy et al,, 2008

2.3.1.2 Atividades farmacolégicas

Por serem muito utilizadas na medicina tradicional em varios paises, as plantas desse género
despertam o interesse de grande nimero de pesquisadores por novas fontes de fitoconstituintes bioativos
com propriedades bioldgicas farmacologicamente interessantes. Estes passaram a testar as atividades
biolégicas da biomassa seca, de extratos, de dleos essenciais e de compostos isolados de extratos e

6leos de diferentes partes das plantas Hyptis.
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(cito, hepa, gastro e neuro) protegdo

acaricida
hipotensao associada a taquicardia

regeneragao hepatica
sedativa

antidepressiva
antiedematogénica
antinociceptiva
citotoxicidade
toxicidade
anti-inflamatdria
inseticida

repelente
antiproliferativa

antimicrobial
antioxidante
antidiabética
cicratizante
genotoxicidade
moluscicida
antisecretora
espasmoliticca
vasorelaxante
antiulcerogénica
anticonvulsante

Hyptis marrubioides
(6leo essencial)

N

Hyptis pectinata
(extrato) 2| 4 1| 1] 3] 2| 1
Hyptis pectinata
(compostos isodados de extrato) 1
Hyptis pectinata
(6leo essencial) 3 2 1| 2 1
Hyptis pectinata
(compostos isolados de 6leo 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
(6leo essencial) 14 2 7] 6] 2
Hyptis suaveolens
(6leo de semente) 1
Hyptis suaveolens (compostos
isolados de 6leo de semente) 1
Hyptis suaveolens
(compostos isodados) 1
Hyptis suaveolens
(biomassa vegetal) 2 3l 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.
(6leo essencial) 13 1| 3| 3| 2] 1] 9| 1] 2 4 1 2| 1
Hyptis spp.
(compostos isodados de dleo essencial) | 1 1 1 1
Hyptis spp.
(biomassa vegetal) 3

Tabela 2.4 - Principais atividades bioldgicas do género Hyptis. Os nimeros indicam a quantidade de trabalhos publicados
por atividade bioldgica.

Inumeras atividades biologicas foram comprovadas cientificamente, como atividade
antibacteriana (Goly ef a/., 2015; Salini et al., 2015; Flores et al., 2014; Tesch et al, 2015; Bachheti et
al, 2015; Kerdudo ef a/, 2016; Andrade ef al., 2017b; De Figueirédo et al, 2018), antifungica

(Khonkarn et al., 2015; Bachheti ef al,, 2015; Malele et a/, 2003; Falcao et al., 2016; Kerdudo et a/.,
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2016; Begum et al,, 2016a, 2016b; Simdes ef a/, 2017; Muthamil et a/, 2018;), anti-inflamatoria
(Andrade et a/., 2010; Raymundo et a/,, 2011; Miranda et a/., 2013; Bayala et a/., 2014; Dos Anjos et
al., 2017;), citotoxica (Barbosa ef al, 2012; Hamada et a/., 2012; Santos et al., 2013; Deepika et a/.,
2013; De Figueirédo et a/., 2018), genotoxica (Cavalcanti ef a/., 2008; Sumitha e Thoppil et a/., 2016),
neuroprotetora (Ghaffari ef a/., 2014), gastroprotetora (Diniz et a/., 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 a/., 2009). Além disso, muitas espécies sao usadas
contra pragas de produtos armazenados e contra mosquitos caracterizando uma atividade inseticida
e/ou repelente (Abagli ef al,, 2012; Benelli et al,, 2012; Vongsombath et a/., 2012; Conti et a/., 2012;
Sakr et al,, 2013; Jaya et al,, 2014; Pavunraj et al., 2014; Sakr e Roshdy, 2015; Feitosa-Alcantara et al.,
2017; Elumalai etal.,, 2017; Hari e Mathew, 2018). Informacdes sobre as atividades biologicas do género

Hyplis foram representadas na tabela 2.4.

Para a espécie H. suaveolens verificaram-se atividades bioldgicas em extratos, 6leo essencial
e compostos isolados. A atividade antimicrobiana foi a mais descrita para extratos, oleo essencial e
compostos isodados. Também, verificou-se atividade inseticida, repelente, antioxidante, antidiabética,

antinociceptiva, cicratizante, citotoxicidade, genotoxicidade e antimoluscida.

Ja H.pectinata apresentou extratos com atividades de regeneracao hepatica, antinociceptiva,
citotoxicidade, antidepressiva, antiedematogénico, antitumoral e toxicidade; odleo essencial com
atividades anti-inflamatéria, inseticida e repelente, e compostos isolados com atividade antioxidante. As
atividades antimicrobianas aparecem em extratos, oleos e compostos isolados. No caso de H.
marrubioides dois artigos sobre atividades bioldgicas foram incluidos nesta revisao. Estes versam sobre

a atividade antimicrobiana do o6leo essencial.

2.3.1.2.1 Atividade antimicrobiana

Nos ultimos anos, patologias associadas a microorganismos, como as bactérias, os fungos,
0s virus e 0s protozoarios tém se tornado cada vez mais frequentes ocasionando graves prejuizos a salde
humana e a consequente demanda por agentes antimicrobianos. As plantas destacaram-se como uma

alternativa natural pela presenca de muitos fitoconstituintes com acdo medicinal que poderiam gerar
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menores efeitos colaterais e maior eficacia que os medicamentos sintéticos atualmente utilizados no

mercado (Nantitanon ef a/, 2007; Begum et a/., 2016b).

O conteudo e o tipo de compostos fendlicos encontrados nos 6leos essenciais e extratos de varias
espécies do género Hyplis estao entre os fatores determinantes da sua atividade antimicrobiana (Tafurt-
Garcia ef al,, 2015). As espécies deste género possuem, atividade antifungica (Khonkarn ef a/., 2015;
Bachheti ef al,, 2015; Malele et a/, 2003; Falcdo et al,, 2016; Kerdudo et al., 2016; Simoes et al., 2017;
Muthamil et a/, 2018;), antiviral (Matsuse et a/, 1999; Kothandan e Swaminathan, 2014) ,
antibacteriana (Goly ef a/., 2015; Salini et al., 2015; Flores et al., 2014; Tesch et a/., 2015; Bachheti ef
al., 2015; Kerdudo et al,, 2016; Andrade et al., 2017b; De Figueirédo et al., 2018), e antiprotozoa (De
Queiroz et al., 2014; Falcao et a/., 2013; Chukwujekwu ef a/, 2005; Oliveira et al., 2017; Cunha et a/,
2017).

2.3.1.2.1.1 Extratos vegetais

Os extratos etanolico, hexano, metanol, aquoso e éter de petroleo, preparados,
principalmente, com folhas, foram os mais utilizados para extracdo de compostos antimicrobianos (tabela
2.5). Também ha trabalhos evolvendo extratos de acetato de etila, diclorometano e cloreto de metila. Os

estudos com H. martiusii foram 0s que mais envolveram o extrato etandlico.

As bactérias e fungos foram os microorganismos mais aplicados nos testes. Ha contudo
trabalhos com protozoarios e, inclusive, com virus importantes na area da saude humana como HIV e
Chikungunya. Hyptis suaveolens sobressaiu-se pelo maior numero de trabalhos para atividade
antimicrobiana. Além disso, apresentou atividades antibacteriana, antifingica, antiviral e antiplasmodial

comprovadas.

2.3.1.2.1.2 Oleo essencial

Os odleos essenciais de plantas Hypfis spp. mostraram atividade antimicrobiana contra uma
ampla gama de microorganismos, sobressaindo-se bactérias e fungos resistentes a antibiéticos e
antifungicos, respectivamente (tabela 2.6). Folhas, flores, sementes e partes aéreas foram utilizadas para
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extracao do o6leo. Entre as espécies ativas destaca-se Hyplis 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 infeccdes do trato
gastrointestinal e doencas da pele, estdo evidenciadas na maioria dos estudos. Além delas, também, ha
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 contaminacao e/ou
deteriorizacdo alimentar e Candidas spp. que causam doencas no homem. Os Aspergillus niger,
Aspergillus fumigatus e Aspergillus flavus sao preocupantes por serem responsaveis por deterioracao de
alimentos apds colheita e pela producéo de aflatoxinas de natureza hepatocarcinogénica, teratogénica,
mutagénica e imunossupressora (Jaya et al., 2011). Ja a Candida albicans e Candida tropicalis sao
fungos oportunistas presentes na microbiota normal das mucosas, no trato respiratério, gastrointestinal
e no trato genital feminino capazes de gerar as infeccdes denominadas candidiase (Deepa ef a/,, 2014;
Sardi et al., 2013). Outros fungos relatados foram 7richophyton 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 avaliacdo de infecgdes em peixes pelo

parasita /chthyophthirius multifiliis (ich).

2.3.1.2.2 Atividade antioxidante

Os extratos metandlicos e etandlicos foram os compostos mais explorados para atividade
antioxidante em diferentes espécies de Hyptis (Tabela 2.7). Todavia, ha estudos com 6leos essenciais e
compostos isolados. Entre as partes da planta utilizada, as folhas foram a grande maioria. O ensaio /n
vitro com avaliacdo quanto a capacidade de inibir a reducdo do radical livre DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazila) foi realizado para quase todos os estudos. Também ha registros de ensaios /17 vifro ABTS

[sal de ambnio do &cido 2,2'-azinobis(3-etilbenzenotiazolinab-sulfonico), FRAP (poder de reducédo do ion
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ferro), ORAC (Capacidade de Absorvancia do Radical Oxigénio) , anion superoxido, TBARS (Substanicas
Reativas ao Acido Tiobarbiturico), NO (dxido nitrico), OH (radicais hidroxila), radicais de peroxido de

hidrogénio.

Hyptis suaveolens é a planta mais relatada para a propriedade antioxidante pelo método DPPH
havendo pesquisas com 6leo essencial e extratos metanolicos, de acetato de etila, de n-hexano e de
acetona extraidos de folhas ou partes aéreas da planta. Outras metodologias antioxidandes usadas foram
superdxido, perdxido de hidrogénio, FRAP, TBARS. O ¢leo essencial de Hyptis pectinatatambém, mostrou
sua capacidade de reduzir os radicais livres e ter grande capacidade antioxidante nos testes ORAC,
superdxido, peroxido de hidrogénio, radical hidroxila, éxido nitrico. Isso porque em seu 6leo encontra-se
0 composto calamusenona capaz de eliminar os radicais peroxila, extinguir os radicais hidroxila e os

anions superoxidos e reduzir a formacao de radicais de déxido nitrico (Serafini et a/., 2017).

2.3.1.2.3 Atividade antinociceptiva, anticonvulsivante e sedativa

A nocicepcao ¢ um mecanismo pelo qual os estimulos periféricos sdo transmitidos ao sistema
nervoso central e percebidos como dor pelo organismo (Dubin e Patapoutian, 2010; Garland, 2012). A
dor, apesar de desagradavel, € um sinal caracteristico dos mecanismos normais de protecao do
organismo contra o dano tecidual (Klaumann ef a/, 2008). Contudo, muitas das vezes, a dor precisa ser
aliviada por substancias com acao antinociceptiva e, portanto, capazes de anular ou reduzir a percepcao
e transmissao de estimulos que causam a dor (Klaumann et a/, 2008). Conforme alguns estudos essas
substancias analgésicas estao sendo encontradas em plantas que podem se tornar grandes aliadas na
medicina (Siqueira-Lima et a/, 2014; Quintans ef a/, 2014). A espécie Hyptis pectinata ¢ a mais
estudada para propriedades antinociceptivas (Tabela 2.8). Seus 6leos essenciais e extratos (aquosos, de
acetato de etila, de cloroférmio, de hexano e hidroetanolico), extraidos de folhas e partes aéreas, tém
sido aplicados em camundongos em ensaios de contorcdes induzidas, formalina e placa quente com
bons resultados. Além dela, Hyplis fruticosa, Hyptis spicigera e Hyptis suaveolens também tiveram acao

antinoceptiva relatada.

Quanto a atividade sedativa e anticonvulsivante, apenas Hypfis spicigera foi avaliada. Hyptis

spicigera protegia 100 e 87,5% de camundongos contra convulsdes induzidas por estricnina e pentileno-
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tetrazol, respectivamente, a uma dose de 160 mg/kg. Seu extrato aquoso aumentou consideravelmente

a duracao total do sono em camundongos induzida por diazepam.

2.3.1.2.4 Atividade citotoxica, genotoxica e antiproliferativa

Ha registros de ensaios de citotoxicidade para extratos, 6leos essenciais e compostos isolados
de Hyptis quanto a capacidade em promover alteracdes metabdlicas em diversas linhagens celulares,

culminando ou ndo em morte celular em ensaios /n vifro e in vivo (Tabela 2.9).

Alguns ensaios citotoxicos tentavam descobrir se a planta utilizada na medicina tradicional
apresentava toxicidade a saude humana. Neste caso, buscava-se uma citotoxicidade negativa. O extrato
etanolico de H. martiusii demonstrou nivel moderado de toxicidade /n7 wifro contra células macrofagas
J774 e foi considerado uma alternativa promissora para substituicao de medicamentos usados no
tratamento da doenca de Chagas, considerados muito toxicos (Santos ef a/., 2013). Em outro estudo,
oleo essencial de H. mutabilis mostrou atividade nao citotoxica para a linhagem celular Vero (Zapata et

al., 2009) sendo também, promissor como medicamento contra Aspergillus fumigatus.

Outros ensaios citotdxicos visavam a determinacao da atividade antitumoral com resultados de
citotoxicidade positiva. Bons resultados foram observados para H.martiusii em células B16 (pele
murina), HCT-8 (célon humano), MCF-7 (mama humana), CEM, macrofagos J774 e fibroblastos de
mamiferos ATCC CCL-1; para H.verticillata em células HT29 (carcinoma do célon), célula KB (carcinoma
epidermoide), células leucémicas T adultas e outras células cancerigenas e H. /ncana em neuroblastoma
humano IMR-32, LA-N-1 e SK-N-SH. Compostos isolados de H.suaveolens produziram potentes efeitos

sobre as células cancerigenas MCF-7

Um estudo bastante interessante foi feito com o extrato hidroetanolico de H. pectinata em testes
/n vitro contra linhagens de células tumorais humanas e /17 vivo utilizando sarcoma 180 em camundongos
(Barbosa et al., 2012). No ensaio /n vitro apresentou citotoxicidade moderada (62%) contra células HCT-
8 e no ensaio /1 vivo inibiu o sarcoma 180 em 70,5%. Dessa forma, esta espécie apresentou eficiente
atividade contra o cancer nos ensaios /n vivo e in vitro comprovando o potencial de plantas medicinais

como antitumorais.

Outros ensaios fizeram uso do ensaio /7 vivo para determinacao da toxicidade e, em caso

positivo, partem para um ensaio /7 vitro para testar atividades citotoxicas para células tumorais.
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Resultados de citotoxicidade significativa contra o crustaceo Artemia salina, onde o 6leo essencial foi
duas vezes maior que o extrato metanolico, foi relatado por Rebelo e colaboradores (2009). A toxicidade
para este crustaceo tem demonstrado uma boa correlacdo com a atividade citotéxica contra tumores
humanos (McLaughlin ef a/., 1991) e contra o 7Trypanosoma cruzi (Alves et al. 2000; Zani et al. 1995),

protozoario causador da doenca de Chagas (Amarante ef a/., 2011).

Sobre os potenciais riscos genéticos (genotoxicidade) dos compostos presentes nas plantas
Hyptis spp. ha poucos estudos. Dois deles retratam testes com células do pulmao de hamster chinés e
células da cebola (Allium cepa) tratadas com tansinonas de H.martiusiie extrato aquoso de H.suaveolens,
respectivamente (Cavalcanti ef a/, 2008; Sumitha e Thoppil., 2016). Ambos tiveram atividade

genotodxica.

Ja a atividade antiproliferativa com a interferéncia 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 inducao da apoptose.

2.3.1.2.5 Atividade de regeneracao hepatica, gastroprotetora, hepatoprotetora,

citoprotetora, neuroprotetora, cicatrizante, antiulcerogénica

Atualmente, as condicdes patologicas que acometem o sistema digestivo e glandulas anexas a
ele tem provocado grandes transtornos a saude humana. Desta forma, ndo é de se admirar a existéncia
de trabalhos com espécies do género Hyptis frente a atividade gastroprotetora, hepatoprotetora,

regeneracdo hepatica, cicratrizante e antisecretora (Tabela 2.10).

Os ensaios de gastroprotecdo sdo relevantes para determinar se os extratos podem contribuir
para melhoria no tratamento de lesbes de mucosa gastrica, incluindo, as ulceras. Ha trabalhos com 6leo
essenciais, extratos e compostos isolados para Hypfis ssp. extraidos, principalmente, de partes aéreas e
avaliados em ensaios /7 vivo (roedores) com inducado de Ulcera gastrica. H. crenata, H. martiusi, H.

mutabilis, H. spcigerae H.suaveolens foram as espécies mais utilizadas neste modelo.

Em casos de lesdes em tecidos de 6rgaos como do figado, o organismo tende a reparar os danos
por meio da regeneracdo e/ou cicatrizacdo. Na regeneracdo hepatica partes dos tecidos danificados séo

reparados completamente pelo crescimento de novas células (Krafts, 2010). J& na cicatrizacao os tecidos
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danificados ou nao regeneraveis sao reparados pela deposicao de tecido conjuntivo (Krafts, 2010). Para
analisar se os extratos promovem a cicratizacdo ou desempenham algum efeito gastroprotetor contra a
lesdo hepatica induzida, alguns testes foram realizados para as duas atividades. A capacidade de
regeneracao hepatica foi confirmada em extratos aquosos de folhas de H. pectinata e H. fruticosa

enquanto que o efeito cicatrizante foi atestado no extrato etanolico e éter de petroleo de H.suaveolens.

O composto sideritoflavona isolado de H. verticillata exibiu atividade antisecretora ao inibir a
secrecao de acido cloridrico em célon dital isolado de coelho podendo ser usado no tratamento de dor
estomacal (Kuhnt ef a/, 1995). Hypflis suaveolens apresentou estudos quanto a hepatoprotecao,
citoprotecédo e neuroprotecao despertando a atencao para o potencial protetor de seus extratos contra

efeitos toxicos de radicais livres e outras substancias resultantes de stress oxidativo.

2.3.1.2.6 Atividade inseticida, repelente e acaricida

Os problemas ocasionados por insetos podem envolver ameacas a saude publica. Primeiro, por
serem vetores de doencas como a dengue que acomete milhares de pessoas em varias regides tropicais
do mundo (Conti ef a/, 2012). Segundo, por serem responsaveis por graves perdas econdmicas ao
acometerem graos de cereais ou farinha durante o armazenamento com danos a qualidade, quantidade,
valor comercial e agrondmico do produto (Kouninki et a/., 2005) . O uso de produtos naturais como
repelentes ou pesticidas para controle desses insetos, considerados pragas, foram estudados para

espécies do género Hyptis com bons resultados.

Quanto & atividade inseticida a india é o pais com maior nimero de estudos para a espécie H.
suaveolens, seguida da Nigéria. Outros paises como Brasil (H. martiusii, H. pectinata e H. fruticosa) ,
Burkina Faso (H. spicigera), Equador (H. brevipes), Jamaica (H. verticillata), Quénia (H. spicigera),
Camaroes (H.spicigera e H. suaveolens), México (H. suaveolens), Nepal(H. suaveolens) e Italia (H.

suaveolens) também fizeram importantes contribuicdes sobre essa atividade.

Hyptis suaveolens destaca-se como um inseticida promissor contra diferentes tipos de insetos.
Seu o6leo essencial exibiu forte atividade contra Callosobruchus maculatus, possivelmente, devido a
presenca de 1,8 cineol (llboudo et a/., 2010; Tripathi e Upadhyay, 2009), 7ribolium 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). Ja o extrato metanolico 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 petréleo demonstrou ser ativo contra larvas
de Aedes Aegypti e Culex quinquetasciatus (Hari e Mathew, 2018) e o extrato hexano, cloroférmio e
acetato de etila foram excelentes no controle do Culex quinquefasciatus (Kovendan et al., 2012). Este
ultimo também, exibiu potencial antifeedants e inseticida contra os lepidépteros Helicoverpa
armigera, Spodoptera litura, Earias viftella e Leucinodes orbonalis. Outro trabalho interessante e atual foi
realizado com nanoparticulas de prata sintetizada a partir de extrato aquoso de H. suaveolens com indice
de mortalidade de 100% a 10 mg/L contra Aedes aegypti, Anopheles stephensi e Culex quinquefasciatu
(Elumalai et al.,, 2017).

O dleo essencial de H. pectinata demonstrou potencial inseticida contra Aedes aegypti e a
presenca do composto éxido de cariofileno pode ter tido participacao neste efeito (Silva ef al,, 2008).
Também foi eficiente no controle de formigas cortadeiras Acromyrmex balzani Emery e Atta sexdens
rubropilosa Forel (Feitosa-Alcantara et al., 2017). Ja o o6leo essencial de H. martiusii possui efeito
inseticida pronunciado contra larvas Aedes aegyptie Bemisia argentifolii (praga da mosca-branca) e Culex
quinquetasciatus (Araujo et al., 2003; Costa et a/., 2005). Outros ensaios com espécies Hyptis ssp.

podem ser observados na tabela 2.11.

Quanto a atividade de repeléncia, praticamente, quase todos os estudos envolvem 6leo essencial
de H. suaveolens com resultados positivos para representantes do género Armigeres, Culex e Aedes
(Vongsombath et al., 2012; Conti et al., 2012) além das espécies Anopheles gambiae (Abagli et al. 2012),
Sitophilus granarius (Conti ef al. 2011; Benelli et al. 2012), Amblygomma cajennense (Soares et al.,

2010). O dleo essencial de H. mutabilis também foi capaz de repelir mosquitos Aedes aegypti.

Para a atividade acaricida identificamos estudos com 6leo essencial e o composto isolado cadina-
4,10(15)-dien-3-one pertencentes a espécie H. verficillata e direcionados contra as fémeas adultas
ingurgitadas de Boophilus microplus. Os estudos revelaram atividade de quimiosterilizacao contra este

carrapato bovino de relevante importancia econémica.
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2.3.1.2.7 Atividade Anti-inflamatoria, antiedematogénica e vasorelaxante

A atividade farmacoldgica de extratos, 6leo essencial e compostos isolados de Hyptis spp. foram
investigados visando identificar suas potencialidades anti-inflamatorias, antiedematogénicas e

vasorelaxantes (Tabela 2.12) .

O extrato cloroférmico de H. albida mostrou-se um potente inibidor da liberacao de mediadores
inflamatorios de macrofagos em camundongos e suprimiu a sobre-expressao de genes relevantes
(Miranda et a/., 2013). O composto acido rosmarinico proveniente de H. verticillata, foi analisado por
meio do modelo da membrana coério-alantoide de ovo embrionado de galinha (HET-CAM) e apresentou
efeitos estabilizadores significativos nos capilares (Kuhnt et a/.,1995). Ja o suaveolol e o suaveolato de
metilo isolados de H. suaveoelens mostraram quase a mesma atividade anti-inflamatéria topica
dependente da dose (apenas duas a trés vezes inferior) que o farmaco de referéncia indometacina
(Grassi et al., 2006). O dleo essencial de H.pectinatainibiu o processo inflamatorio em roedores, induzido
pela injecdo subcutdnea de carragenina, reduzindo a migracao celular, o volume de exsudato, a
concentracdo de proteinas e os mediadores inflamatérios (6xido nitrico, prostaglandina E2, IL-6 e TNF-
a) produzidos na bolsa (Raymundo ef a/. 2011). Ja os extratos etandlicos de H. umbrosa mostraram

potencial na reducao da disseminacao dos processos inflamatdrios.

A acao antiedematogénica foi registrada na espécie H. pectinata onde o extrato aquoso de suas
folhas foi usado para 0 edema de pata de rato induzido por carragenina e amostras de Malhada dos Bois
e Sao Francisco tiveram um forte efeito, reduzindo o edema em 19,6% e 15,4%, respectivamente
(Arrigoni-Blank et a/. 2005). Para a acado 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 a inibicdo do influxo de Caz em canais de Ca>

operados por voltagem.

2.3.1.2.8 Atividade antidiabética, antidepressora, moluscicida, espamolitica e hipotensao

associada a taquicardia

Conforme a literatura, H.suaveolens pode ser uma grande aliada na regulacéo dos niveis de

glicose no sangue. Prova disso € o estudo desenvolvido com o extrato etandlico aquoso de H.suaveolens
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gue resultou em uma reducao significativa na glicose do sangue de ratos diabéticos comprovando sua
significativa atividade antihiperglicémica (Mishra et 4/, 2011). Um outro estudo bem atual reforcou o
potencial desta espécie para atividade antidiabética ao utilizar o extrato etanolico aquoso de H.suaveolens
e suas fracdes para avaliacao da captacao de glicose pelo diafragma isolado de rato que foi significativa
e dependente da dose, sendo maxima para o extrato etanolico aquoso e sua fracao éter de petréleo
(Begum et a/., 2016a). Begum e colaboradores (2016a) ressaltaram que atividade antidiabética para

espécie H. suaveolens foi comparavel a insulina padrao.

Estudos sobre outras atividades bioldgicas foram desenvolvidos em menor numero e
estdo representados na tabela 2.13. Seriam a atividade antidepressiva (H. pectinata), a atividade
moluscicida (H. suaveolens), a atividade espasmolitica (4. macrostachys) e a atividade de hipotenséo

associada a taquicardia (H. fruticosa).

2.3.1.3 Toxicidade

As plantas medicinais vem sendo amplamente utilizadas em todo mundo para fins medicinais.
As espécies Hypiis nao sao diferentes, sendo utilizadas para tratamento de inimeras enfermidades e,
inclusive, para alimentacao. Todavia, é preciso atentar-se para a falta de informacao da populacao sobre
a fitoquimica, farmacologia e toxicologia destas plantas que podem resultar em problemas de intoxicacao
com comprometimento da saude humana (Suzery ef a/, 2017; Bezerra et al,, 2017). Neste sentido,
pesquisas que avaliem a toxicidade de extratos, oleos essenciais e compostos isolados se tornam

extremamente relevantes.

Testes toxicologicos foram desenvolvidos com algumas espécies de AHyptis e estdo descritos na
tabela 2.14. Extratos aquosos de folhas de H. fruticosa nao apresentaram toxicidade aguda nas doses
de 1, 3 e 5 g/kg quando administrados oralmente em camundongos (Silva ef a/., 2006), assim como o
seu 6leo 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 gastrica também foi considerado

seguro ao ndo causar nenhuma complicacao no figado de camundongos (Suzery et al., 2017).

O dleo essencial de partes aéreas de H. rhomboidea, H. brevipes e H. suaveolens mostraram

toxicidade significativa com bioensaios com camarao de salmoura (Xu ef a/, 2013). Bezerra e
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colaboradores (2017) confirmaram a toxicidade do 6leo essencial de H. suaveolens e a nao toxicidade

da infusao de suas folhas, ambos por bioensaios com Artemia salina e Drosophila melanogaster.

2.3.1.4 Utilizacao como alimento

A importancia econémica de plantas do género Hyptis é crescente com base em seu potencial
em fornecer 6leos essenciais, adequar-se a fins paisagisticos e valer-se ao uso culinario (Santos et a/,
2008). Para o uso culinario, destaca-se o uso de sementes da espécie H.suaveolens, de maneira muito
limitada, como fonte de alimento (Aguirre et al, 2012; Mueller et a/., 2016). Conforme Aguirre et al.,
2012, essas sementes podem ter potencial para uso na producao de alimentos de alta qualidade devido
as suas propriedades nutricionais com o bom suprimento de quase todos os aminoacidos essenciais
para os diferentes grupos etarios. Seus estudos constataram um teor de proteina 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).

Bojérquez-Velazquez e colaboradores (2016) se propuseram a avaliar as propriedades
bioquimicas e fisico-quimicas das globulinas que representam a principal fracdo proteica da semente de
H.suaveolens. Eles constataram que a globulina Hs11S é constituida por quatro diferentes tipos de
mondmeros, montados em varios graus oligoméricos e que seus resultados podem ser empregados na
industria para o desenvolvimento de alimentos convencionais ou novos baseados em proteinas de

H.suaveoelens (Bojorquez-Velazquez et al., 2016).

Gowda (1984), investigou o revestimento de polissacarideo transparente da semente da planta
H.suaveolens que, em presenca de agua, formava uma mucilagem. O fracionamento dessa mucilagem
culminou em um polissacarideo neutro composto de D- manose, D- galactose e D- glicose nas
razdes molares 1,0: 4,5: 7,5 e em um polissacarideo acido composto por de L-fucose, b-xilose e 4-Acido-
O-metil-D-glucurdnico nas razdes molares 1,0:2,5:1,1 (Gowda, 1984). Ja Mueller e colaboradores (2016)
utilizaram os isolados poli-e oligossacarideos das mucilagens de sementes desta espécie para
determinacdo do potencial prebiotico, investigando o impacto da separacao em fracdes acidas e neutras
e o efeito do tratamento enzimatico (Mueller ef a/,, 2016). A fracao neutra aumentou o crescimento de
varias cepas probidticas de forma moderada, mas significativa, podendo servir como uma nova fonte

prebidtica com efeito tardio, mas mais duradouro (Mueller et a/., 2016).
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https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/artemia-salina
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/drosophila

CAPITULO 2 — COMPOSICAO QUIMICA, ATIVIDADES FARMACOLOGICAS, TOXICIDADE E USO ALIMENTAR DE
Hyptis spp.: REVISAO SISTEMATICA

Ainda quanto a questao alimentar, outros estudos direcionaram-se para a capacidade de Hypfis
proteger produtos alimentares da infestacao de pragas que causam perdas irreparaveis. Fato que
acontece muito para produtos que apos colheita sdo armazenados e ficam sujeitos as condicdes
climaticas e ambientais favoraveis ao crescimento e proliferacao de diversas pragas de armazenamento,
tais como os fungos. Os fungos acarretam a deterioracao dos alimentos e, ainda, podem secretar
micotoxinas perigosas para a saude humana (Jaya et al.,, 2011). Jaya e colaboradores (2011) exploraram
a eficacia do 6leo essencial de H. suaveolens como agente antifungico e antiaflatoxigénico contra alguns
fungos de armazenamento e a cepa toxigénica de Aspergillus flavus. O bleo essencial reprimiu
completamente a sintese de aflatoxina B1 de maneira dependente da concentracdo e exibiu notavel
protecao (> 80%) as amostras de trigo armazenado contra a infestacao por fungos podendo, portanto,

ser recomendado como novo antiflngico e supressor da aflatoxina B1 (Jaya ef a/., 2011).
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Hyptis spp.: REVISAO SISTEMATICA

il B 8°£-GZT ap exie}
BU BPRAISSGO BLUIUIW BLIONGIUI 0BIRIUSIUOD BN LWOD (Seded g Sp |Bjo} Wn) wnigni "Jese BUO -Z-uelidy Z-0IpIY-Ip
uopydoal ® sepydoiSeiuew uoydoouy ‘wnesaAs wniodsosony ‘swes wniodsosoy | we oein|ip 8p opolew ojad SoNjolewisp -9'g-[ojusiday-1-(7)]-9-y) opejosi IIsedg - ($002) ejoyyeno
sojjojlewssp sodunj odienb eiuod spepiaile suoj weldigixe ojsodwod © 8 080 Q | osenb sp sedsd 0g BAJUOD 04M Lf OleSUT ea13unjiuy seyjo4 | ye e elsniQ SHAAL
* sopypsSejus  8p 0z
"0eIRAUBIUOD | B winigns uopydoyaiy op 0 ‘wnesdis
ejle Wa sjuswos sapydosseiusiy | eled OJUSWIISID 0P ORJIGIUI NONSOW ‘|BIDUSSSS | 3y ap T ‘s/wed wniodsoloyy sp sedsd
osjo O ‘Jw/S g7 e |eoussse os|o ojsd sopiqiul Welo} wruqns [ Sp SOpejos! sio | QT :SOyoleuusp sp sedsd 09 BAUOd IIselg - (£002) eijoyenc
‘Jwi /311 QOO TSP CgdeiUBIUOI BU SOPE)SE] SOGIELLIBP 09 8P %00T NIGIUI [e12ussss 08jo | SPepIIqieasns ap ajsa} dod o4 w olesu] eaisuNyIUY [Elausssa 038|Q seyjo4 /e 38 eznog spaf
‘seqjsowe se
sequie We openasqo 10044 uf oueyiseiediue ojiaje w “sexiad sassau ejeul apepiunuwl e
wesejuswine |ojngo|8 - (-) @ 30 @nb e2Ipul [0|Ngo|8 @ O WO Sopejel) SIBAepnes siewiue 'Sopel[eAR Weio) Wquue) sesjsowe
Ws BpEAI3sqo 350)003N8| B SBW ‘S3joiuod Ssoe sopeledwod welo) sopejes; sodnig | sewssw se sojsodxe ‘weenb epweyy
50 opuenb soaydedssul sodi3gjountul sossweled W senljedyIusIS sedusisyp sepejosisp | ‘opesiesd  aiSeq op  sodiBojounwi
LWieJo} OBl "SON29IN3| Bp osswnu o seuade nojuswine [ojngojs - (-) oe oedisodxe y 30 | @ so3jwnboig ‘s00|80j0eWWaY
e sojsodxs SISARpNEesS SIBWIUE W SJUSWeARRIYIUSIS Welejusne SoN203Nns| & SOU00S | sosaweled sou sousyg  “(Yo1) sHjynnw
‘ojuo01eWBY Bp SIBAU S0 ‘selp ¢ sody "sodlwinbolq @ sodiSgjoleway soasweled sopsd | snuiyiydoAyyd) eyseled ojsd sexisd wae j1seig- (£102) sigepnur
welels)je @ Yal Wod sopejosjul sexiad sp BIDUSAIARIGOS B Welejuswne [ojngojs-(-) @ 30 | seedasul sp oede| lesu3 eozojoidijuy seyjo4 /€ 3@ eyun) SHAAL
“ds.joonyy  eusigjijououl
winuesny  '8eIsKales  S8oALLoIBYIIES
‘BULIOOUOW! | OPUBZI|IIN sopezi|eal LwieJoy
wnuesn{ 8 eeismasso seafwoseyooes snb op SygeINw | 8p SO8|Q SOB [BAISUSS | o044 ur spepljigidaasns ep oedeulwuslep
siew 10} “ds s02npy sipiwispida sn22020jAYdels eAU0D ZBIYSUI 8550} 03|10 O BIOGIS | Wod soa1sunyue 58159 "0dod
‘sijigenw H ap [elUasse 09]p ojad OpIqiul 10} SeAsod-Wels) SeLgloR] Bp OlUBLLIOSAID | W 0esnyp ap opolgw ojad soajedsu eujuasly
O ‘Syqeqw snejosd 8p ClusWIdSeId op oediqiul ewnSje nojsow Ssew ‘sealeSsu | -weus 8 ‘enyisod-wels) elgloeg opuinioul eaidunjue - (5002) syigeynus
WeJ8 seuensioeq sedad se BAU0D ZedUaUl 10} Sy/qeInL /4 Sp OpIeJIX® [eloudssd 0910 ) | ‘SOLUSILURBI00IIILL OHO WO 041/ L/ Olesu] 9 eueLaRqIUY [e12u3s53 030 seyjo4 Je 38 eAlIO SHaA
D NENEIRERESY]
‘sosojuaiuely soSun) @ seunpans| eied
¥-8EN 1510 @ 1S¥ON3 oceiped seaiuds)
smesiwry Y |eyusiquwe | se opuinSes ‘ smeSuury snjSiedsy @ eIquio|e)
o3uny 0 BAUOD SYGEINL 4 BP 0B8]0 OP SPEPIAR BLIBASOWSP opnyse O “(jw /S 8'gps | smiey snjudiadsy ‘fesniy D ‘sisoysdeied - (6002) syigeinus
= WID) smesnuny ' Wod onje SjusLIepEIBpoW 10} 10 Sy/gew /4 8p ejueld ep 09|10 O | gpipue)  BIUOD oA 4 olesul eaiBunyuuy 19U8553 03|Q) seyjo4 Je 18 ejedey syaAy
‘esoulSiee seuoLopnasy
8//02 EIY1IBYIST 'SNBINE SNI2020/AYde]s
ap euelsloeq adijise eped ap S0JH|0IIW
001 #8p oedenooul ewn opuesn jIseig -
102 BIYIIBYIST ® BSOUSNISE SEUOLIOPNaS SelslIeq Se Biju0d wausdiw) 8 | opde|npow ep oedeljeAe 8p PULIO) OLUOD (8102) 7249 nsnipewr
euRIWEjUES SOJNQIqIUE SO WO CBIBIDOSSE WS 0s owsiSiauls ejuasalde |e1duassa 09|00 | NI) Bp oedezijyn wod oA i olesul eueLaRqRUY [e1ouass? 030 seyjo4 | opasensi4 aq spaAy

(oedenunuod) spafl 04augs op sejue|d ap [BIOUSSSS 090 Op BUBRIGOIDIWINUER BPEPIALY — 9°Z Blage]

59

Avaliagdo do potencial bioativo de plantas medicinais do género Hyptis

ins Rios

Mart

jaine

das do cerrado brasileiro. Re

oriun



CAPITULO 2 — COMPOSICAO QUIMICA, ATIVIDADES FARMACOLOGICAS, TOXICIDADE E USO ALIMENTAR DE

Hyptis spp.: REVISAO SISTEMATICA

"00IX0}0}} BJS OBU B BAS|SS 8pepIsoBUNy NojusssIde 03[0 O wnuekieqsp SHOAE ep S08|Q W0 eIpu| -
'd W03 SOpeIdBjUl SOj0S WS %[/ ‘98 © WimeLL/apiueyde Wniyify W0 OpeId3jul 0jos | Jaxe|y| ASUOJ,, “IeA 3}BWo) 3p SIJUAWSS (¥661) A2qng susjoanens
ou /g 'CQ 3. (WMLsNISe L0IISISd0IAT) S)RLUO) OP CJUSWIDSHOLWE SP BIUSOP € B|OJUCY | 8P CJUSWEle)} WOD oM u/ olesul eiBUNUY [e1ouasse 03] sey|o4 3 Aapued snafy

"|0ZeWo
3P [BI2USWI0D WD B SUSJ0ANLNS }{ AP 030 SUSJOANENS ‘I 3P 030 3P SI0SINWS0IIILL
ap @seq & SWIND |88 o anb op oe3iqiul 8P BaJR JOIBW 0D UEIG/E EPIPUE?) S SOPepNISe
SOMJOJeWISp SO SOpO} eiuod 3Jjusjod ealSunyiue spepiae noasaide [0ZeWLIO|D
W0 Sepedaiied sus/oaens 4/ ap 03|Q 8p S3I0S|NWLCIIIW 3p 3seq & SWIND 128 0

“Jege 8P 02SIp W2 0BSNYIP 8P OpoBL
0 opuesn wedgie epipue) o (Wnesals

wuodsoualyy  ‘wnignt  uopydoyor] eipugjie]
‘gfydoiseusLw uoydoyaiif ) ealge -(g102) 78 susjoanens
SOMOJeWISp  WOD oA U olesuj eaiBunnuy [B12U3553 03] sled ] wieyuoyy spafy

'508eJ0I8|258 SOSUN) S8}
S0P BPEPI|IGeIA & 104}S8P OBU Seul ‘02(BUny OJUBLLIISEII O liqIUl 8381ed 08|10 () W/IOYOI8)2S
s Jod epesned (‘bsed edeiojnea esisselg) [OYy-ouy OP SBIUIOP S NOJOIILIOD LIUBIZIEY
puuspoyaL/ esiuoSejue 08uny o WO 0RIBUIGLIOD WS 08|Q O WILOYOIS/IS EILGOIBYIS
ap soiodsodse ap Opdeullllad B SJUSLUBIRSEIP NIZNPad 03[0 O WOD OjdWeR) O

‘|e8unyijue oede

ep epeays e Jeyuswne eied wnuezey elpu| - (£661)
BLLIBPOY2I WIOD SUSjoaAens SRAE Bp anbipuey susjoanens
03]0 9p 0RIRUIGLIOD LOD O/ U/ OleSU3 eaiBunyuy [eouasse 03]Q sey|o4 3 ysuig spafy

“(lw/M gz e £9°9T 8p weieuen
INID SB) SIBNSUSS SOUSW Wels esouisnise 4 8 sypgns ‘g owod spuo ‘(w/ gz'g e
QG ‘T 9p WEIBLEA S||D SY) 03[0 OB SISAISUIS SIBW WRIS 02 'F @ Sne/ne 'S ‘ajuawesoling
‘ejuejd ep |ejoA 03] OB BPEPIIqISUss ap Neid wnSje WeleNSUOLLSp SeuelLaleq
sedsd Se Sepo| "SOLSILESIO SOAN0 WD opeleduiod I0UsLL 10} SLESInA SN8jos, enuod 03|0
op Jopiqiul [e1pusjod o snb 35-NOJYLISA ‘0SSIP WIBIY #02 7 84OS WOQ SUBWIBARISPISUOD

"1eSe Was oeshyip ap opojaw
ojad (esouiSniee seuouiopnasy ‘SLesiNA
snajoild 102 elyaley2s) -weid s (snaine

ole)® Wn 8 sAe/e S BAUOD OAJeduSis oynw  ouoNqul oyeye noussaide | smooodoMydels @ Syugns  Snjioeg) eipul - (8002) susjoanens
03[0 0 ‘|odlusjueio;? @ eupiweiusd ‘Jsqes e ‘oeped seSoup se wod oedesedwod w3 | + weld Sesiorq Wod oM W olesul eueuoRqRUY [212U8558 030 sey|o4 1€ 38 for SHAaAH
€984C J0LY

esouidnise 4 @ £ZASZ DLV shaine
'S 8p sepeud sedsd ‘(y-dw| / eys)
esouigniee ‘d) wsusdiwl 3 ew|pizeysd
e ssjuslsisal esouSruse Seuowopnasd

‘(Y-12|l Snaine “g) euIIDNBELL B S3)US)SIS3A
snaine sna2020jfydels weioy sepezijyn

“[e1ouUBSS® 080 N3S 0 BNb Op OAIJR SIeW 10} SLE/0sAens SRAAL 8p %0/ B [ouels ap | sedad sy "epinbj| oesuadsns @ JeSe wa wipep op
oleix® 0'(EG8/2 DOLY esousnise o ‘y-dw|/ya) esouisnise 4 '€26GZ DLV Snaune | selss] Wod slus]siSauIlnw seuelsloeq 1500 - (5102) susjosnens
S YR Smesne ) ssjusisisallnw seuelisloeq sadiljse eIjUOD spepinle eanedyiusis | susSeyull senp We ogm W olesul euelajoRgIUY S1eI9U3S53 S03|Q sey|o4 e je Aoy SpaAH
"OBJEDIS|NLUS € eied OpEnbape slew 1as eJaled gg Usam] O Bloguia
‘loo18 ous|idoid & opixoyns|ISWIP ‘0g UsdM] ‘07 USBM] SSJUBN|IP SO WelezZIn 85 opuenb
sugyi S eIJU0D OLIGYQIUl O)8e Joyjew O Weleuwliyuod sopiqoe sopep sQ “Hw3rpoz SueINW $122020)daks 8p |Iseig
8p seplousioeq @ SEUNIUl Sewujw S30dBNUBdUeD Wod ‘(G/T/Z @ 6¥POT) DILY | SusBeyull seuea wod oedin|ipoldiw 8 Jese - (8002) 7€ gleugosd
sadllse senp 8 sugiw ' 3p SOdIUJ|2 SOPE|oSI BAOU BJILIOD OLIOYGIUI O)3)3 [SARIBPISUOY | Wa oesnyip ap opojsLu ojad o4/ v/ olesul eueuseqIuy [e12U8558 030 sey|o4 | Je ojuswliosen Sy

"81ogdse ep no asop ep opuspuadsp
‘oojelsiSuny no epiISuny opesspisuod Jes spod ‘seinpans| 8p 0Sed ou ‘Ojueius ou
‘(+) weuy selslorq LU BPIDIGOIIL 0BIE BAISOLL [BIOUSSSS 08|10 () 'SBQIBAUSIUOD Seye
we songedau-luess Aqiul 8pod 05 33 “(+) WelD Seusioeq @ SeinNpana| BJjued Zedya siew 3

“(IN42) ewiujw epid1Sun) oe3LUSIUOD
3 (JNgD) eliujw epIdLIS}oRg 0BIRAUSILOD
‘(INND) BLIUjW epI21qo.LIW
ogdesuasuod  (N|D) PwiuW  eLeHqiul
ogdeluasuod ep oedeujwssiep  eded
einpans| 8p oeiped sedsd 8 () wein @ eolsunypue jiseagd - (8002) gjeunoed
(+) weun seusjoeq opuesn oM f olesul 8 eueus)oRqIUY [e12U8558 03])) seyjo4 /e 18 sojues spafy

(oedenunuod) spafr oseugd op sejue|d ap |eIOUBSSS 080 Op BURIGOJDIWIUER SPEPIANY — 9°Z elage

60

1S

Hypt

enero

icinais do gé
Mart

tivo de plantas medi

102

do potencial bi

iacao

Aval

Rios

Ins

iro. Rejaine

das do cerrado brasile

oriun



CAPITULO 2 — COMPOSICAO QUIMICA, ATIVIDADES FARMACOLOGICAS, TOXICIDADE E USO ALIMENTAR DE

Hyptis spp.: REVISAO SISTEMATICA

“suegige p ssneine G ' uewysig; 7 eied |w/Sw g'o ese ojuenbus
‘sifeardody "D 3 wnigjueld "7 ‘esouisnise 4 3 iydq s eled |w/3w GZ1°0 8p weloj (NID)
ogdigiul 8p Sewiujw seodenusduod sy (81 gz) |ozeuoan|4 ep 8j0uod oe [aAeledLiod
10} syeaidosy 9 enUOd BJUBWSS 3P 08|10 8P |W/Bw T 8p spepinjeclq Y ‘sepeiss} (%1
8 G'0) Sele Slew S8QIeUBIU0D WS BJUBLLOS SIBNSUBS WIS SITOYILYA OLGH| ® IBLXay

gyadiys oo eiyosyosy (%GZ1'0) 0BILAUSIUOD JoUSLL B SIBMBISNS WIRIO) Syeadoq (e21Sunyue
epipuey) 8 Wnielugld snyioeqojoe] ‘esouisnise SeuoLopnasy 1A eysuowyes seaduny “Op[e2 W2 0BAIN|IP Sp OPOI3W & 0JSIP 9 eueLIB)EqIUE) eipy| - (§102) susjoanens
9 seueLiajoeg sedsd ap ojusLIasas3 ok [edipnfaid 10y (jw/Bw gzZ1'0 € jw/Sw 1) 030 O | Sp oesSNYp 8p opojaw ojad oM w olesul eUEIGOIILIIUY 3jUBLIAS 3P 03|Q | BUBWRS | 72 E.;E.._umm spafy
‘e218uny spaied ap oedeisualdasp opunsdns ‘epidwolisiul Jejn|ad eINNASS 8
oedejuswsid ap epied ‘ewse|doyd ap ojuswezeA ‘0RIBIPIUOD BP OBJINUILIP OWOD 57248y
b we seaiSojopow ssodessyje Jesned ap zeded o} 03|90 o [w/H oz & 0T e ‘ossIp waly
‘selp 1 ap 0Suo| oe snamuseled g @ seSkuny i 9p [el[@dIW CJUILWIDSAID O SjusBNO}
niqiut jw/ji op 3 08 € 030 O “auawenddsal ‘jw/ 08 @ OF 3P 4D @ WID ewn ‘opje? I'selg - (0102) susfosnens
Jod epeziisjoried sryidiedsty-ue apepelidold 8jUBSSBIB]UI BLUN NOJBARS [BI2URSS® 08|0 O | Wwe oedinjposcew Jod ogm w olesul eaBunnuy |eloussse 08|Q Sey|oq | 7eJe edmiop spdiy
“lw/r oGy @ jw/ Qg aiue nouen enb eanzausy
(D) B BLIOYGILI OBIRUSIUOD BUIN WO WdA) gauouyes & seiuownsud 8jaisqaly 02s1p salol} - (g102) susjoanens
Y02 EryLISYIS7 BP CJUBLLINOALBSSP O WEIIGIUI (SBI0)) & SeY|o)) SIBIOUSSSE SOBJ0 SO SOqLUY | Wia oesSnyip ap opolsw ojad o/ uf olesu] eueLERAIUY |e1ouassa 030 | 3 Seyo4 Je J8 yosa] spaAy
BLRBIN
‘suedige epjpues 03un) 0 BJJUOD BAIJE O}NW [0 Wquie) 8 sealedsu Jese eaiBunynue - (6661) susjoanens
wess onenb @ seayisod-wels) seusioeq senp BAUOD BARERIYIUSIS BLONQIUL SPEPIAY | WS 0BSnyIp 8p opojsw ojad oupA w olesul 8 eueuspRqIUY |e1au8sss 8]0 seyjoq | e Je unyesy spafy
[Jw/8r 00T enb J0lew 85505 || O WouydoLy//{ 8p SO}JoJB0JUS LU BIIU0D SOpe)Ss} opuenb
‘eloquis ‘sope}ss} so8un) SO @ SEINPBAS| SB BJILOD SPEpIALE ewnS|e Noijsow wegquie}
09|09 O "e2)des-jue owod Opesn No s722020ydels Jod SeQlosjuUl Bp OjusLIEeles O eled
edido} oedesedsid eu opelodiooul J3s spod 0310 0 ‘jw /3 Qg 3p (D) BLWILIW BLONGIL
0BJBIUBIUCD BLUN WIOD B SMa/1e Sn22020/AydejS enuod epeljsidal 1o} oediqiul ep euoz
10IeW \f “Eao0IBIUS BILISIE, B 8eiuownsud BysisqaLy o2 elyaLayasy ‘sejydoiSeiusus euasIN
uoifydoysryy  ‘esouiSnior seuUoWIOPNSsSy 188 snyiEiedsy ‘suedigie EpIpUED 'SLESIMN Jege eaBunjue sealge - (0661) susjoanens
SN8joi4 ‘SyHGns smiudeg ‘snaine snaoniopyde]s BHUOD BURIGOIDILLUER SPEPIAIR BOg | WS 0BSNYIP 3p SB3IUdR) Jod 04 L/ olesul 3 eueLBlORqIUY [e12UBSS3 03]Q) saled /€ J@ nmj spafy
"sajolew sodod sou selisjoeq sep o ojuenb
apueid oe] asenb 1o} g sjuswienaiued ‘soSuny so enuod oediqiul dp Seuoz sep
oJjswelp o ‘opesn opls eyus} Jousw odod o eloqw3 ‘senijeSsu wesd snb seayisod wels
selgloeq esed apioj siew loy oediquul y “(wrigns | ‘seiAydosseiusw uopydoyatsy ) sosuny -JeSe wa oedinjip
9 ((£81d) sewadodd s ‘(1£d) sewadold sn22020jda4is (22652 DILY) /02 enfosieysy | sp opolsw ojed sea3o|ojewisp sedusop elpue|ie]
(aod) snaine s (QHEAN) sneine s (1262 DILY) sneine snalolojiydels) seusloeq | welesnea  anb  soSun) @ seusloeq e21SUNHUe ealge -(5002) susjoenens
SE BJJUOD BARIYIUSIS BLIQHqIUI SPePIAlle nojussalde Sus/osAens # 3p [BIDUSSSS 03|10 O | 8P sodl) SoURA 8P 05N WO 04pA U/ olesu] 9 eusjoRqIUY [B12U8s553 08]Q sued | yeje 1BouoyQ SpaAL
‘ajusLWas
ep oedeuiwnss sp weBejusdlod 3 smey
snjsiedsyy ap elougplaul e Jeljeae siodsp
‘s@5alW g ap OjusLweuszew e ap opolad wn ap | eied sassw dod SiejUBILUE S803IPUOD WS eipu) -
03uo| oe efos sp seusWas sep oeJeu|wIs3 ap Wasejusdiod ele WelsnjueLw SojusLLelel] | epeuszewle 8 sey|o) 8p od Wwod epelel) (800z2) /248 A susjosnens
SO sopo] smg{ p ep eiougnbay e weldullsel sus/osnens 1 8P Sey|o} P 0 | 1o} elos 8p sjusLUBS B BpLO o4 L/ 0lesul eaBunyiuy Sey|oy 8p od Sey|o4 | yunweuysuy spafy

(oedenunuod) spafyy oseugd op selueld ap [BIOUSSSD 090 Op BUBIGOIDILINRUER SPEPIALY — 9°Z Bloge]

61

Avaliagdo do potencial bioativo de plantas medicinais do género Hyptis

ins Rios

Mart

jaine

das do cerrado brasileiro. Re

oriun



CAPITULO 2 — COMPOSICAO QUIMICA, ATIVIDADES FARMACOLOGICAS, TOXICIDADE E USO ALIMENTAR DE

Hyptis spp.: REVISAO SISTEMATICA

‘|aNeloU OBSUSIX® BLUN WS /0o 7 eAjedsu

“JE3e Ws oesnjip ap O/esua Wn
opuesn enjessu-weld oo enyoLeyIsy

-WieJd eligloeq ep ojusLWIISaId 0 NIGIUl [BI2UBSSS 03|10 O ‘BI8)IaikeN 1 8p souelsjeqiue | & snogflowsey snadodo)dais & snaine INET]
solaje so esed NINQLRUOD [BIDUBSSE 08[Q Q SMaME S BANSod-We.) B BIUOD OAle | smoJoJoiyde}s  sedugBojed  seasod sesJse - (g661) e1e/19/pen
sjusLUBNlEOYIUBIS 10} /02 7 BIJUOI [BARJOU BPEPIAE OPEIISOLU BYus] OBU 03|0 © BlOq] | -WeJd Seusldeq wod ogim i olesul eueliseqUY [e1aussss 08| ssled 72 J8 yuyny| SRAAL
“Sedinaiq
SHary
8 ‘eaproguiolys
“SeueIqoldILLIILE S3pepIAne eulyn SRAAH
sauo} wanssod syady edsdse ep soe|p s@l) 5O "olesus ou sopeSaidwa sousBoled sou ‘ogn} wa oedin|ip eaiduniuue seslge -(€102) ‘susjoanens
(- |w 81l gZ'9-GZT's) euBIqOIDIWIILE SPEPIALE SHIO) SIBW B NIGIXS SadiMa/q 4 8p 09]0 O | Bldnp 8p B2IUJ%) B OpUBSN 044 U/ olesuU] 8 eueupPRgRUY [e12UBsS8 03] saped Je j@ ny SRAA
“SEUBWSS 7]
8 § sjueinp cjusweuazeuue o sode ‘soyuizos sojuaLiejel} snes so anb op salossiwoid
SIEW WeIo} SeuewWas 7 sjuelnp (- wa i g'p) [e1ousssa 03je @ (- Wy 86 950p) J-AN
‘(uw gg Jod 9 ,55) syuenb enSe sp sopelSajul SOJUBLIEIEI] SO “OJUBLIBUSZEULIE O BJURIND
sousfoied sp oedejndod ep oednpas eu zeoys SJUSLIBAIRIYIUSIS 10} SBUBLUSS Z 8jUeInp - "03|0 3 J-AN ‘2luanb ende wod
w8 p |e1ouBSSe 08|10 Bp OlUBLIEIR] W ‘[eIpIUC oedeUILLBS Bluswes|dwod eiqiul | ojusweles Jod snjoipen sp sodepiod elpu| - (3002)
030 ap WM $'p @ S08uUny ap CUSLWINSAID 0 SjuaWelR|dwod Jiqiul eled SIUSIZYNS 10) OO | WS oAM Ly OleSUS 8 030 3 AN ‘Bjusnb ‘Iyyedu ] sugjoanens
8p ~worl 9'p anb sjusLLEIR|D NOJYSOLW [BIDUBSSE 080 Op 04 L/ BIXQUSUNY BloRIYS ¥ | Bnde wod ojusweles) Jod ogm u/ olesul eaBunUy [e1ouU8ss® 08]Q sey|o4 8 ewleyS sidAy
“SopoLied SejusJajip Jod epegnaul 8
snaey snyjisiadsty 3p ealugdixo} edad wod
'snAgy I Jod | epejnooul o) @ uejded epiaiguny @ s|einjeu elpuj -
elos sp ssjuswas wa (1) g euxojelye sp oednpoid ep oediqiul eu Zeays sjuswennediusis | soinpoid ssjussisjip wod elos ap sjuswss (9002) 78242 K susjoanens
10j @ 'g eulxojeye op oednpoid B WEIBJOIUOD SuSo8AENs f 8P Seylo) 8p Od | Bp Ojuswejes} Wod oA W olesul sey|oy p od seyo4 | yunweuysiy spaAy
"OAI L O)USLUBLISZELLIR 9P S30J1pU0d SE ajueInp
. -oedediuny
eealy@ ens opuesjsow ‘soduny od oedelsajul ep (%08 <) |anejou oedajoid nigixe S3Q Wod
., ; Jod o w olesus 3 smgy snjSiedsy eipul - (1102) susjoanens
sepeuazew.e 031/} sp seljsouwle ap ogdediwny e ‘0ssip Wy ‘o0edeliuadu0l ep sjuspusdsp edisunjuy (30) |e1ussss 03|10 sey|o4 ;
ep eolugSixo} edes e enuod 4D @ - e o efer SRAAL
eJl3UBLL B Tg BUIXOR)E 8P BS8)UIS B SjuaLwels|dwod nozijiqe)sa waquie} 03jo 0w /i
) 1D ep oedeuiws)ep eied o4 wr olesul
1'0 Wa W42 @ WID opulqixs Zesys siew Jas eded opeljuosus [0} snoljewole 3 ap 30 0
. . . ejuezue|
|ozeucao}ed oe opeledwod opuenb “dssoomy enuod eAedYIUSIS BUBIGOIDILLIRUE apepIAle apepljiqaasns susjos/ens
. . I [e1ouUssse 09| seyod | - (e002)
nojuesalde 08|09 O ‘BLLGUOW LWesTS 8 “ds.soonyy enuod edidunyiue spepinle sloy4 | ep oedeuiwdsiep ejed o4m ur olesul ; ® 10 oPrN spaAy

(oedenunuod) syaAr oiaugd op sejue|d ap |BIOUBSSS 080 Op BUBRIGOJDIWIIUR SPEPIAIY — 9°Z elage

62

1S

Hypt

enero

icinais do gé
Mart

tivo de plantas medi

102

do potencial bi

iacao

Aval

Rios

Ins

iro. Rejaine

das do cerrado brasile

oriun



CAPITULO 2 — COMPOSICAO QUIMICA, ATIVIDADES FARMACOLOGICAS, TOXICIDADE E USO ALIMENTAR DE

Hyptis spp.: REVISAO SISTEMATICA

"2[l}3 9p OJe}e0e
5p Ojesxs OU jUsLeIdadsa ‘SjUBPIXOUE SPEPIAR BOQ BASOW Laploquiols H ©

anb waJla8ns sopeynsal 53557 "BANRIIIUSIS Jeaul| ode[a.0d Lieiessow oku od1)ing 0211Ing-u |00l 3 eulyo
-U |002]2 3p 0JeJIX3 O 3 03]oJ1ed 3p OlRJIX3 © ‘S| gy CIBSUS OU ‘OJuBlUS O "3HO) Slew dvdd @ s1av e[l}3 ap ojeyzoe ‘os|ouad ezl - (r102) BaploquIoy!
S]uepIXofUe SpepIAlE Welelussaide e|}s ap 0}e}s0. 3p SOJeIXs SO @ SIBJ01 SOlei@ SO | ‘Hddd =P Seise) Jod opezijesi a4 w/ olesul sjuepxonuy op J319 ‘slejo} sojedpxy ejueld Jeje n spafy
GEERE iy
'sope}|nsal salousw so hojuasaide (- 8 31 8w TG "/12) ereapoeignil 1 (- o vasgndde)
831 8w zg'g/S) syevopusi 1 3p epindas (- 33| Sw 9'18S) Sjuepixoiue spepine ‘saysnoel H
Jolew e weseyussside sepiosewio? 1 ‘S1dy OlesUs O Bied SOPE}NSal SaJousill “(Dvy0) olusBixo 'S8pI0JBLLIOI 1
so wesejussaide (-8 3| Sw G/ TT) eplwn oedeiss eu SOPes|0d Swedpes ‘1 "edds | 8p SaJAI| Sledlpes ap oediosqge sp spepioeded Saloj} |Iseig ‘seuolpLsul
oede)sa e apueinp opes|od suedipes “H (-8 31 Bw $1°QGE) sweapes 1 8 (-8 31 8w | o ())) ousy eled (|)]) ousy ap oednpai ‘s1gy 8 8 s3|ned - (8102) H ‘sadjsaduied i
£2'80t) ea2g/ndde) 1 ap welo} Hdd( op 0BSUIXS 3p SpepIAe JolBW Wod SoleiX3 SO | Hddd 3P S21sa) Jod opezijeal M u/ olesul auepixonuy 02l|ouel304pIY 01X ‘seyjo4 /e je soues ‘sueaper
%197¢9) [e1oUasse 03| OU 0BIEIIUIILOD BljE W ovy0)
e)se anb euoussnweleo sp edussaid e epinqguie Jss spod glewgoed 1 op |eloussse | olugSixo Sp SaUn| Sledlpes sp  oediosge
03[0 ofsd epriussaide sjuepixoiue Spepiale ealjedyiusis y epejss} oedesjusouod | op spepioeden o olusBoIplH Sp OpIX0Jad
e 9 0lesud 0 Wod opiode 3p djuepixonue apepioeded ejussaide ojsodwiod 8)se anb | ‘opixosedng ‘(ON) 0IUUN OPIXQ 3P 0AsaNbas (euoussnwielea) |Iseig
©21pUI 021U OPIXQ 3P SBINJIpEJ 3p okJewlio) B JIZnpal 3 opixeJadns suoiue 3 ejxaIply | 3p 3153) ‘(HO) [eaipey e(ixoipiH ap olsanbas ope|os| o1sodwod - (£102)
siealpes aingunxe ‘ejixoiad siedlpes so Jeulws eled euoussnweled ep [erpusiod O | ep selsel sojed opezies) o w olesul suepxonuy 9 |BI2URSS 09]Q seyjo{ | 7248 uyeiss ejeuroed spart
Jw/BiyET="0 |Iseig
nojuasaide ysniews SRAAL eueoquue! eitasng @ eRueieys eapJowoly ap SolelXa S0 -(0102)
LUOJ epeAIBSTO 10) SPEPIAILE JoleLL B SEL ‘SjuepIXoliue apepilje nojussaide oleixa O | "Hddd 3p 2158) ojad opezijeal a4 L/ olesul ajuepixonuy 021|ouels 01X seyjo4 /e J8 sojues nsmipeds spaAr
es
(lw/ 81 12T F £9°9T = *7|) |e1ousisyad ap 0]e}32e 3 OILLLIOJOIO|d |Iseig
oe juey|sWwas ‘(uswenydsdsal ‘Hdda 1w/31 §9°z F £9°9E @ 10T F 00'sE = ‘ouexay ap sa0diued -(o102) V72
#7)|) suepixoiLe |elduslod oje weleluasaide ejna ap ojeeoe oediped e 3 ojnuq 330 | "HddQ op 2153} ofed opezijeal o4 Ly olesu] ajuepixonuy 3 (33) coljouels OlRAXT seyjo4 18 apeipuy eso2ny sHaAy
"opIx0Jadns sp s}LO} BN "EUOIpEUSL B
ejed owod olugdaiply sp opixgiad o eled ojue) sersmeser seafiuoleyodes 0INQLIEINS “Je|n[32e.]Ul 0BIEPIX0 BP 0BJEIYLISA WOD
OWSIUBSI00IIIL Op Bl2URJS|O} B Jejuswne sp sazeded welo) 3 (H4da) ofizespyuiaid | eucipeusw no ojugSospiy ap opixgsad wWwod eunyausnbost |Iselg
-Z-lusyIp-1°T ep SIeJlpel Sp SSIOPEUILWIE OWOD OAE 8S-N0JISOW ‘B109dse BJSsU | SEPESS®MISe BINPSAS| 8P SBIN[9Y WD 8)s8) @ ope|os| 0jsodwo? - (6002)
OPE2YIIUSP! SPIQUOAB]) WN ‘BULYI2JaNDOS| B 8 &1enaiosey sidfl sp 021|00de ojeixe O | Hddd op 1se) ojsd opezi|ess o4 w olesul sjuepixonuy 8 021|ouEls 0JeJX] seyjo4 Je 8 BAIS | Elgnorasel spafy
‘Hal
‘sajuepixonue sp siefousjod | ojsd opesne |e}3| OAREPIXO SS3.jS O BJjU0D
S8]UO} SOpeJspISUOD J9s welspod sielsSesn sojelixe sejse enb opuedipul ‘Hdd(Q | eesmesss  seafweseyoses sp  oedsjoid eIpu|
siealpeJ 8p S3]uUei}sanbas 0L SOAE 85-WBJBISOLL 3 HE] B SeISIARISD "G Bloug S0} e | B Jedyusa eled ONJEpPIXO SS8JS 8p OIBSUS odljoueing - (5002)
Jejuswine sp sazeded Welo} £8/12/05e) SAAL Sp SODI|oUBINg & SO2IjoUR}S SOJRIXS SO | ® Hdd({ 818} Jod opezijes) oM w olesul sjuepixonuy 3 021|0uElS 0JRJX] seyjo4 Je 18 BAIS | glenorsel spafy
“BAIIROYIUSIS Sjuepixonue spepalidoid ewn opuedipul {(p3oH) edss eueld sp cjelxs ou
%0't76 B %Z 7T 8P nolen sjue}nsal H4dd sp oediqiul sp wadejusoiod y “Ssjuepixonue |Iseig
sepepinje seanod opueljsow (PQOH) 098S 08|10 OU %bH'T/ B %G'te 8P @ (JOOH) odljoueeW sejsey - (6002)
02584} 0310 OU %6'6/ B %9z 8p NoueA sl NSal Hdd op oediqiul sp waSejusolsd ‘HddQ 8p 8158} ojed o4m Lr olesul sjuepixonuy OJeuIx@  |BI2USSSE 03|() | 8 Sey|oq /€ 18 o[egRy gleuasd spafy
ejue|d
sope)nsay opesn o|apol\ eatBololq ojedyxa ap odi) ep sied/ouy aldadsy
apieg /Aoy

'SIIAAL 0J3ug8 op seiue|d ap S8IUINIISUOJ0)Y 9p SlUBPIXONUR BPEPIANY — /'Z Blade]

63

Avaliagdo do potencial bioativo de plantas medicinais do género Hyptis

ins Rios

Mart

jaine

das do cerrado brasileiro. Re

oriun



CAPITULO 2 — COMPOSICAO QUIMICA, ATIVIDADES FARMACOLOGICAS, TOXICIDADE E USO ALIMENTAR DE

Hyptis spp.: REVISAO SISTEMATICA

‘|ous) 3p [B}0} 08} Op OJUBLLINE O @ (JOJeA “9| Bp ORIINUILIP) |B2IPEI 3P BIOPRUIWI
3PEPINIE B 2Jjud BANSOd 0BIR[8LI0 BLIN BJUSLUEBIE[D NOASOW SIBIIpE) 3p oBdRUIWI®

8p SpepInjoe Y "BOLUR BJOINpBJ sjuepixonue eduglod sp solesus 8 ojizespluoid elpu|

-TIuBHp-Z'Z ‘(0d1Ug)Ins-g-euljozenozuagye-g) SIg-oulze-Oz'z 8P olugwelp ap |es ‘dvy4 seesge | - (p102) 7e
Jod opeujwIB)ep BLLLIOJUOD BjuepiXxoiue spepiaje sjusiod ewn nojusseide ojenxe Q | 8 S18Y ‘Hdd( @p seise} sojed o4m w olesul suepIXOnUY |ouelsLw 8p ojeupd seled | Jo H Ueyeyn | sus/osnens syafy

(suval
ealpidi| oedepixosad ep oediquul 3 oL3)

‘oeJped ok eluUgIajal WOD oAledYyILuSIs oleduwl welensigal | ep elojnpal eiSisus ap spepiale ‘olusdoiply |ouelaw elpu|

sopejnajed “93/%)1/¥0S Sal0jeA snas SO 'S20JeM) SBANO LWOD 3)SBNjU0D WS ofjs | sp  opixessd Sp  siedlpelr  ‘opixosadns ‘euo}ade ‘ol 3p ojejade -(e102) H
3p 0)e)8dk 3p OJRJIX3 Op BIJUS|32XS B WRIR|3ASS SOPRZI|esl /A U/ SolesUs SO Sopo] | ‘Hddd op selse] soppd agm w olesu3 ajuepIXonUy ‘ouexay-u ap sojenx3 sey|o4 Je ejideaq | susjoanens spafy

‘Bw/ M 20'69
8p 10} §1 gy olesus ojad opeulwslsp (xojod] e 3jusjeainbl sjuepixonuy apepioede))

D31 Jojea o enb opuenbus jw /3wl Z/ '€ 8p 10} 0G| 0w ossaidxe Hdd( opoisLL ojed "S1dY s8N siedlped elpugjie] -

opeuilLialep 03[0 Op sjuepixojue |epusiod O "opdenusdued ep @ odws) op spusdsp | 8p ogdelojodssp 8p olesud 0 & Hdd( sledlpes seslge | (L002) /€78
08]p Op @juUEpXORUE BpepIAje B anb LUBJIPUI SOPOJLL SO SOqUIR 8p SOPe)Nsal SO | 8p ogdeuiwl@ ep 8)se} ojed agm w/ olesul elUepXORUY [e1ouass® 08| saued uoueyueN | sus/oenens Spafk

(EPEE
@ OILLLIOJOIO|I 3P OpINgas

‘| /3 "BI2UJ3y3) 3p ssolped o3josyad ap Js)e Wod elpy|

$OYT 8 GT°'T ‘v°0 8P Jojen “9| Wwod Sajuepixonue Siedipes ap oeJeuUILI 3p spepINe | owod (yHg) ope[ing [osiuexoiply & odljes BUBWIEAISNEXS OplRIX3) - ﬁwooww
3L0J WeIIqIXa SUSjosNens SHdAl Bp 0dIjQuelBW Oledxe © 3 YHG O ‘021eS oploe O | OpIoe Opuesn Hdd( 2153} ojad ogm w/ olesu3 sjuepixonuy 01|pUBIBL OJeAX3 sey|o 8 j8 \ueaes) | susjosnens spaA

0se4 eunng

‘slav e - (7102)
“@)uesSBIBIUI BlUBPIXORUE BpEPIAR Nojussaide e/85/0ids H | Hdd( op eise) ojad opezieal o4 ur olesu3 DULELICHTT [e1oUasS® 03] sey|o4 Je jo ejekeg e/a512/ds spany

(oedenunuod) spaArs 01augs op sejue|d ap SSJUINJISUOIOHY Bp sjuepIXOiU. apepIAlY — /¢ ejegel

64

1S

Hypt

enero

icinais do gé
Mart

tivo de plantas medi

102

do potencial bi

iacao

Aval

Rios

Ins

iro. Rejaine

das do cerrado brasile

oriun



CAPITULO 2 — COMPOSICAO QUIMICA, ATIVIDADES FARMACOLOGICAS, TOXICIDADE E USO ALIMENTAR DE

Hyptis spp.: REVISAO SISTEMATICA

“(e31WIgy oedeal ap odWia)) [BJjUSI @ (0BJBSUSS ap 0ednpal] sodligjliad Sose Wa}
geunoad 1 Sp [1eloA 03[9 0 anb wisisBns sopeynsal 53153 ‘|edodiod osed sp 8y /3w Q0T
ap asop eu |edipunid oLgyqIUl )82 0 NosOW ZOOWYS odiouss o ‘sopeziyn soj@pol
S0 soquie W sondsoouue soyse weleiussaide gewnosd 1 sp sodiigusd sies sop
509]0 5O "sodijouss sop waslio ep opuapuadap ‘sinelien s03IsS|eUR So0}iaje Znpul 03[0 O

sjusnb eaeyd ep 8153} 8 [eulwopge oediojuod
9p S8)58} WO SSIMG SO}el LW oM L/ Solesul

enjjdasiounuy

|e1auassa 08|Q

seaJae saliey

Iselg
- (8o0z) 78 78
yuejg-iuoLuy

greujoad spday

“1Op Bp SeI0peIpall 8p 858}UIS50Iq BU SOpoIdqns 0Bs anb '0IUsaIX0
8p sennjes) saogdse ap oedezijennau ejed souglelweyul sossed0id Sop oRdeUILBSSIP
B Opuiznpal ‘|eidejolo Jop ep [eijusd @ edugjiad oessiwsuely e Jiqiul ep zeded
10} anbiod oo180jooeLWIE) @SSRIBIUI 8P @ BSO2NNY SIdAH ®p BY|o} BP |OUB}R0IPIY OlE1X® ()
Juw/ai 06T e (syygl ep oediqui ep %/'GE) HAyy e enb op (%£'z8
e Syygl op oedigiul) ¢ 0S84 ojed epesned oedepixciedodi| e elju0d ogdeloid Jolew ewn
NoJJSOLL 0}eAIX® O "oleJixa ap By /B 00Z € %G8 a1t ap (100°0> d) eAneayiusis oeddadloou
ap oednpaJ ewn 85-NOAIRSCO ‘ouss803|e owod ojewein|@ nosn 85 opuen() ol Ip
83/8w 00z e %z9 91k epiznpai (100'0> d) @uaweaneayiusis iof eurdiesdes ejad epesned
oeddadioou e ojuenbus ‘euljewlo) ap 8153} op sasej (%Q°18) epundas o (%9's9) sedswud
seu Jop ep ejsedsas e (100‘'0> d) sjuswenneayiuSis niznpal (8y/8w Qog) ouxe Q

‘|R1984010 JOp 3P
S0[2POLW OPUBSN SSIMG S03RJ WS 044 L/ olesu]

enjdaslsouRUYy

|oUB)R0.PIY 3P OJeAX3

seyjo4

iseig - (€102)
/€18 euiry

©s02(1Y SIGAH

SIEEREIEN]
o nojuasaide ‘eqaqning oS ou ‘oAlleIS8aA ojUSLWIDSRID 3p 0ISBISa O SjuLINp Sepe}s|od
Sey|o} Sep epRgo 09| Sp BJjSOWe Y 023928 Opiae ojad epiznpul oediojuod Ip 3153} ou
5090 SOp eAndadioouliue OB BU BIOUSN|JUI NOJISOW OBU BUOXO|BU W02 ojuswelel)-sid Jod
(4ON) BuloWw No SIBI2USSSS 509|0 3p SoAldadIdoUNUER SO)B)2 Sop owsluodejue [passod Q

euljewwio} Jod sopiznpul Jop dp S3)S3} 3 001§3Ie
opoe Jod Sepiznpul SIBUILLOPGE S3CIOUISU0D
Wwod SSIMG SOl W oM W/ solesul

enjjdaioounuy

|e1dUassa 03]0

53.0}} 3 SBY|04

IIsesg - (1102)
72 j2 odueld

502Ny saAH

"SEPE}Sa) 5850P SBU BPN3e SpepIdixo] Ejussaide OBU 8 SOSUOPUNLUED
wa oadeoroounue oyeye ejuasaide ojesxe 0 anb Wedlpul SOPRJo SOPEYNSa) SQ "01ele
op ("0°A) 8%/8 g 91e 9p S350p WOoI ojusweles) sode [Buljue wnyusy ap SHOLW B BpeRSsp
10} oeu ‘epnge apepioixo} ap olesua oy “('d'1 8y /8w g) euoxojeu spigido ejsiucSejue ojad
OpI@ARJ OPIS O}a)8 818 opusy (8Y /8w QOZ @ QOT) 40jed oe edugie| 8p odwsl 0 nojuswne
ojeaxa o ‘slusnb eoeyd ep 8)se} oN (8Y/8w oy @ 8Y4/Sw QQT) euleuuo} ep 3]s8)}
op a5k} edidwid eu siewiue sop oedeas ap odway 0 3 (3y/8w QS ° 00T ‘00Z) 0N
opiog Jod sepiznpul SieuILIOpge $803401U02 SB NiZnpal ‘|eio ela Jod ope.siuiwipe ‘ojelxe O

ajuenb eoeyd ep
2]53] @ eUIjeWIo) ap )53} ‘0d1j@de opide ojad
Sepiznpul SIeulLLOpge S803I0JU0d 3P S8)S8)}
Wod SSIMG SoSuopunwied Wwe o4 i olesuy

eAjdadID0URUY

osonbe ojesx3

seyjo4

Iiselg - (3002)
238 enis

©S02(1y SHAAH

"epnse spepIdIXo}
exieq wo? ‘enndadioounue eaujiad spepiale LWs) [BIaUssss o8]0 O “sjuanb eoed ap ajss}
OU ONJRIYIUBIS O}3YS NOJSSYUBLI OBU SBW ‘02)330e OpIoe oj3d Opjznpul OJuUSLWIDIC)R) Op
enjeayiugis oediqiul niznpoad ‘(2s) 8y / Sw QOF @ 00Z ‘00T 2P S3SOp LU ‘|BIoUasse 08)0 O

ajuanb eoejd ap & sa0dlou0d
8P 59)58} WOD SSIMG SO1Bd WS 0N U/ olesul

eAldadIDoURUY

|elausssa o8]0

seyjo4

Iiseag - (£00g)
78 18 SezZausy

©S02(1Y SHAA

sopejnsay

opesn ojapo\l

eaisojolq
apepinpy

ojsodwion

ejueld
ep aped

sied/ouy
Aoy

apadsy

'SHAAL 0J3ug8 op seue|d ap SSIUININSUOJ0)!) 9P SJUBAISINALIOINUR 3 BANRPSS ‘eAndadioounue apepiAly — 8°Z ejagqe]

65

Avaliagdo do potencial bioativo de plantas medicinais do género Hyptis

ins Rios

Mart

jaine

das do cerrado brasileiro. Re

oriun



CAPITULO 2 — COMPOSICAO QUIMICA, ATIVIDADES FARMACOLOGICAS, TOXICIDADE E USO ALIMENTAR DE

Hyptis spp.: REVISAO SISTEMATICA

“[od) B%/5 G )€ ap $850p W0J |elljle oL eWINYUaU 8nb nojsow
epn8e spepiaixc} ap Jeuiwigid opnise o “(di ‘8y/8w g) euoxojeu ejed opeziuoSejue
sjusiieanesyiudis 1oy oandsooounue olsie (Q Cslsel suenb eoejd eu oedess ap
odwis} 0 NoJUSWINE & BUIELLIO) 3P 8158] OU [BIDIUI 35B) BU BjRd BP BiNpaguwe| sp spepiAle
e ninuiwip ‘021goe oploe ofsd sepiznpul $803J0JU02 8P oJaLINU © 3sop ep sjuspuadsp
euLo} sp ninuiwip (84/8w OOt @ 00Z '00T) osonbe oleixs Op (24O ORJEJISIUILLPE Y

"sjusnb eoe|d ap @ BUIBLLIO) B ‘S803I0IL0D
3p 58)53) LWOD SSIMG SO}el W oA W olesul

enndaaroounuy

osonbe ojesx3

sey|od

liseig

-(2£002)
/2 }a sojues

susjoanens 1

"53Q SOp S02IS9B[eu. SOU8JS SO LWBIBPALL ‘Qy + NY ] S/eLOSUSSSOUBIBW SBIGY SB

wal J + GINdY L SeIqy Se oeu sew ‘) + TAJY L Se4qy Sep SNdY L Sleued sQ "glAldY L [eued
Op JOpeAlje W ‘jojuaw ojad epeI0AR Jop Bp OBJIqIUl BU BjUBIDYR 3 ajusiod SjuawBnelou

"SOAI0U SO21WNb sojnwipse

eig - (£102)

10} anb ‘30O op apepinile e Wod QI 8 TV ‘TA YL SIeued Sop OJUSLUIAJOAUS O SOWEdYLIaA | 8P 0BINPUI WOD SSIMG SOje) W 04/ L olesul | eandsoloouljuy (30) |eousssa 08|Q | Seause seled | /28 SROWIS | e/85/1ds SHOA
“5850p Se sepo} wa (100°0>d
‘9 /-8F) oreweini3 8 (0'0> d ‘%69-€Z) eudiesdes eled soguopunwied sp [eloe) odedauyss
0 sjusweleayuds nigiul osonbe ojeixe Q “sepigido saiojdadel soe sepeuoide|@ OBJS3
oeu anb ‘siesjuad a seaugyuad seadadioounue sapepinje Inssod osonbe ojeixe o anb
WeJ1edns sopeyae sQ "s8s0p se sepo} wa (100'0>d ‘4. /-8t) oreweln3 @ (500> d ‘469
-¢Z) euntesdes esed soSuopuniues ap |e1oe) odeSalsa o sjuswWweARRIYIUSIS NIGIUI ojelxe ‘poi
0 "seploido sp ejsiuogejue wn ‘(Y /8w g'1) euoxojeu sp edussaid eu opetsyje 1o} oeu | -eloY 8)s8) 0 @ eudiesded Jod & ojewelns uod
(8% /3w QQf) oyeuixs op oliaje O “euljewo) ap 3)53) Op Sase) (%08-/) epundas 3 (%2g9-ct) | ‘euleuuo) Jod epiznpul [edejolo oeddadidou lIseig - (£102)
eniswud eu eandesioou eysedsal e (1000> d) niznpaa sesop se sepoj wa osonbe olea@ ) | B WOD SSIMG SOJed W@ o4M W olesul eandadounuy osonbe ojenx3 sey|o4 1€ g8 oexied | ejeunosd spady
‘ojewein|s
8 eudlesdes ‘euljewso} Jod  epiznpul 0pe|0S] 021UlBWISO)
"02IUJELLSOI OPIJE WD OJuaWElel} 0 wod oedesedwod wa ssjusiod | [eroejodo oeddesidou e sode soSuopunwed opiae @ o3 |iseig - (9102)
soadaoioouue sojsje niznpoid ojs ap Ojelede sp oedel) Bp [eJ0 oRJBJSIUILIPE Y | LS $3)S8) WOD SSIMS SOJed WS oaM ¢/ olesul | eandsdidouljuy 3p 0]e}30e ap opdely sey|od 1€ Je oeoled | ejeunosd spaAy
"Z39d @ 021U OpIXQ 8p oednpoid ep oedigiul
Bp SPARIER BLIQIRWERJUIUE SpEpIAje & S02iSI3UI00 & sepipido saiojdadas Jod sopeipaw
sjuswienenosd ‘sonndedioounue soyeje 8qixe |eloussse 08| 0 enb wedpul sopeynsas
$0ss0) “esjoq eu sopiznpoud (0-4N1 @ 9-7| ‘z3 eulpuejSelsoid ‘0oLU OPIXQ) SOLg)ELLEYUI
Salopelpaw & eujs]oid sp 0BILAUSIUOD ‘0]BPNSXS SP SWN|OA ‘JB|N[SI oBRISIW B OpUIZNpal
‘euiusde.ied ap eauginogns oedslul Jod opiznpul ouglewejul 0Ss8204d © NigIul 30 O ‘osSIp
W[y "sojspow S0 sopo} we 3O ep eadsdnounue spepiane e ajuswe)s|duwod napsaul
euido.yy “ssjuanb sese|d sp SO[3powW 8 $803I0JU0I SEU JQ Op SOHBYS SO SjUBLLEARIYIUSIS
neusnal JWyN{ Sjusnb eoeld ap ojppow ou 3O op oadadioounue ouspe o
napiaAUl BUOXO[EU 3P OBJEBISIUILLPE Y “Bjuswieardadsal ‘ejuanb eaejd ap ojapow ou BAIND | “JB B BS|0g 3P 08UEINIGNS O]2POLU @ BUI|EULLIO)
ep SepIpaL Se oS Bale e 8 35Q 3P Byu| Bp SEpIpsw se nojualune ‘84/8w OOT 8 OE 8p | Jod epiznpul epiqwe| ap ejsodsal no sjusnb |Iseig
sasop wa ‘30 O “(esey epunSas) euljewloy wod sepejalul sejed sens opusque] welessed | edejd @ 021392 opide Jod Sepiznpul S803101U0 -(1102) 72
siewiue so anb odwsa) 0 3 $303I0JUOD BP OJBWINU O BjUBWIEALEIYIUSIS NiqIul 30 O | 8P S8JSel Wod J/gjeg sojes wae oam uy olesul | eandssidouluy (30) |e1ouassa 03)0 seyjod | Je opunwfhey | epeunosd spoAy
“|euidseidns oede ap ,
olyis @ osoeido o)y Wod senesyiudis seandedicounue sspepaudoid wanssod geuyosd
 ®p solesxe SO ‘oesnjouod w3 “susnb eoejd ep a)se) ou eddses) eled e usquie| sp
eIoUSIR| B S)USLLBANRDYIUSIS WelelusWwne 53036 S SBpO] ‘0SSIp WY "%9'(0 02133. OpIde ome
ojad sepiznpul $202J0JU0D 8P 0JBLUNU 0 BJUBLEBANERIYIUSIS WRIIZNPa. gleuoed 1 8p Sey|o) “gjuanb eoed 3p 0]B]828 @ 0IWII0JOIO0|D |iseig - (9002)
sp (od ‘84/3Ww QOF ° 00Z '00T) O/e Sp O}e}PJE @ OIWIQJOIO|D ‘SOUBX3Y 9P SOJeiiXe SO | 3P @ S30JI0JU0D 3P S3158) WO 04m wf olesul | eandasidounuy ‘ouexal sp sojenx3 sey|o4 Je je eoqs | ejeuyosd sydiy

(oedenunuod) spaAr 0Jsugd op sejueld ap S8IUINYIISUODOY Sp SIUBAIS|NAUODIIUE 8 BAJEPSS ‘eAldadidouue apepIAly — 8°Z elage

66

1S

Hypt

enero

icinais do gé
Mart

tivo de plantas medi

102

do potencial bi

iacao

Aval

Rios

Ins

iro. Rejaine

das do cerrado brasile

oriun



CAPITULO 2 — COMPOSICAO QUIMICA, ATIVIDADES FARMACOLOGICAS, TOXICIDADE E USO ALIMENTAR DE

Hyptis spp.: REVISAO SISTEMATICA

"lesucjiad spepined e eied euiusselled Jod epiznpul
S0)1202n3| 3p oedeiSiw e niqiul 3 eudiesded 8 ojewein|d sp S8)S} S0U OAIRIYIUBIS
onpdasioouijue olaye WN NOJLSOW WqLUe]) 33 8p Sa50p Se Sepo) ap olisye () "8se} epunsas
eu oeddedrzou e Jspanal ap sezeded WWeloj SEPEISS} SaSOp Se Sepo} ‘Opnjuoy) ase)
enswud eu oajeayuBis o)sje wn aAs) 33 sp 84/Bw QOv Sp ssop e seuade
‘euljewo} ep 8158} oN "02)@2e opide ojad epiznpul endasloounue spepinge e BJILOD
oneayiudis od1saSjeue opsje wn niznpoid ‘sasop Se Sepol WP ‘33 Wod ojusweles

"SOH000N3|
3p |ej0} 0J3WNU 0 Jeayiuenb esed euiusSesed
sp eadesolenul  oedslul  ejed  epiznpul
10} ayuciiad y -eudlesdes no ojeweln|s
Jod  epiznpul  eissBjessdiy 3 eulewlo)
ap 8158} ‘oongoe oploe dod epiznpul cediojuod
OpuUBZIIN SSIMG SOJBl W8 oAM W olesul

eandadisounuy

(33) o2tjouess oleix3

seyjo4

|iseig

-(L102) 72
78 soluy soq

esosquin spafy

"0B5I0JU0 3P )53} OU SU8/0aALNS H 3P eAndaddounue
oednpul 3p o}i3)s 0 Jessle sp zeded 10j OBU BUOXO|RU Y "Buoxojeu ejad epeziuoSejue
10} oede & 3 ajuanb ede|d ap )58} OU BIDUZ)e| 3p 0dLLI3} O BJUBLEARRIYUSIS LWelsjuawne
sojese SO soquy BY/SW QOF © SOPelss) opuenb SeWIXPW LWeIoj 3 SeAjedyiusis
seaisgS|eue sapepalidold weliznpoid ojje 3p ojelade 3 09|QM1ed 3p 43R 9p SORIX® SO

"o1ol1I0 ap e2e|d ep 8)s@) 0 @ sjuanb edeld ep
3]59] @ 021} opioe ofad epiznpul 0eliojuod
e 95-0pUEZI|N SSIMS S0]BJ WS 04 L/ 0lesu]

endaoiounuy

“(o2113nqg -u

|oo2je 8 Oj3@ Bp OjeyEde
‘oluuigjouo)d ‘osjousad
8p I313 W02 ‘epe|nsap
enge Wod opeuoiaey)
OpeJjus2uod osonbe
021jpuE)2 OJRIP

seage saped

eipuj - (9102)
7 3 wndag

Susjoanens
spafy

(oedenunuod) spafy oisugd op sejued ap SSIUINYISUOI0N Bp SJUBAIS|NALOOAUE 8 BANRPaS 'eAndadloounue apepialy — 8°Z ejage]

67

Avaliagdo do potencial bioativo de plantas medicinais do género Hyptis

ins Rios

Mart

jaine

das do cerrado brasileiro. Re

oriun



CAPITULO 2 — COMPOSICAO QUIMICA, ATIVIDADES FARMACOLOGICAS, TOXICIDADE E USO ALIMENTAR DE

Hyptis spp.: REVISAO SISTEMATICA

“OAIT U] © 0411 U SOI80]0JBULLIE) SO[8POLL S0U SoUSW Ofad '[elotmnijue
spepine [elousiod nojussaide gjewpoad spdfly snb waiedns sopeynsal seise ‘oyunfuod
L3 "S80S8| 9P eloUZSNE NOASOW SOpElel) Slewiue sop odeq @ sul ‘opeSy op edlgojojedolsy
ssljeue Y ‘(%G'0/) O8I BWOES © NIqUI geuydsd SpAAy ‘o w ON "SPEpIdIXO)

*SOSUOPUNLUEY W8 O] BWODILeS OPUBZIjin
oai uy o1esuR 3 (elwadna]) 09-TH @ (ouewny
ewojse|qold) G6z-4S ‘(ouewny uojod op

-0BU NoJjsow ‘oaLigjuied angues op S24es|onUoUOW SEJN|g2 BAJU0D SPEPIDIXCJO)2 8P SBPEPIALE | 0JOUE3) §-1JH ‘(ouBwny Bwew ep oJoued) JIseig
sep oede|jere BU @ 0J1|OLUBY ON3ye hojussalde oeu ‘sulg-1JH SEINIPD eauod oediqul | GERAINYAN seuewny (|esowinyijue) ET] -(z102) 72
8P %Z9 ‘EpeiepOoW apepIdIX0}oNd nojussaide greunsed sydil ‘oqi w Jeuiwnfeid olesus op | Siedown} susBeyul| BIUOD oM W SOIBSU] apepIxojoN) 021jQUE]B0IPIY O}e.IX] ejueld je esoqieg | greuyoad sydiy
elquigiog
"LLIN P 22113WL0|02 B2JU23) ejed - (6002)
"0I9/ SBIN|32 SEU 02IX0}0}D 10} OBU 0B[Q O | 048/ JB|N|9Y WeBeyul| eu oM w/ solesud 8pepIX010N) [e1ouasse 08|Q seyjoq | yeje eyedez | syigew sPAAY
‘sojusWedIpaWw ep oedeljene eled o4/ L/ Sopnyse Wod JnSassold sywiied sou
anb o ‘a4 wr apepIoIxo) 8p OpeISPOLL [BAIL OB opiAap sjuswiediduud ‘seansys siew seidess) JIseig
8p OjusLIAOAUBSBP ou Jossiwoid Jes @daled ysmew 1 ep 0J||Queld OleAX® O /Ll ‘BULINZESS) BP OPOJSW O Opuezijin -(€102)
soSejoloew ws Srig] @ QO OPUESN epeispoll SPEPIDIXO} BLUN NOJSUOWSP /sapew H | ¥/ SOSejoioew wWod o1 u olesul apepixojoN) odljoue)s ojelx] seyjo4 | 7eje Sojues | psmpew spasy
(ouaip-z1'g
‘1 1|\ OpOl3W O Cpuezin -e131qeoXOIp- T ‘T T-IX0Ip1Y
‘(seuewny selwsong)) 0gIH @ WID -Z1-IXo}oe-8/ 8 ousIp
‘sjustuennoadsal | s ‘(euewny ewew) /-4JJA ‘(ouewny uo|gd) -Z1'g-eelqeoxolp4 111 lIseig
“lw/si gz eg'pa|w/Br G T B T°E 9P BXIE) BU 0GD)| 3P S2I0[BA LIOD J3IURD 3p Saienjad | 8-1JH ‘(euunw ajad) 9Tg :Siejown} sejn(ed (jesowinyijue) xoipiy-d/) euouiysue} sp - (9002)
SeUI| SELIBA BJJUOD [BABJBPISLOD BIIX0J0HD 3pepiAle welejuasaide sopejos| sojsodwiod sQ | 8p susBeyull 0ould WO oM W olesul 3pepIX0101D souadiaylp slop sope|os| sazjey jeje znu) | psnipews spAaRy
‘(sosajjwew sp sojse|qolq) o3uopunwied |iseig
"BIIXQIOND dpepinye ejussaide /SLEL H © | 8P 0AISUOD 0PI Op Sejnj3d 8p weSeyul| (lesownyue) -(8102) 7298
‘ojuepod © Jw/8r Z1'€9Z 8p (D) elpsw |els| 0BRIUSILOD B NOJSASI BIIXOJ0ND SPEpINjR i | 8P BINYND B Opueziin o4 uf olesul SPEPIdIX0I0UD [e1oussse 08|Q seyjo4 | opassndi4 =Q nshipew spasy
"ELLIC}SE|qOINSU Op SEB|N|@2 58 21g0S SIRIoWniiiue
soyae soidynw wsnssod ewesws ‘4 P SOPE|OSI S02Iousy sousdisl -oedelduuyp
JiZnpul e welspus} jouewsouds @ jouewsoy ‘N/(Z)D ese eu Jenjd o1 op epeled (louewso.xolBW-/ @
WwielZnpul sod1jous} sousdiayp ‘ossip waly "sojsodwiod S8lse Wod Senj@d Sep ojuswe)el) Jouewsoilds ‘|oueLIS0I0S]
0 spde sepenasqo weloy g @ g-osedsedosd ep oedepeiSsp B 9 Jes|onu OBIBSUSPUOD ‘[oUBWISOS ‘|OUBLUSOIDX01R |iseig
Y ‘Bloeoys 8p nesd ojje Wn 8A8) [ouBWSIXO}e-/ O ‘Jejnoiped W3 “ewo)se|qoinsu sp ‘Buio|q wis)sapm @ (jesowinyjue) -/] :soo1jpusy sousdisyp el -(z102)
SE|N|P Se oedejsl Wa BANEIJIUSIS SPEPIDIXOJOYD WERIIGIXe SOPRUILIEXS S0)sodwod S0 SOpo] | Oxny ep eulawoyd ‘| ||y Jod o wr olesul SpEPIDIXOJONY | 02UID) SOpe|os] sojsodwio)) ejueld | 722 ejeqe] euesu spafy
OMJE0Iq OWOD OPRJBPISU0d @ |Wi/8 11 QQQT 8P Oxiege Sie]a| 0gJeAjUaIL0D 3P SBI0jeA
wejussaide snb sejueld sp sojelxs 9 S08|Q “JouelW Sp OjelXe 0 3nb Jojew S8zen senp
10} 09]0 O 8puC BAEYIUSIS SPEPIdIX0IOND BN OpuEssow ‘ajuswenloedsas ‘ qw/E 1 £'g |Iseig
+0'eT @ (w/En Z'0+ £'9 8p10j ( 0G T0) [e38] OeIenuUBIUOD B (PFOH) [OUBBW Bp Ole.XS & ‘elnouujes odljouelaLl | seuy sejsey - (6002)
{102H) |e1888A 03]0 © WOD epeZIfea) (BUYES BiUEL) BANOLWIES OBJELWIED OP 0IESUSO0IY O BIEJ | 8P ORJEWIED Sp SpEpIjels] 8p oAM w Olesul SpEPIDIXOJOND) 0JeI¥® B [BI2UBSSE 08|Q aseyjod | yeje osgay Bleuso spafy
eojsojoiq ejuejd sjed /ouy
sopejnsay opesn o]apojAl apepiay ojsodwo) ep ouieg Jiowmy a199ds3y

"SIAaAL 049U3 Op sejueld ap S8IUINYISUOD0YY ap eAljelajjoidiiue ‘edIXQlouad ‘edIX0I0HD BpepIAlY — 6'Z elagel

68

1S

Hypt

enero

icinais do gé
Mart

tivo de plantas medi

102

do potencial bi

iacao

Aval

Rios

Ins

iro. Rejaine

das do cerrado brasile

oriun



CAPITULO 2 — COMPOSICAO QUIMICA, ATIVIDADES FARMACOLOGICAS, TOXICIDADE E USO ALIMENTAR DE

Hyptis spp.: REVISAO SISTEMATICA

"(#65'0 = (2) W) %26'T 3P 0§03 Jojen wn wod
eds0 wWnjjy 9P Je[nlpe. OJUBLIASI2 0 (G0'0> d) SIusLIenledIUSIS NIqIUI SHaAL Sp 01eI@ O
‘(19 ‘ejoq 9p asejelsL ‘9S3UIN0ND WS djURLIBAER Jen|3d apaled sp oedeulioy) SodIuSB0lse|d

-0eU o (0}@ ‘Jesjonu oedejuswsely ‘sales|anu s90se|) sodlugSojse| sodl} sp  We.o) elpul - (9102)
SEPESSEO SSPEPIjEWIoUE Sy "SEIIXQJ0)D SEPEISPISU0D Welo) sepelsa) sejueld se sequiy (apepIaixo}o3d) . jiddoy | susjosnens
‘sauejod oeu @ saJejod S0350dLLIOD OPUSUOD O]eJ}XS OU BPEAISS]O 10} BLIXBW SPEPIJIX0JOND i ‘2da2 winyfly 8p 0SN W02 0 Wy 0lesU] |  apeplaIxojouss osonbe ojesx3 sey|o4 8 BUIWNG syafy
"08|2NUO.DIW Op 8]S8] 0 & (E}SLUOY OlBSUs)
Jenjeolun  oulede 88 We 3S3J0j0M13|3 |Iseig
o ur (G4 ) S8UIYd Jsiswey sp oew|nd sp sojse|qoiqy Sp SB[N| WS (N|A) SEIILIQSSOWIoD | 8p 8]S8] O OpueZI|in /A SIUIYD Isiswey (seuoursue]) - (8002) 72
segdejnw waeznpul s sodixglousS sopsye waenssed (isniew H 8P Seuouisue} SO | Sp Ssdeuowind SENSY WS o4/ W/ Olesuj | SpeplaIXojousn sope|os| sojsodwo) sezjey | /o NUBdRAR] | /SSALIEL SHAAH
‘euLyisnbos| ep ennesspjoidiue ‘11N opoisLu
Spepinle BU BPIAOAUS Jejse spod eulusjed-elsq Jod epelpsw oedezieuis B snb | op osn @ (wgp) ewolseiqols sp Jenjed |Iseig
Wa438Ns Waguie] Sopep sQ “Je[N|3d 0j310 Op 3|0J1U0d O opue|npoLL sjuswanssod ‘ssojdode | ojusWINSaID OU JUSHSIUl Sp OlRIXS Op (euupsanbosi) sealge -(6002)
JIZNpul WSS Wgs) SeIN|$O 8p 0JUSLLIOS8ID 0 znpaJ euuydienbos e snb wensow sopep sQ | spepioeded ep ogdeljeae Wwod oM w olesuy | eanessyoidiuy ope|os! ojsodwio) seled | /278 Opewy | epenalosel sy
{unifydopodo.idoidAxosp
3 ‘uxoy
o|/AydopodAxosaplAuieLusp
‘TS BJILOD SPEPIDIXOI0ND -t ‘euneyad
eye wesejussaide (ulAydopodoidoidAxosp & ‘uxojol|AydopodAxoseplAyiswap- ‘euneysd '8-1SM 0110Zel1a] 3p [es op 0polsl O - ¢ ‘eulundiy ‘esoudiy) ealewer
- ¢ ‘euundiy ‘ssoudiy) sopejos! sojsodwod 03uid SO (1Y) L SeIN$d 8p elwsons| ‘| TS | OPUEZIRN | TS BHYNPE | SB|N|gd 8p BIW8INg)| (leJowmyuue) Sope|os! sojsodwod sealge -(z102) 72
Jen|32 Wiadeyul| e B4ju02 SOAJRDYIUSIS SOIXQICHD SOHJ NOJISOW O)nig [ouelaLU 8p OleiXa O | 3P JB[Nj32 Byul| B WOd ogM uf olesul BpepIX0joN) 2 02ljoURI3W 0JRXT saled Jo epewey | ggjoen sy
eI2UJaKIs}ul NO YNQ Op O33JIp Ouep Ok OPIASP 3juswl|anissod ( (QNQLW-Y) euo- (HS)
‘seusBlieoued seinj@d wse asoidede s |\/z D sp oesud e znpul NALA- ©02IXQI0H2 g-joxolp [¢'1] [p-£'Z] oyeu
sjusde onou () "ssojdode ep oednpul e WO jus)sisuod ‘esesswijod (ssoqu 4Qy) llod 8 & [£'9 % ', €] oinjoiplp
-asedsed ‘g-asedsed ep epeloy|sw oedeAle owod waq ‘Xyg d £6d seanoidode-oud seufsjoid -6 ‘8- (jlusjixoleLuL ealewer
ap epe|ndsJ oessaudxe 8 |\|/z © oplaowold ‘sezen O B OF op odingdelsy sipu) ojdwe wn "1 1IN ®p B21433LWLI0I0D BOIU2R)} (jesowmue) | -G'%'e) -6-Ix0leWi-y) Cledxe sealge -(1102)
Wwod ‘J8oued ap sodi ap speuIW BN BILUOD SPEPIDIXOJONI NigiXe ‘qNQLIN-F ‘S1usSe orou g | ejad elwsdns| ap enjed Was oM ur olesul BpEpIX0joN)) ap ope|osi ojsodwion saled 1818 SUUM | ereyrmen syaty
‘|eneedwod spepIaIxojo)d “Je|nje2 eussjoid eied sjueiod owod
BN W) SOJRJX3 SO SOQWE 'BpI2BLUOI BIIXGIOND SPEpIAle LoD SeueuS|| Sp SSjUsJaylp | g BUIWEPO.IOHNS OPUBSN  02UI3WILIOJOD osonbe 0AXIN
sjuEIseq SSpepljuenb weyusjuod sedljouels & sesonbe Ss0SnjuUl SE EBIOGLUT "SOJIXQI0ND | opolpw  ojed  opeziess gy SeINfEd (lesowinyue) loue)s OjeJXa ‘osonbe sealse -(5661)
SO}3ye Sepo) Welejussaide sagsnjul @ Sojedjxe SO SOpo] ‘esonbe oedel) ep 0eJ3XS WIOD |3 BZ |H SBIN|3D OPuUBSN G4 W olesul BpepIX0joN) onpjsal ‘ojniq openxy saled Je e Yy | exgyroen spafy
‘oAljIsod 8|0Jjued owod eulie|dsio e wod ‘01sodLuiod
op 0BJEJILSIUOD Bp OJUSLINE O WOD JE|N|32 Spepljigeln ep ogdinuiwip ejed operouspine |o[eul] & [oluSW SOpEe|os!
104 05| "8]59] 9p seJlsoLe se oedisodxs ap U g/ sjueinp oedesusdouod ep sjuspusdsp opow 11N oresus s0)sodwiod 3 jouelsw
win sp opIqIul 10} S8Je|N|32 SBYUI| SEp CJUSWIASaID O “(/-4DIN) SeussS|Jaoued sejn@a se aiqos | Jod (£ {DI\) ouewny ewew ep oJaued (Jesowimyue) ‘euc}aoe ‘o|l}e op Oje}ade elpul - (ET02) susjosnens
sajusjod soysys Wweliznpo.d [ojeul) 3 |oJusLL SOpe|ost 50350dWod S0 81GOS SOIIXOJOHI SOPNIST | ap Je[N[92 BYUI| WS SOPEeZI|eal 04/ L 0lesug BpEpIX0joN)) ‘ouexal-U ap 503 seyjoq | 7& H eyidang Sy

(oedenunuod) spatyy olsugd op sejued ap SSIUINYISUOI0N) Bp eAljesaljoidiue ‘edIxplouss ‘edIxQlo)o apepinlyY — 6°Z elege]

69

Avaliagdo do potencial bioativo de plantas medicinais do género Hyptis

ins Rios

Mart

jaine

das do cerrado brasileiro. Re

oriun



CAPITULO 2 — COMPOSICAO QUIMICA, ATIVIDADES FARMACOLOGICAS, TOXICIDADE E USO ALIMENTAR DE

Hyptis spp.: REVISAO SISTEMATICA

Souasopusa sejupyns sodnis
ap oededpiped e snjonus [B1OUSSSS 08|19 0 anb WeieBNs 8 ‘J0JRId8SSIUR SPEPIALE BNS
Jod & sajuepixonue 8 salojeloidoys sowsiuessw dod opelpaw 8 30 op Jojsjoidolises
oyeye 0 anb wessow sopeynse. sQ “Je|n|ad oedelsy|joid 8p Jes|onu ousSIue Op BSI|BUR
2 eoIgg|0isly ssijeue Jod epewlyuod ‘edused esoonuwl ep oedeisussal eane
opusnowo.d ‘edu)sed oess| ep eale B g’/ Wa Niznpal 30 Wod ojuswielel} O "eaujses
esodnw eu (%8'c/) Hs-sodnud sop oedsjdep e niusasid o (%G'zZ/) YAW 3P SleaU
s0 niznpal ‘(%g8'yG) oanw ap oednpo.d e nojuswne 30 O ‘sousdopus sejupyns sodnid
ap oededioiyed e anoaua 30 op JojsjoudosiseS oysge Q eunyseSejuad @ eulwelsly

“(¥NOd @ Svd
‘JH) earwnbojsiounw) & e2180|03SIY SSljeue
® 0299e OpIog Jod epiznpul BILSES BIBD|N
8p ojgpow o|sd epeljeae 10} OBIEZLEIID
ap apepioede y "joue}s Jod epiznpul eaLses

Iiseag - (¥102)

Jod epe|nwiisa ea1)se8 08384035 Bp ZapIoe B 3 SWNjoA 0 niznpal (84 / 8w QOt) 30 O | 2499|N 2p ojapow ojad soje. wa oAx &/ olesul oedajoidonses | (3Q) [e1ousssa 03)Q sey|o4 /e J2 seplen Hsnew spaAy
“euljeled LWis SOpIGeqUIa o |OLLIC) W@ SOpext
's0jel Wa ednedsy oedeisussal e Jejnwnss | opeSy Sp SOpIIs} We yNDd-hue ouewud
spod osonbe olesxe o ‘ojuepod ‘enb @ 44 odni3 ou soudojedsy sp oedessyjoid | [euojpouow  odiodpue  opuesn  (YNDd)
e nojuswine eip/3y/8WQQl 8p 3S0p u Lsodnany SHAAE ep osonbe ojenxs ap | Jensd oedessjijosd sp Jespnu  oussiue
oedessiujwpe e anb wessow sopeynsas 58353 (0000 = d) %6z2'8 F Z1'1zep 104D |0  eied  edwinboisiy-ounwi  oedeiojod eajedsy jiselg - (z102)
odnJg oeu ojuenbus ‘4 16°gT T 9GS 10} 4H odnid op eanedsy oedessusdal sp solpul () | Jod  so3uopunwied Wi oM W olesul ovdelsusday osonbe ojesx3 sey|o4 ‘e s ewn 2502)jonj SHAAH
1)
a5eI9)SURIOUILLE BUILB[E & BSEIRJSUBIIOUILE
ojepedse ‘(47y) eules|e ssejejso) ‘euiqnul|iq
"gsdes ejed epiznpul eanedsy oess| e equod Jojsjoid OJi8e WN | BP SOJLSS SIBAJU SO OPUIPBLL EBpEl|eAE [0}
eyusdwassp 30 O "#sdes ejsd epiznpul ssepixolad euonein|s ep apepiaie ep oednpas | ealjedasy oeduny e 3 (470) 2289 oedeinpad
e & eofedsy eaipidi oedepixoied ep oedens|s e niqiul 3O O ‘0SSIP WY "SediSojopow | 8 einped) sp ojspow ojsd epiznpul 10} (8102)
ssodelsye se niqiul & euIgnAIIg & 1Y ‘1Y 8P SO2LSS SISAU SO noz|lewliou 30 O | 85das e spuo souopunuied wasoam ¢ olesul ogdsjoidonses | (30) [eroussse 0s|Q sealse salied 1€ j8 ewn] ejeuasd sHAasL
“(sluswenndadsal
‘sjonuod odru @ 8y/8w Qpe-30) opel sp Bw/jowrd 1'p F $'z eied zzZ'o
T 6'E ap |oueje ojad epiznpul eaipidi] oedepixosed eu oednpas ewn niznpoid 30 wod
ojuswelessid O “((Z)wwi'g F £9'gE) 8|04u02 odnis oe oedesedwod we ((Z)ww g9'y
F /0'97) euselswopul Jod sepiznpul seaujse8 s80ss| se eauod Jojsjoidolises oysye
wn niznpoud (8% /8w QOE) 30 © ‘ossip Waly “((Z)wwip'se F £0'811) joiuod odnid
oe ogdejal wa (ausweandadsal ‘(Z)ww (FS'0 F TZ'T 2 28'0 F88'Z '16'T F 99'g) ‘BUIDB)BLWIOPUI N0
8%/8w QOE @ 00T @ OF @p S8SOp SBU ‘JQ W02 Sopeje.-a4d SoFuopunwed Wae epeaIasqo | 0JNjosqe |OUBl 8 Sepiznpul Seal)sed selad|n j1seig - (£102)
10} ojnjosge jouejs Jod sepiznpul sealses S30S3| Sp RARIYIUBIS 0BJIGIUI BULIM | WO SOIINS SOYIBLW SOJR) W oAM L/ Solesu] oedsjoidonses) | (30) [erouassa 03|10 Sealge saued /€48 zZiug ejeua.o SHaAH
edj3ojolq sjed/ouy
sope}jnsay opesn ojapoy aps ANy olsodwos) ejueyd ep ajieyd oy ajoadsy

'SHAAL 0Jaug3 op sejue|d ap SSJUINYISUOI0} ap SjueZIedd ‘elo}sjoidoinau ‘elo}a}oidoyld ‘elo)sjoidoleday ‘elo}sjoldosises apepinly — O01°Z elegel

70

1S

Hypt

enero

icinais do gé
Mart

tivo de plantas medi

102

do potencial bi

iacao

Aval

Rios

Ins

iro. Rejaine

das do cerrado brasile

oriun



CAPITULO 2 — COMPOSICAO QUIMICA, ATIVIDADES FARMACOLOGICAS, TOXICIDADE E USO ALIMENTAR DE

Hyptis spp.: REVISAO SISTEMATICA

‘opn)sa 3)saU OPEAISSQO [0} SPEPIDIXC) 3P [eulS
wnyusp "eaulsed esoonw eu (%G1T) 493 @ (%G/) g-X0D ep oessaidxe ep ojuswne
OB OpIASP 020)3dk OpIde ojad Sepiznpul SedLISES S8QSs| 8p 0BdEZIIED B NOJ3[BIY
"BAIIRIZ2IN 0BS3| 3P B3JE BU 0BINpRJ 8P %/Q W02 BIND 3p speploeded spuesd ewn
noJjjsuowsp 3Q e ‘ossip wly “(eupuejSelsoid)zing ep steau sojed epiznpul (%82)

30 Op eJnd ap apepioeded e JeljeAe
eied sopez|in weloy waquel (493 8 Z-X0D)
10| WIBIsap oOlesus 0 @ 0d)goe oplog dod
epiznpul eaL)seS e4Sdjn Sp ofgpow Q ‘Z39d
@ 0N 'HS ‘ON 8P SojswnBWOIE SO B
eiojal08ssiue opde e sopeljeAe Welo) ‘oede
8p sowsjuedsw SO Jepnj@ eied “(AIYSN
8 |oue}s) S8I0p80. Bp SiejusLILadXe So[epoL

ajsey @ sey|o

Iseig
-(1102) 72

0214358 02nwWw 8p oednpo.d ep ojusLWINE OB OPIASP 811020 3 ep eJ0}o8j0idoiised oede yf | Wa opeljeAe 10} HA\ SOIeJ W oA/ L/ olesul oedsjodonses | (30) [eroussss 09|Q ‘selpugasaiopul | je ewefeye] 2485101ds s
‘eAlje|Loyso)
apepiAe ens Jelslje was opeSy op |eLpuclolw euolelidsal ogduny eu oednpal "Jase| wo? eidess]
ewn Jesned @ eojeday oedessusdal e Jenwinss wapod eugjelsdoelul eidelapisse| | B OpeId0SSE 0sonbe oje.pxd Wod (dH) [ersed eafjeday J1seig - (5002)
wod 3y/8w Qoz e greuyosed sydiy ep seyjo) sep osonbe ojelxe op oedeldosse Y | elwoposledsy sode soles we oA Wi olesu3 oedessusdey osonbe ojesx3 seyjo4 7€ 32 O3 greuoed spafy
“|eLIpUGJ0}ILL BUBIGUISLL 8p 0BSe| W8S sjusLl[@AISSod ' [epUoIoHLU
e(S1us sp oednpoid e niznpaa eueid ep seyjoy sep oledxs o ‘ellsuew ewngje sQq
‘|[elpuosoHW ogduny ep il
opelss op @ (1SYy) eselsjsueljouilie ojeliedse ep [sAlu Ou BAIRIYIUBIS BjUsLUBISIE)SS (s21u0.18|3 "8I uos|iy ap ojeisixo)
oginpal 9l ‘dH oe oedesedwod ws ‘00ZAdH odni8 ( ‘eujedje sselejsol | odueiSosejod opolsw  ofgd  [eupuodOlL eoneday liseag - (1002)
ep enjeayiudis oednpas nojussaide ‘sp oe opeledwod opuenb ‘0gzQsO odni8 Q | oedesdsas ep opnisa Wod oaM W olesul oedelausday osonbe ojes)x3 seyjo4 Je 12 o) gjeu2ed spafy
'sojed Wa %/9 ap [e1died eiwojdsieday sode oped) op oedeisusdal e 3igos sjuejnwinss ‘01-0d leuojaouow odioanue
opaje oaesyuSis sdexe ‘jewiue sp 8y/Bw QT °p oedelquaduod eu ‘geugosd | © opuesn ‘YNOd edlwinbojsiy-ounwi ap eojeday J1seag - (z200z)
SQaAL ep sey|o) sep opezi|jol| ojniq osonbe ojelixs op selp ¢ ajueinp oedeljsiuiLpe i | opoleLW op olew Jod solel wWs oM wf olesu] oedelsusdsy osonbe ojesx3 seyjo4 je 18 enjis greunosd spasy
"250p ep sjuspuadsp “EUIDBISLIOPUI 3P BauEINgNs oedslul
euwlioj ap euelswopul eiad sepiznpoid seauiseS ssodeisye se sjuswWeARedyiud|s | Jod Sepiznpul soydew Soled sp BILSES | (edjusdoladinipue) l1seig - (2661)
niznpal (8y/8w QOT-0S ‘£414) 020 o ‘(di @ od) sjusweinaid opeJjsiuLIpe OPUBN() | BSOINW BU SEJSJJN WOD OAM 4/ Olesul oedajoidoiien) [e1ouassa 03|Q seyjo4 | yeje esoqieg syigent SRAafH
EEEEN N ENEENART
"BUIDE]BLLIOPUI @ |OUE}®/|DJH ‘|ouel® | ‘olnjosqe [ouele wod epiznpul epnSe ealises | (edugSosedjninue) (1102)
Jod sepiznpul selao|n se niqiul (84,/3W 00t @ 002 ‘00T) 30 op |elo oedeasiuLIpe \ | BISDIN WO JBJSIM SOlel WS oA w/ olesul ogdsjoidosisen | (30) [eroussse 08|Q seyjo4 e Ja seplen nsnpiew spasy
NPig 8 /9y 'YNOd eled apepinjeal
ejad opelouspias owod Jejnjea oedelsyljoid eu ojuswine nasolwoid 8 ‘eaiSo|olsly asijeue
elad opeuyucd owed ‘saienpued SENj2 SBU 0dNW 9P SIBAU SOp oedeinejsad 8 (npig @ /9
eneayiusis oedessualal nanowoid ‘eau}sES BaIR BP 0BRSS B %] 'EH Wa niznpas NID B | Y ‘YNDd) edwunbojsiy-ounwi @ eaido|olsiy
‘e21UQJI BJ3D|N 3P O|3POLU O "BILI]SES BS0INW BU (%' G) 8SEpiXoiadojeiw ep spepinle | ssijleue & 0J11de  opioe  Jod  epiznpul
e 8 (%£'gG) ealpidi oedepixclad ap [aAlu 0 Niznpal 3 (%9'Z9) HS- sodnu8 sop oeds|dsp | edlugud e Jod epeljene 10j oedezuiedId
e niuanaid ‘(%g'68) oanw 3p SIBAJU SO nNojuswWne | ¥ "epenwiiss ceu sew ‘|jeseq | sp speploeded Y (esojzi03ssnue
epioe 0edi08s 8p awnjoA o niznpas (8 / Bw QQT) NID |eulssjul OHSUB] O WeJelae | spepiaje 8  |eunsajuuised  spepijow NID - (joau-g'T)
0BU SEW ‘00U]SES OJUSLUBIZEASS O LURIIGILI N|D 3P SBJe SIew $350p Sy "euldelswiopul | ‘epnde  oedesson) sojodojoud  sausiayip [e1ouass? 03|0 Op l1seig - (5102)
8 |JH / |ouese ‘joue)e Jod sepiznpul seaujses 58058| Se niqiul N|J Wod ojusweles} O | B sojsodx@ Jejsipy SOJed WD o4 W/ 0lesul oedejoidonser) | opejosi ojsodwo) ZIp oepN YCEER:-TTRl| nsnew spafy

(oedenunuod) spaAr o1augl op seueld ap S81UINYISUOI0YY 8p Blueziedld ‘eso}sloidoinau ‘ei0}s104dolo ‘eso}aloidoleday ‘elolsloidolisesd apepinly — 012 elagel

71

Avaliagdo do potencial bioativo de plantas medicinais do género Hyptis

ins Rios

Mart

jaine

das do cerrado brasileiro. Re

oriun



CAPITULO 2 — COMPOSICAO QUIMICA, ATIVIDADES FARMACOLOGICAS, TOXICIDADE E USO ALIMENTAR DE

Hyptis spp.: REVISAO SISTEMATICA

‘epedyipowt
‘|edeLUIO)SE JOp 3P Cjualueled) ou | BUISSM SP BIEWED Bwn WS opeluow 3 BUOAB|JOJIBPIS 02IX3
epesn Jes opuspod 021IpLIO|2 OpIJe 8p OeJeIes B Aigiul Ok (oleozueg- (ouiwejidoidjiusy | enb ‘oyjaoa ap opejoS! [BISIP LIO|@I Op 0S02NLU opejos| o}sodwod - (566T)
-€) -Z-01U-G) GddN Bp Soe Sleneieduliod SOLIQI3II3SIIUR SO)RJ8 SAS]) BUOABIOIUSPIS i | NO 05013 OPE| O OPUBZI|N 044 W olesul J0JB4035 Uy 3 oJniq ojes3 sealge saped jeleyny | ereyaiien spaf
"opou
odedse ou eplis) Bp O|3POLU 8 OBSIDXE ‘OBSIdUI
opuezijyn ‘(84/8wQ08 & Q0F) SeIueyp
‘ogdezayids ap opouad op oedINUILIP 8 085 | S350p SENp WS ‘J8}9 WO Sopelssjsaue elpu|
ewojnues8 op osad op @ euljoidixoply ap J0d] Op ‘epuis) ep oede)ued ep ‘ewojnuels | Jejsipy SCJBd WS Sepul) Sp  oedezLIedld - (€002) .\m.
op eiganb ap edio} ep ‘sjad ep eigsnb ap edioj ep OAIJRIYILSIS CJUSWINE 8S-NOAISSQQ | 3P SpPeplAle e ojuenb oM W olesul sjueznetol) 02ljouels ojesx] seyjo4 | Je Jeyiemays | swsjosnens spafy
“Slew|ue sop 9|oJjuod odnig oe opeiedwod opuenb
opdeusde|od ep ojusLIne nolouspIAe os|odad ap Jalg ap ojeJxs Wod opejes) odnig op
oede|nueis ap oplas) op 02180jojedolsiy opnisa (O “euljoidixoiply sp 03} 8 oedejnuess B2IULIjoIO)D ende 3
ap opioa} op eigenb ap elioj ‘oedejnueld ap essew ‘oedes) e eppugisisal ‘oedezijends |003Je ‘ollLLIoj0IO0)D
&p opoliad ‘oesioxe ap eplia) ep ojusiieyds) ap wadejusdiod ‘sosjsweled sop ojnajed ‘souiq|e Jejsip soled opuezi|in ‘gusn|os
ojad solespa souno wod oedesedwod W BPLIS) 8P SO[SPOW SJ] SOU BARRIYILUSIS | olow odedse ap ogdezuledd @ oesiaul ap J219 ‘osjonad elpu - (6002)
Sjuezuledd spepiAle welejussaide os|joed Sp 4s)9 9P SOJRMXS ‘SOJRJIXS SO SJJUJ | ‘OBSIIX® 8P SO[SPOW WOI 04M W/ Olesul sjuezneiol) 3p J3)9 ap ojeaxd seyio4 | yeje fouays | swsjoanens spafy
*10}9]0Jd0J}SES SjUSSe OLLIOD BjUe[d E}sap 0Sn O 81qos Sepele|al
ssodedipuinias se eied spodns wn3je sJsulo} & eOL)SER BN ep epnSe essd|n
ap so|spow sejusisjip wa eiolejoidosyseS spepinie ejussaide ‘saiopsol e ajuswielo ‘(433) ome sp
opeqsiulpe ‘sug/osnens sHdfy ep OleiX@ Wn 8nb wensowl sopeynsal SOSSON “iojejoudonsed ojejeoe 8 (JIN0Q)
ojupyns sodnig anjorus 4xeH @ JHOIF op oede sp Jojeloidosised owsiuedsw | opaye ou N3IN Jod sodiloud oeu sojupBYNS ouejaLIoIopIp
0 anb opuussns WIN ap oedensiujwpe ejad sepeqiadcexs Weloj sealjsed sesedessdin |8 JWyN-] wod ojuswelen-3id tod epeljeae ‘(4xaH) ouexay =p
sy “(essensa - ealwuRlodiy oesual @ SQ|ySN'[ouels ‘jouela/|H) soalugSolaon sejusBe | 10j QN ep oededidiped y -sepnSe seoujseS sa0dey 3 (3JHOR) (£102)
$o sopo} Jod sepiznpul Sedulses $apss| Se sjuaLlepedlew Weznpal {xsH 8 JHOIT | SeI3dIN 3P SOSPOLL SOLIBA WS 044 L/ olesu] oedajoidonsen odljouele ojesx] sealge saped Je 8 snsaf | susjoanens spafy
"0AA Wi SjusuiediInb sepiznpul
8pepIdIX0JONI 8 apepldixcjojedsy esuod saiolejoidold & sasolsjosdojedsy ssjusSe
OWO2 SIBIN 485 wapod sus/oaAens i Sp 0J1|QUBJSW OJRAXS Op SOLONGIUl SOHS)S SO
‘sjuspuadsp eaisuew ap ossadoid a}se aqiul [e}aSan OJel]Xe W02 SE|N[2d Sep OjUsLLIE)e.] ‘L 1|\l olesua Jod epeuiuLs)ep
-21d 0 & sepeAl|Nd SB[ WS Je|Njad SLIOW € ajUsIBAIRIYIUSIS ZNpUl ‘Sainl| Sledlpel | wdquwie)  10)  Speplaxolo)o Yy “sojed
8p Jopesa8 wn ‘olugBoipiy ap opixodad () "sojel we |90 Jod opiznpul odedsy ouep | W (¢ [0)) ouogied ap olalojaedls) ojpd (e403104d0}12) elpu - (Z102)
op oedusnaid eu ZeIlS 10} SUSJOSNENS f{ BP ODI|OUEBISLW CJRIIX3 WO ojuswejel}-3id Q | epiznpul spepidixojojedsy Wwod onm w/ olesuy eiojsjoidedsy | 0IOURISW OJRINKT seaige sapeqd | /2 J9 Ueyeyn | susjoanens spai
“0]pYjNs sodnig @ seulpue[Seisoid
‘ON @AjoAuR o)sodwiod 3)sap elo}joidoises opde ap owsiuedaw Q Sjuswealdadsal
‘oedejoidonsed 8p %Z'0/ @ 9'6E ‘€12 '9'¢l welejussaude 3y/8w Q0T @ OE ‘01
‘c e ojsodwod 8)se LWOD SOpejel) Sojel SO “SoAle salojsjoidolises ssjuaBe sop wn el “sojel |ojosnens 0013
‘oje.yx@ 8)sap ope|os ‘|ojoanens ojsodwod o enb & (8Y,/8w Qo1 @ O 84U S@sop Jesnoe | wa [oueld Jod epiznpul eauised elsan ep ope|os| 0}sodwod -(z102) 72
%0/ ap opad) eiojejoid spepinle YU} oUBXSY 8P ojelixa 0 anb wesjsow sopeynsal s | [ejusiliadxs o[@poL WN WO 04/ Ul olesuy oedajodosisey) | & ouexsy ap ojesHl Seyjod | j8 sneziy-eIsp | susjoenens spafy
"1 1N Jod epeuiwslep Io) apepljiqein
(eio}sj0idoinau spepine) apepidixojoinau ep oedinuillip nodisow 330 | @ ‘O°H Jod ejis) 10} ONJEpIXO 3553458
(50°0> d) (%€'/¥) ‘O°H & seuade sejsodxa se|N[2 S W02 OpdeiedwWod Wa nojuswne | 8p 0gdnpul y "BWO]SE|GOINaU SBIN@Y Wwe (33) elpy| - (#102)
‘O'H @ 33 op seodesusdu0d Ssjusisyip WOD Sepelel} Sejnj§d Sep BIJUSAIARIQOS Y | SPEPIDIX0I0NI 8p S8)s8] WD o4M uf olesul eiojploidoinap | odljpuelsil ojenx3 sealge salied | /2j8 leyeys | susjosnens spafy

(oedenunuod) sgaA olsugd op sejueld ap S8JUINYISUOD0Y 9P sjueZLIedld ‘elo}aloidoinau ‘ei0}9104doyo ‘elojsjoldoedsy ‘elolsjoldosses spepinly — O1°¢ elegel

72

1S

Hypt

enero

icinais do gé
Mart

tivo de plantas medi

102

do potencial bi

iacao

Aval

Rios

Ins

iro. Rejaine

das do cerrado brasile

oriun



CAPITULO 2 — COMPOSICAO QUIMICA, ATIVIDADES FARMACOLOGICAS, TOXICIDADE E USO ALIMENTAR DE

Hyptis spp.: REVISAO SISTEMATICA

"SepionasUl
SOAOU 3P OJUSLLIAJOAUSS3P O eled [eiousjod spueld ap eiud-euglew ewn oes gieujosd
4 9P SIBIOUSSS® S03|0 SO 'SPEPIOIXO} 3P OMJpE ONe W wWeleynsal solsodwiod
siedipund Sop selgulg SeInjSIW se ‘|esad w3 opdisodxa ap SeiA se Sequie Wa oua|youed
-¢] odnoiwinb op |e12U9S53 030 OB [SAIRISNS SIB 10} ESOpa0IqNI SUSPXSs 7 "ordisodxs

‘2104 esgydoign suapxes
epy 8 KIsw3 wezieq xswiAwosdy Selsperod

8p SBIA Se Sequue Wewezeq 7 esed 021xQ) SleW 104 euouasnwe|ed odijoiuinb Q “soyuizos | seSiwic} se eAUOD 080 Op  S0jsoduiod JIseig
sojsodwoa siedioudd snas snb op S0JIXQ} Slew wWels S|eppussse sos| oedisodxs | siediound sop seueulq seinisiwl & (oedeSiwny -(/102) 7228
8p SEIA Se sequue Wa seBiwio) se eied SO2IXQ) Weloy e1eujoed 1 ap n_m_ucmmmm 5080 SQ | @ 01ejU02) ordisodxe Bp Seln Sep oAx uf olesul epionasy| [e12Uass3 09]Q) Sey|o4 | BJeuBI|y-esoNa4 ereuosd spaAy
"Sjuaienndadsas 'wdd g /g
‘smelosgenbunb xainy) oe ajuay 8 wdd g'gT ap (epidiue| spepille) ™10 ep soAdadsal
salojen aAGoe sspay B SlUR) ‘SEPEIRISUOD LWeIO) MSMIEL i Bp SO03|9 SO Bled
'508|0 sou sejussaid
SISJIOA SBJUINYIISUOD SUNSje 8p SOJIXQ} SO)i@je SOpenjusde Opued(pul ‘Sepejss} SenE| ‘BPIA 8P OIPE}SS 0419048}
sep %0071 #1e ap epepllepow ap apepijedusjod wod ‘soAesyiuSis sjuBISEq SCpEYNSe) | ou smesgenbuinb xsin) & ndEse sspey Jiseag - (5002) yueg
WelesjsolW 8 ‘ojusiuelel} op oldJul Op SONUIW Zsp sode SepeASSQO LWBIo) Sasijeue Sy | sojnbsow sop SeAde| opuezi|iin oam uf olesuy eplonssy| |elouassa 08|Q seyjo4 12 j8 €507 lsniyew spafy
|o3UIR
“sjuawenjoedsal -g'1 ope|os!

‘eaueig-eosow ep egeid @ sndusp ep Sal0leA louesie eisnusg ® paisse sspsl ep HdASae sspsy 8p sene| 8 (eouelq BISOLW) 0)s0dLwod Selougosaloful |1seag - (€002)
se/ue| equod opejaunuoid epjoiesul 0)iaje NoJJsoW |08UI-g T @ SeU|0) Bp [eIoUBSSS 080 Q | Mfo/juadie eisiueg BIUOD oA L/ olesul BPIDRBSY| | 8 [e1oUBsSa 08|) 8 sey|o4 /e 38 olneiy usniew spasy

‘Sadinalg f{ Wa SoLepundas SOHjOGEaLU Salsap ouoje|al oliswud o @ 8153
'5001d02504105ds3 SOpEp WS 358G WO BUC--USWOIZ- (|IUs) -IX08LL- {7 -Z-IXOJ3W-/-IX0IpIY
-G @ |o-g-UOAR|-IXOJBLIP- ' -X0IPIY-G OWOD SOPEJljuspl Welo) @ olesusolq Jod opeins
ojusweuoldel) o sode ojelixs op diped e sonlje $0}50dWod SIop SOpe[os! Welo4 "CjusLwLIelel]
ap selp sai} sode (ZG6'0 F G8GT'E = AMIPBP ‘%p'y - %Z'Z = T4 %G6) %0'E ap lo}
580124q ' SP OUBSWOIO[DIP 8P ClelXs Op (BPI2IAE] SPEPIAIE) ™2 J0jBA () "SSPEpI|ewlIou.
op ewed edwe ewn niznpul oeddnusiul eSS3  esopoLRBW  BP oeddnusiul ((eepintooyy :essidopide) (“psiog)
e no/a epeied e opirsp e}s|dwod |ere| spepljeniow opuiznpul ‘(sepinjoop eisidopids) | sijeionl| essydopods oepoSje sp eyjo} ep Jopenb3
("psiog) syesony essjdopods oepos|e 8p ey|o) Bp BLLIBA Op OIPEIS® £ Op B/IE| B BJJUOD | BLLISA Op OIpElS® £ OP BAJE| B BJILOD BAU0D ougjBIIOIP -(€102)
eploljasul spepiAlje aLioj elIN Welsuowsp (sesdeiwe) seaiesq sidfly sp Soleljxs SO | OJeiXs LWod sepejel) Sey|o) Wod oA L olesul eplonasu| 8p ojeud sealge saped 12 j8 Mes sadinaiq safy
"SHIOW el sjusLU[eUl 8 OJUSLLIOSaId Nas ou OpJeyal 10d NINgas s enb Sy2/og) G op Sene|
ap oedenud ejad sienesuodsal J3s Wapod oIpILU OUIIS3)UI Op SB|N|$2 Seu seujsijoid p Joal ‘olpaL
oxieq 0 & SOpE)Sa) soedio sou einjaunbie ep oeINISap Y "8[0JjU0d O Wod oedesedwod we | ounssjul op sielspds sen@d seu seursjoud
epINUILLIP 10} WaquIe} sepejel) seale] seu (30} eussjoad y (1ySidje|y sp sojngim} & olpaLl | 8p [e}0} OPNSIU0D O BIgoS ClesjXa Op Clis}e Jopenb3
ounsalul) siepa soedio siop sou sealdojolsly saodesslie nodoaold B syesolly eisldopods | o Jeulwssisp eled OLINJJSLL 3P |OUBJOLLOI] 3p odljouelsw -(5102)
8p SeME| 8p OJUBLLINCAUSSSP OU SOJNEWERIP SCJ8J8 NOSNed CJIjoUBJSW OjeJjx@ () | [NZe BydUBW 3P BIIUIS} B WOI 04/ W Olesul eplanssy| ojeipq sealge saped fpysoy o 1qes sedinaiq spafy

esi3ojol ejueyd sied fou
sopejnsay opesn ojapo\l uvuv_r«“ o)sodwo) o mt_un_ \‘.ﬂﬂse.c a129ds3

'SaAL 0JoUgs op seiueld ap SLUINIISUJ0) 9p epioLedR 8 sjuajadal ‘eplonasul apepIAly — T1°2 elege]

73

Avaliagdo do potencial bioativo de plantas medicinais do género Hyptis

ins Rios

Mart

jaine

das do cerrado brasileiro. Re

oriun



CAPITULO 2 — COMPOSICAO QUIMICA, ATIVIDADES FARMACOLOGICAS, TOXICIDADE E USO ALIMENTAR DE

Hyptis spp.: REVISAO SISTEMATICA
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CAPITULO 2 — COMPOSICAO QUIMICA, ATIVIDADES FARMACOLOGICAS, TOXICIDADE E USO ALIMENTAR DE

Hyptis spp.: REVISAO SISTEMATICA
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CAPITULO 2 — COMPOSICAO QUIMICA, ATIVIDADES FARMACOLOGICAS, TOXICIDADE E USO ALIMENTAR DE

Hyptis spp.: REVISAO SISTEMATICA
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CAPITULO 2 — COMPOSICAO QUIMICA, ATIVIDADES FARMACOLOGICAS, TOXICIDADE E USO ALIMENTAR DE

Hyptis spp.: REVISAO SISTEMATICA
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CAPITULO 2 — COMPOSIGAO QUIMICA, ATIVIDADES FARMACOLOGICAS, TOXICIDADE E USO ALIMENTAR DE
Hyptis spp.: REVISAO SISTEMATICA

2.4 CONCLUSAO

Esta revisdo sistematica reuniu uma série de estudos que versam sobre a composicao quimica
e as atividades biologicas de compostos bioativos extraidos de plantas do género Hyptis, todos oriundos
de bases de dados mundialmente reconhecidas (Scopus, Pubmed, Science direct e Scielo). Uma vez que
representantes deste género sao intensamente usados na medicina popular para tratamento de
enfermidades, varios investigadores se viram envolvidos pela oportunidade de encontrar nestas plantas

novos constituintes com propriedades biologicas farmacologicamente importantes.

Desta forma, ha de se ressaltar algumas publicacbes para espécies Hyptis. Todavia, é preciso
considerar que ainda ha espaco para o desenvolvimento de novas pesquisas. SO para se ter uma ideia,
ha relatos da existéncia de 400 espécies de plantas do género Hyplis, e conforme, esta revisdo apenas
40 espécies foram avaliadas, 25 quanto a composicao quimica, 30 quanto a atividades bioldgica, 05

guanto a toxicologia, 01 quanto a alimentacao.

Se considerarmos, por exemplo, a atividade biologica mais investigada (atividade
antimicrobiana), verificamos que foram estudadas 18 espécies de Hypiis e ainda falta 382 espécies a
serem pesquisadas. Destas espécies algumas foram avaliadas quanto ao efeito do éleo essencial ou do
extrato ou da biomassa. Até mesmo para testes envolvendo a espécie Hyptis suaveolens (a mais
estudada), ha uma infinidade de microorganismos, como bactérias, fungos, leveduras, protozoarios e
virus ainda nao relatados na literatura. Sem falar de fatores como genética, clima, solo, fotoperiodo, fase
de desenvolvimento da planta, latitude e altitude e parte da planta que interferem no teor e composicao
guimica dos fitoconstituintes ativos e que podem configurar casos de polimorfismo quimico nas espécies

Hyplis.

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 biologicas, recomenda-se o prosseguimento de estudos envolvendo as espécies do

género Hyptis.
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3. AVALIACAO DO CULTIVO /N VITRO DE Hyptis spp. NA PRODUCAO DE
METABOLITOS SECUNDARIOS

3.1 INTRODUCAO

A forte demanda comercial pela producdo de medicamentos naturais para tratamento de
enfermidades tem crescido bastante nos ultimos anos sendo necessario a busca de alternativas que
supram essa necessaria producdo. As plantas tém contribuido de forma significativa para o fornecimento
de produtos naturais, ou metabolitos secundarios, muitos destes com grande valor agregado devido a
imensa atividade farmacoldgica que possuem. Para se ter uma ideia, 80% das substancias
medicamentosas, como drogas antimicrobianas, cardiovasculares, imunossupressoras € anticancer, sao
diretamente derivadas de produtos naturais ou desenvolvidas a partir de um composto natural de plantas

(Maridass e Britto, 2008; Gordaliza, 2009; Pan et a/,, 2013).

Entretanto, deve-se pontuar que apesar da producao consideravel de compostos naturais pelas
plantas, o isolamento dos mesmos na quantidade necessaria para os usos citados acima € dificil e
limitado. Em parte, pela producao que é restrita a algumas espécies ou mesmo por serem utilizados
pelas proprias plantas (Bhojwani e Razdan, 1996). Além disso, grande parte das espécies de importancia
na producao de metabdlitos ainda é selvagem ou esta passando por processo de domesticacao, sendo
assim, pouco cultivadas (Bhojwani e Razdan, 1996). Diante destes impasses, o cultivo /7 vifro de plantas
surge como uma maneira alternativa e bastante promissora para produzir os correspondentes

metabdlitos secundarios.

Os avancos do cultivo /7 vitro de plantas como ferramenta para diversas areas de investigacao,
incluindo a biotecnologia, refletem positivamente na pesquisa basica, na industria e na agricultura. Entre
as varias possibilidades de aplicacao desta técnica existe um amplo interesse em culturas de células e
tecidos vegetais com abordagens biotecnoldgicas voltadas a producao de plantas medicinais e isolamento

de produtos secundarios com potencial bioativo (Briskin, 2007).
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Desde o inicio da utilizacdo da técnica de cultura de tecidos, constatou-se que espécies vegetais
cultivadas /n vifro sao dotadas da capacidade inerente de sintetizar compostos quimicos valiosos
semelhantes aqueles produzidos por suas espécies /7 natura (Siddiqui et al., 2013) e que esse potencial
deve ser melhor elucidado. Além do mais, esta técnica possibilitara o fornecimento de compostos
quimicos de forma continua ao longo do ano, o controle das condicdes ambientais de crescimento, o
cultivo em curto espaco de tempo e em areas pequenas quando comparados com as areas agricolas

(Sidhu, 2010).

Diferentes estratégias, usando sistemas de cultura de células e tecidos, vém sendo aplicados
com o objetivo de aumentar a producao de metabdlitos secundarios. Dentre as quais, as aplicadas a
cultura de calos e suspensao celular tem apresentado resultado significativo na biossintese destes

metabdlitos (Tripathi ef a/, 2013).

Calos e células em suspensao podem ter o rendimento alavancado com o desencadeamento da
resposta ao estresse provocado por uso de elicitores e/ou mudancas nas condicdes do ambiente e/ou
mudancas nos constituintes do meio e/ou uso de reguladores de crescimento e biotransformacao (Patel
e Krishnamurthy, 2013). Contudo, ¢ de se considerar que mesmo diante da diversidade de técnicas
desenvolvidas ligadas a biotecnologia de plantas, ha muitas barreiras a serem superadas para uma
producdo eficiente de metabolitos de interesse comercial e que somente o investimento em mais

pesquisas podera proporcionar 0 Sucesso.

O género Hyptis, pertencente a familia Lamiaceae, apresenta uma variedade de espécies de
plantas medicinais com potencial farmacoldgico e cuja atividade bioldgica necessita de estudos
biotecnologicos. Existem relatos na literatura cientifica sobre a propagacao /n vifro de H. leucocephata,
H. platanifolia (Nepomuceno et al., 2014), H.marrubioides (Pedroso et al, 2017 e 2019b) e H.
suaveolens (Veloz et al., 2013; Rodrigues et al., 2019) e sobre a inducdo de calos e cultura de raizes de
H.suaveolens (Veloz et al., 2013). Alguns estudos avaliaram a interferéncia de eliciadores quimicos e
fisicos sobre o crescimento de plantulas e producdo de compostos fenolicos ou volateis (Pedroso et af.,
2017 e 2019b; Andrade et al, 2017a; Rodrigues et al, 2019) e obtiveram resultados bem promissores.
Diante do potencial de plantas Hyptis para sintese de compostos bioativos de interesse econdmico, o
objetivo deste estudo foi a avaliacdo dos metabdlitos secundarios produzidos por culturas de calos e

células em suspensao (antes e apds eliciacao) de H.marrubioides, H. pectinata e H.suaveolens.
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CAPITULO 3 — AVALIACAO DO CULTIVO /N VITRODE Hyptis spp.,
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3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Obtencao do material vegetal

Sementes de Hyptis marrubiodes (Hm), H. pectinata (Hp) e H. suaveolens (Hs) foram coletadas
no campo experimental do Laboratoério de Cultura de Tecidos Vegetais do Instituto Federal de Educacao,
Ciéncia e Tecnologia Goiano (IFGoiano), Campus Rio Verde, nas coordenadas aproximadas de
17°48'3,81"S e 50°54'0,07"'W; 17°48'3,94"'S e 50°53'9,99"W e 17°48'3,81"'S e 50°54'0,01"'W,
respectivamente, altitude de 727m, no periodo da manha do dia 02 de agosto de 2014. Exsicatas das
trés espécies coletadas foram depositadas no Herbario do IFGoiano sob os cédigos, 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 multiplicacao in vitro

Para obtencao de plantulas anéxicas, as sementes de Hm, Hp e Hs passaram por tratamento de
desinfecdo onde foram embebidas em alcool 70% por 5 minutos, transferidas para solucdo aquosa de
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hipoclorito de sodio comercial (2,5% de cloro ativo) durante 30 minutos e, na camara de fluxo laminar,
foram realizadas trés lavagens consecutivas com agua 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- sacarose e 3,5 g L* de agar e vedados com parafilme. O pH
do meio foi entdo ajustado para 5,7+ 0,03 antes da adicdo do agar e, a seguir, ja com o agar, foi

autoclavado a 120°C sob 1,2 atm, durante 20 minutos.

Apds germinacao das sementes, esperou-se trés meses para que as plantulas produzidas fossem
transplantadas para frascos de vidro (108 x 74 mm) com 40 ml de meio MS, preparado nas mesmas
condicoes descritas para germinacao da semente, e vedados com tampas plasticas de polipropileno. A
inducao de brotos foi realizada a partir de explantes de segmentos caulinares com aproximadamente
1cm de comprimento e contendo 1-2 nés. Os subcultivos foram realizados a cada 30 dias. As culturas
foram mantidas a 25+3°C, umidade relativa de 45%, fotoperiodo de 16 horas e sob radiacéo
fotossintética ativa de 45-55 umol m2 s, fornecido por lampadas fluorescentes. Algumas plantulas foram
congeladas e liofilizadas para constituir a biomassa vegetal /7 vifro, que foi identificada e armazenada

em camara fria a -20°C, até a preparacao dos extratos.

3.2.3 Inducao de Calos

Folhas e segmentos caulinares de plantulas germinadas /n7 vifro foram utilizados como explantes
e inoculados em frascos contendo 40 ml de meio MS, 30 g L' de sacarose, 3,5 g L' de agar e
fitorreguladores.  Diferentes combinacdes hormonais de auxina 2,4-D/ANA (acido 2,4
diclorofenoxiacético/acido naftalenacético) e citocinina BA/Cin (6-benzilaminopurina/cinetina) foram
utilizadas: 2,4-D (4,5uM) + Cin (0,9uM); ANA (5,3uM) + BA (0,8uM) e ANA (13,4uM) + BA (4,4uM). As
amostras inoculadas foram mantidas em sala de crescimento com as mesmas condi¢cdes descritas no
estabelecimento de plantulas /n vifro por 60 dias. O tratamento que apresentou maior niimero 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 5bmm de diametro (25mg). Alguns calos foram congelados e liofilizados para constituir

a biomassa seca que foi macerada em metanol 80% na proporcao 1:2 (g/ml), homogeneizada no
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ultrasonicador por 15 minutos e estocada no escuro a temperatura ambiente. Esta solucéo foi filtrada e

utilizada para analise em HPLC/Ms.

3.2.4 Cultura de suspensao celular

Apds seis meses de subcultivos mensais, os calos apresentaram um crescimento uniforme e
passaram a possuir agregados de células homogéneos. Estes calos friaveis foram excisados e usados na
obtencao de suspensdes celulares, cultivadas sob agitacao em baldes erlenmeyer 250 ml contendo meio
MS sem agar, suplementado com BAP/ANA (4,4 uM e 13,4 uM). Os subcultivos aconteceram a cada
15 dias. Destaca-se, que nao houve formacao de calos friaveis de Hypfis pectinata a tempo para o
desenvolvimento do teste de eliciacdo em culturas de suspensao celular. Os calos eram grandes, verdes

e duros. Calos friaveis para esta espécie sé foram possiveis apos dois anos do inicio dos trabalhos.

3.2.5 Determinacao da curva de crescimento da suspensao celular

Para cada espécie, um total de 200 ml de suspensoes celulares estaveis e com 15 dias de cultivo
em 4 frascos de vidro (108x74 mm) foram homogenizadas em um tnico Erlenmeyer de 500 ml. A seguir,
distribuiram-se aliquotas de 5 ml do indculo para frascos com 30 ml de meio MS sem agar e
suplementado com BA/ANA (4,4uM e 13,4uM) perfazendo um total de 28 frascos. Foram realizadas
determinacdes da massa celular, pH e da viabilidade celular do inoculado a partir do dia da inoculacao
(tempo 0) e com 2, 5, 10, 13, 15, 17 e 22 dias de inoculacdo. A cada intervalo, eram retirados 4 fracos
ao acaso para analise. Uma aliquota de 0,1ml de cada frasco foi utilizada para o teste de viabilidade
celular por azul de tripan. O contetdo 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 -80°C até a hora da analise do acucar residual. As células foram congeladas,
liofilizadas, pesadas em balanca analitica (precisdo 0,1 mg) e utilizadas posteriormente, conforme o item
3.2.7, para determinacdo de compostos fendlicos. A partir do peso seco foram determinadas as fases
lag, exponencial, linear, de desaceleracao, estacionaria e de declinio do crescimento das culturas em

suspensao.
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3.2.5.1 Quantificacao de acticares do meio de cultura das suspensdes celulares

A quantificacdo de acucares (sacarose, glucose e frutose) presentes no meio de cultura das
suspensoes celulares de Hyptis spp. foi realizada pelo método do padrao externo. Os padrdes 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 solucdo de acido perclorico 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 4°C. O sobrenadante foi separado e filtrado com um filtro de nylon de
0,2um (PALL-Acrodise) e colocado em wa/ para analise em aparelho cromatografico HPLC (Sistema
LaChrom Elite® da VWR-Hitachi), equipado com detetor de indice de refracdo, um forno de colunas
modelo L-2300, um injetor de loop 20ul, uma coluna Hyper EZ XP Carbohydrate H+ (Thermo, USA),
tamanho de particula de 8 um, a uma temperatura de 40°C. Os resultados obtidos foram analisados
usando o software EZChrom Elite. Para separacao dos acucares adotou-se o sistema isocratico de 0,5
ml.min-1, tendo como fase mdvel solucao de acido sulfurico 2,5mM, preparada em agua ultra-pura Mili-

Q, filtrada por um filtro de nylon de 0,2um (Lida, USA) e desgaseificada por vacuo.

3.2.5.2 Determinacao dos compostos fendlicos da biomassa celular

Adicionou-se num tubo falcon (50ml) o total de 100mg de biomassa celular seca (Hm, Hp e Hs)
e 2ml de solucdo metanol-agua (80:20). Essa mistura foi sonicada em ultrasonicator (Brandson 2510)
por 15 min e estocada por 7 dias no escuro e a temperatura ambiente. Logo a seguir, filtrou-se 1 ml de
cada solucao usando um filtro de membrana de 0,45um (Milipore) acoplado a uma seringa. Esta solucao

metandlica foi colocada em wia/s e armazenado no escuro a 4°C até o momento da analise HPLC/Ms.

3.2.5.3 Teste de viabilidade celular

A viabilidade celular das culturas em suspensao foi determinada pelo método de exclusdo por
azul de tripan. Em uma lamina colocou-se O0,1ml de suspensao celular com 0,1 ml de solucéo de azul

tripan (0,4%, Sigma-Aldrich). Apoés 10 minutos, em microscopio de luz, verificou-se a percentagem de

90

Avaliagdo do potencial bioativo de plantas medicinais do género Hyptis
oriundas do cerrado brasileiro. Rejaine Martins Rios



CAPITULO 3 — AVALIACAO DO CULTIVO /N VITRODE Hyptis spp.,
NA PRODUCAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

viabilidade, para cada amostra, contando as células viaveis (incolores) e as células mortas (coradas). A
seguir, aplicou-se a equacao matematica (V/NT) x 100, onde, V=células viaveis e NT=numero total de

células viaveis e ndo viaveis.

3.2.6 Eliciacao das culturas

Visando aumentar a producao de metabdlitos secundarios, de interesse econémico ou medicinal,
como o acido rosmarinico (AR), utilizamos estratégias de eliciacao nas culturas de células em suspenséo
de H.marrubioides e H. suaveolens. Entre estes, procedeu-se a eliciacao das culturas com eliciadores
abioticos, acido salicilico (AS) e metil jasmonato (MeJ) e com um eliciador biético, extrato de levedura

(EL).

Observando a cinética de crescimento celular das culturas em suspensao, optou-se por realizar
as eliciacoes na fase linear. Com a estabilizacdo das culturas celulares apds 8 repicagens quinzenais e
consecultivas, numa camara de fluxo laminar, juntou-se em um Erlenmeyer estéril (500 ml), o conteudo
de suspensao celular de 05 frascos (cada um com 50ml de suspensao). Para homogeneizacao da cultura
agitou-se o Erlenmeyer. A seguir, dispensou-se aliquotas de 10 ml de cultura celular homogeneizada em
frascos contendo 50 ml de meio MS sem agar, suplementado com BAP/ANA (4,4uM e 13,4uM). Estes

foram mantidos sob agitacao em sala de crescimento.

Apds 8 dia da repicagem, iniciou-se o procedimento de eliciacdo com uso de AS, MeJ e EL. Os
tratamentos consistiram em adicdo de diferentes volumes destes eliciadores, cada um deles em 10
frascos contendo 50 ml de cultura de células em suspenséo. Destes, cinco frascos foram identificados
para avaliacdo com 24h e os outros cinco para 48h. O controle foi constituido de cinco frascos
independentes com agua destilada estéril no lugar do eliciador.

Para o tratamento com acido salicilico (C,H.0, Aldrich, Espanha) adicionou-se 25ul da solucéo
de acido salicilico a 50mM em cada frasco de cultura de células. Ja para o tratamento com metil
jasmonato (C.;H,0; Merck, Alemanha), utilizou-se 25ul e 100ul da solucao de metil jasmonato a 300mM
enquanto que para o extrato de levedura (Cultimed, Uk) trabalhou-se com 100pul, 250ul e 500ul da
solucdo de extrato de levedura a 1g /10ml. Para realizacdo de todos os tratamentos foram utilizados

120 frascos com 50 ml de cultura de células em suspensado 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 exclusao por azul de tripan (item 3.2.5.3) e na analise de
compostos fendlicos. Para a analise de compostos fendlicos as culturas foram filtradas com bomba a
vacuo, congeladas a — 80° C, liofilizadas e armazenadas até a extracao por maceracao 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 Caracterizacao fitoquimica das culturas de células de Hyptis spp. por HPLC-DAD

No presente estudo, foi realizada uma analise no HPLC-DAD para identificacao e quantificacao
do composto AR presente nas culturas de células em suspencédo de Hm e Hs eliciadas por AS, MeJ e
EL. Um aparelho cromatografico HPLC-DAD (Sistema LaChrom Elite® da VWR-Hitachi) constituido por
uma bomba de duplo pistdo modelo L-213, um detector de fotodiodos ("dlode array') modelo L-2455,
um forno de colunas modelo L-2300, um injetor de loop 20 ul e software EZChrom Elite foi utilizado para
aquisicao e processamento dos dados. Utilizou-se a metodologia de andlise de HPLC pelo método de
eluicao por gradiente com coluna de fase reversa LiChrospher® RP-18 5um (250 x 4mm, Merck,
Alemanha). A deteccao foi realizada pelo detector por arranjo de diodos de 250-600 nm & temperatura

de 25°C e os cromatogramas foram registrados em 260, 280 e 350 nm, para quantificacao.

A fase movel utilizada era composta por solvente A (agua contendo acido formico a 0,1% e
solvente B (metanol com acido formico a 0,1%). O fluxo do eluente usado foi de 0,8 ml/min, volume de
injecao de 20ul, e leitura nos comprimentos de onda foram de 260, 280 e 350nm. A eluicéo 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 movel utilizada no sistema cromatografico para a determinacdo dos compostos fendlicos.

3.2.8 Caracterizacao fitoquimica 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 PerkinElmercacoplado a espectrometro de massas (PerkinElmereFlexar SQ
300 MS, Waltham, Massachusetts, EUA) com quadrupolo unico, injecdo manual e fonte de ionizacao por
electrospray (ESI), no modo negativo, controlado por meio do software Chromera. A temperatura de
nebulizacado foi 350°C. O volume de injecao foi de 20ul. A separacao dos compostos foi realizada em
coluna C18 (NST 250mm x 4,6mm x bum) utilizando fase binaria (solvente A: agua+acido acético 1%;
solvente B: metanol absoluto) para as separacdes e forno a temperatura de 75°C. 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 a condicéo
inicial (60% solvente A e 40% solvente B) para equilibrio por 2 minutos. O tempo total de corrida foi
de 25 minutos. As determinacdes quantitativa e qualitativa dos compostos foram realizadas
automaticamente pelo equipamento a partir de padrdes puros das substancias de interesse. O padrao

utilizado foi acido rosmarinico. As curvas de calibracdo foram obtidas pelo método do padrao externo.

3.3 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas utilizando os algoritmos implementados no software
Graph Pad Prism®versao 5.01 (San Diego, CA). Os dados obtidos foram expressos como média + E.P.M.
(Erro Padrao da Média) de trés experimentos independentes (n=3) realizados em triplicata. A significancia
das diferencas entre as médias obtidas foi avaliada usando o test t de Student nao pareado. A diferenca

com p=<0.05 foi considerada significante.

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1 Inducao de calos e cultura de suspensao celular

No intuito de avaliar o potencial fitoquimico de culturas in vitro de Hyptis, aplicamos técnicas da
cultura de tecidos vegetais para formacéo de plantulas, calos e cultura de células em suspensao. A partir
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das sementes, obtiveram-se plantulas (Figura 3.2), cujas as folhas e segmentos caulinares foram usados
como explantes. Estes na presenca de reguladores de crescimento exogenos (ANA 13,4 uM e BAP 4,4
uM) aplicados ao meio de cultura, reagiram satisfatoriamente em termos de inducao de calos (Figura
3.3) e culturas de suspensdo celular de Hyptis. A inducdo de calos de Hs a partir de meio MS
suplementado com ANA e BA foi relatado por Veloz ef a/, 2013 e Andrade ef a/,, 2017a. Ja Botrel e

colaboradores (2010b) utilizaram 2,4-D e BA para formacéao de calos de Hm. Para Hp nao foi encontrado

nenhum registro.

Figura 3.2 - Germinacao de sementes e crescimento de plantulas de H. marrubioides (a); H. pectinata (b) e H. suaveolens

(c).

Figura 3.3 - Inducéo de calos por meio de folhas e segmentos caulinares de H. marrubioides (a); H. pectinata (b) e H.
suaveolens (c).

Todas as combinacdes hormonais de auxinas e citocinas formaram calos altamente proliferativos
para as trés espécies (Tabela 3.2). Todavia, a principio, calos totalmente fridveis para os trés tratamentos

s6 foram possiveis para as espécies Hm e Hs. Calos fridveis para Hp s6 foram possiveis apos 2 anos de
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cultivo e para o tratamento 3. Apesar dos tratamentos 2 e 3 apresentarem porcentagem de formacao de
calos significativamente semelhante para as trés espécies, optou-se pelo tratamento 3 pela melhor

aparéncia e dimensao dos calos.

Espécies Concentracao de Quantidade | Quantidade de Formacao de calos (%)
auxina/citocinina em de placas | explantes/placa
uM
2,4.D (4,5) + Cin (0,9) 09 05 65,67+1,20 a
Hm 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
2,4.D (4,5) + Cin (0,9) 09 05 55,00+1,15d
Hp 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
2,4.D (4,5) + Cin (0,9) 09 05 73,00+3,79 bd
Hs 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 ¢

Tabela 3.2 - Porcentagem de calos formados a partir de explantes de Hyptis spp. cultivados em meio MS suplementados com
diferentes concentracdes de auxinas/citocininas. A coluna formacao de calos (%) representa a média + E.P.M. considerando
os resultados obtidos a partir de trés experimentos independentes em triplicata. As médias de % de formacéo de calos sao
estatisticamente diferentes (p<0,005) pelo teste t, exceto aquelas marcadas com a mesma letra.

3.4.2 Determinacao da curva de crescimento das culturas de suspensao celular, variacao
do pH e viabilidade celular, e quantificacao de aclicares

A partir das culturas de suspensao celular de Hypfis spp. cultivadas em meio MS sem agar,
suplementado com BA/ANA, foi possivel 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 periodo
0 ao 2° dia, verificamos a presenca da fase lag (I) com uma aparente adaptacdo das células que
preparavam para divisdo. Do 2° ao 5° dia verificamos a presenca da fase log ou exponencial (Il) marcada
por uma intensa divisdo celular e formacéo de células pequenas e, a seguir, do 5° ao 10° dia, a fase
linear (Ill) em que a divisdo continuou ativa, mas menos intensa e as células aumentaram de tamanho.
Do 10° ao 15° dia, registrou-se a fase de desaceleracao (IV), sendo que o 15° dia foi o periodo onde
houve a maxima acumulacdo de biomassa, com média de 497 mg.frasco* para Hm, 410 mg.frasco
para Hp e 388 mg.frasco* para Hs. Pressupde-se que nessa fase houve uma possivel reducéo na divisdo

celular.
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Figura 3.4 — Fases da curva de crescimento das culturas de suspensao celular de Hyptis spp em Meio MS sem agar,
suplementado com BA/ANA (4,4 uM e 13,4 uM). As barras verticais representam a média + E.P.M. considerando os
resultados obtidos a partir de trés experimentos independentes e em triplicata.

Do 15° ao 17° dia, o numero de células se manteve constante, caracterizando a fase estacionaria
ou sem crescimento (V). Por ultimo, do 17° ao 22°, a fase de declinio (VI) onde observamos uma
diminuicao significativa da viabilidade celular (Tabela 3.3), motivada provavelmente pelo consumo total

de algum(ns) nutriente(s) essencial(is).

Hm Hp Hs
Dias 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 ¢

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 trés experimentos independentes. As
meédias por coluna de % de viabilidade sao estatisticamente diferentes (p<0,005) pelo teste t, exceto aquelas marcadas com
a mesma letra.

O foco da curva de crescimento é a identificacdo da fase de desaceleracdo, que marca o

momento exato em que as células devem ser subcultivadas para o estabelecimento das suspensdes
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celulares (Santos et a/,, 2010). Desta forma, as culturas de Hyptis devem ser repicadas no periodo do

10 ao 15°dia.

Quanto ao pH do meio liquido da cultura, oscilacdes 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 22° dia para as trés espécies. Conforme Farjaminezhad e colaboradores (2013),
com o crescimento celular e 0 aumento da densidade celular, € normal o pH do meio de cultura também
aumentar. Essa flutuacao pode ser resultado da influéncia de diversos fatores como hidrélise, quebra
enzimatica, foto-oxidacao e fotolise em intermediarios sensiveis a luz (Celedén ef a/., 2000; Chen et a/.,

2014).

A variacdo nas taxas de consumo de sacarose e seus componentes monossacarideos, glucose e
frutose, importantes fornecedores de carbono para células ndo fotossintéticas, foi representada

graficamente na figura 3.5.

Hm Hp
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-
o
1
-
o
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Aglcares (g.I")
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1

o
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—e— Sacarose
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Figura 3.5 - Variacao nas taxas de consumo de sacarose e seus componentes monossacarideos, glucose e frutose em culturas
de suspensao celular de Hyptis spp. As barras verticais representam a média + E.P.M. considerando os resultados obtidos a

partir de trés experimentos independentes. (Hm) Hyptis marrubioides e (Hp) Hyptis pectinata. Hyptis suaveolens nao foi
avaliada quanto as taxas de consumo de sacarose, frutose e glicose.

Os acucares como a principal fonte de carbono para células ndo fotossintéticas sao utilizados
para manter a maioria das atividades biolégicas e fisiolodgicas controlando a sintese e a liberacdo de

produtos secundarios nos meios de cultura (Lamboursain e Jolicoeur 2005). Estabeleceu-se uma
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comparacao entre a curva de crescimento e as variacdes nas taxas de consumo de acticar. No momento
0 da fase lag notou-se uma alta taxa de sacarose, oriunda do meio de cultura, e a presenca de frutose e
glucose resultantes da hidrolise da sacarose durante a esterilizacdo em autoclave a alta temperatura.
Entre o periodo 0 ao 2° dia, marcado por uma intensa atividade metabdlica, observou-se uma diminuicao
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 0 2° e 5° dia, fase log, houve uma reducao de 9,2% de sacarose e
incremento de 7,2% de frutose e b%glucose. Para Hp, a sacarose foi reduzida em 52,7% enquanto a
frutose e glucose aumentaram 8,3% e 3,3%, respectivamente. A diminuicao da concentracédo de sacarose
e aumento da concentracao de frutose e glucose, sugere a presenca da enzima invertase, localizada na
parede celular. Essa enzima atua como catalisadora na clivagem da sacarose em monossacarideos

frutose e glucose (Lutterbach e Stockigt,1994; Kretzschmar et al,, 2007; Mucciarelli et a/., 2009).

No 10° dia, fase linear, sacarose, glucose e frutose demonstraram um declinio 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 desaceleracao, a sacarose continua declinando, sé que agora a uma taxa menor,
enquanto que, a glucose e frutose tem uma alta diminuicédo para Hp (71,4% e 95,6%, respectivamente)
e Hm (73% e 94%, respectivamente). Na fase estacionaria, os niveis de aclcares estavam escasseando
e a atividade metabdlica decrescendo. No 22° dia, fase de declinio, verificou-se o esgotamento da
sacarose, frutose e glucose nas culturas de Hm e Hp com consequente declinio da biomassa e da

viabilidade celular.

3.4.3 Eliciacao das culturas de suspensao celular e analise em HPLC-DAD

Neste estudo, optamos por realizar as eliciacdes das Hyptis durante a fase linear. Dessa forma,
adicionamos eliciadores bidticos (extrato de levedura) e abidticos (AS e MeJ) no 8° dia da cultura de
células em suspensao. Krzyzanowska e colaboradores (2011) observaram que o acumulo de AR em
culturas de suspensdo celular de Mentha piperita sofria variacdes de acordo com a fase do ciclo de
crescimento celular, sendo que sua concentracdo aumentava entre o sexto e oitavo dia da fase linear.
Assim, optaram por adicionar os elicitores acido jasmoénico e jasmonato de metila na fase linear e
verificaram um acumulo de 1,5 vezes maior de AR em comparacdo com a amostra controle, sem

elicitacao.
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Estudos de eliciacdo de culturas de células em suspensao com AS, MeJ e EL tém se destacado,
conforme a literatura, como uma alternativa eficaz a induzir e/ou aumentar a producéo de metabolitos
secundarios de interesse comercial (Nafie ef a/, 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 transducao de sinal que leva a ativacao e expressao de genes relacionados a biossintese de
metabdlitos secundarios em células vegetais e, eventualmente, em plantas /7 vivo (Zhao et al,, 2005;

Conceicao et a/2006, Nafie et al., 2011; Shen et al, 2012; Li et al., 2018).

Ha diversos registros de uso dos eliciadores EL, MeJ e AS para aumentar a acumulacao de certos
compostos de interesse em plantas inteiras, calos, Aairy hoots e culturas de células em suspensao.
Desta forma, verificou-se que o extrato de levedura quando usado como eliciador foi capaz de induzir a
sintese de alcaldides da benzofenantridina em culturas celulares de E£schscholtzia californica (Byun e
Pedersen, 1993); fitoalexinas sesquiterpenoides (capsidiol e debneyol) em culturas “#Aairy roots” de
Nicotiana tabacum (Wibberley et al, 1994); acido chiquimico, precursos precoce da via dos
fenilpropanoides (Broeckling et al, 2005); silimarina em culturas de células Silvbum marianum
(Sanchez-Sampedro ef af., 2005); tanshinona em culturas “Aairy roots” de Salvia miltiorrhiza (Yan et
al., 2005; Shi et al., 2007). O eliciador metil jasmonato foi capaz de induzir a sintese de
cumarina em culturas de células de salsa (Kauss ef af, 1992); fitoalexinas (lubimin, solavetivona, 3-
hidroxisolavetivona) em culturas “hAairy roots” de Hyoscyamus albuns (Kuroyanage et al, 1998);
paclitaxel (taxol) e outros taxoides em culturas de células de 7axus canadenses e Taxus cuspidata
(Ketchum et al,, 1999); beta-thujaplicin em culturas celulares de Cupressus lusitdnica (Zhao et al., 2001);
3-indolilmetilglucosinolato em plantas Arabidopsis (Brader et al, 2001); beta-amirina triterpeno (um
precursor das saponinas triterpénicas) em culturas de células de Medicago truncatula (Broeckling et al.,
2005); silimarina em culturas de células Silybum marianum (Sanchez-Sampedro et al, 2005);
saponina em culturas de células de Glcyrrhiza glabra (Hayashi et al., 2003); estilbenoides em culturas
celulares de Vitis vinifera (Shen et al., 2012). Quanto ao acido salicilico verifica-se a producao de quitinase
em culturas de células de cenoura (Schneider-Miiller ef al., 1994); azadiractina em culturas “ Aairy roots”

de Azadirachta indica (Satdive et al., 2007).

Para as plantas Hyptis identificou-se alguns estudos envolvendo técnicas de eliciacdo. Num
deles, plantulas de H. marrubioides foram cultivadas /n vitro sob diferentes comprimentos de onda
(branco, azul, verde, vermelho e amarelo) e obtiveram um maior acumulo de rutina com luzes azuis e

brancas (Pedroso ef a/, 2017). No outro estudo verificou-se que os eliciadores abidticos acido salicilico
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(SA) e nitrato de prata (SN) em concentracoes de 30uM ou 60uM influenciaram o crescimento de

plantulas de Hyptis marrubioides e aumentam o teor de rutina /n vitro (Pedroso et al., 2019a).

Neste trabalho, o acido fendlico AR, comumente encontrado em espécies da familia Lamiaceae
e Boraginaceae e possuidor de atividade antimicrobiana, foi 0 composto de interesse investigado por
eliciacdo em culturas de células em suspensdo de Hp e Hm com os eliciadores EL, MeJ e AS. Sabendo-
se que a concentracdo do eliciador e a determinacdo do tempo de exposicdo a eliciacdo sao fatores
fundamentais que afetam o crescimento celular e o rendimento de metabdlitos secundarios (Wang et af.,
2006; Shen et al., 2012), optou-se por testar diferentes concentracdes de eliciador bem como avaliar o

efeito do eliciador dentro de um periodo de 24hs e de 48hs.

Os derivados do acido rosmarinico presentes na biomassa das culturas celulares eliciadas foram
identificados via HPLC-DAD comparando o tempo de retencéo, o espectro do composto e A (nm) de

absorcao maxima para cada pico da amostra com o pico do composto padrao AR (Figura 3.6).

150
) o OIO/HQ,OH
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100 HO
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250 300 350 400 450 500
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Figura 3.6 - Espectro do composto AR usado para identificacdo nas culturas de células em suspensao eliciadas com MeJ, AS
e EL obtido por HPLC-DAD a 350nm. O composto apresentou tempo de retencdo de 20,50 minutos com comprimento de
onda de absorcdo maxima a 329 nm.

O efeito de eliciadores na viabilidade celular e na acumulacdo 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
suspensdo dentro de 24hs, apds o tratamento com o eliciador. Este facto supdem-se ser indicativo de
uma resposta hipersensivel e eventual morte celular. Tal situacdo, ndo 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 - Quantificacdo por HPLC-DAD de é&cido rosmarinico em culturas de células em suspensao de Hyptis spp. em
ug/g apos eliciacdo. (C) controle com 24hs e 48hs; (Hm AS) eliciacdo de células em suspensdo de Hm com &cido salicilico;
(Hs AS) eliciacao de células em suspensado de Hs com é&cido salicilico; (Hm MeJ) eliciacdo de células em suspensdo de Hm
com metil jasmonato; (Hs MelJ) eliciacdo de células em suspensdo de Hs com metil jasmonato; (Hm EL) eliciacdo de células
em suspensdo de Hm com extrato de levedura; (Hs EL) eliciacdo de células em suspensao de Hs com extrato de levedura.
Cada coluna representa a média + E.P.M. considerando os resultados obtidos a partir de trés experimentos independentes.
Todos os valores relacionados sao estatisticamente diferentes (p<0,005) pelo teste t, exceto aqueles marcados com a mesma
letra, no mesmo grafico.
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Figura 3.8 — Porcentagem de viabilidade celular em culturas de células em suspencao de Hypfis spp. antes e apos eliciacdo
via método azul de tripan. (C) Controle; (Hm AS) eliciacdo de células em suspensédo de H.marrubioides com &cido salicilico;
(Hs AS) eliciacao de células em suspensao de H.suaveolens com acido salicilico; (Hm Mel) eliciacdo de células em suspenséo
de H.marrubioides com metil jasmonato; (Hs MelJ) eliciacdo de células em suspensao de H.suaveolens com metil jasmonato;
(Hm EL) eliciacdo de células em suspensao de H.marrubioides com extrato de levedura; (Hs EL) eliciacdo de células em
suspensdo de H.suaveolens com extrato de levedura. Cada coluna representa a média + E.P.M. considerando os resultados
obtidos a partir de trés experimentos independentes. Todos os valores relacionados sao estatisticamente diferentes (p<0,005)
pelo teste t, exceto aqueles marcados com a mesma letra.

102

Avaliagdo do potencial bioativo de plantas medicinais do género Hyptis
oriundas do cerrado brasileiro. Rejaine Martins Rios



CAPITULO 3 — AVALIACAO DO CULTIVO /N VITRODE Hyptis spp.,
NA PRODUCAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Figura 3.9 - Fotos dos tratamentos de eliciacéo realizados com as plantas Hm e Hs. a) Eliciacdo de Hm com écido salicilico
25uM com 24 e 48hs; b) Eliciacdo de Hs com acido salicilico 25uM com 24 e 48hs; c¢) Eliciacdo de Hm com metil jasmonato
150uM e 600uM com 24 e 48hs; d) Eliciacdo de Hs com metil jasmonato 150uM e 600uM com 24 e 48hs; e) Eliciacao 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 concentracdes 0,2mg/ml, 0,5mg/ml e
Img/ml, nao causou efeitos significativos para producdo de AR em nenhuma das situacdes testadas

para Hm e Hs. Também, observou-se que em todas as condicdes testadas com 600uM de MeJ, o nivel
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de producao de AR das amostras eliciadas ficaram bem préximos ou inferior ao grupo controle. Houve
queda de viabilidade celular em ambas as situacdes. A partir destes resultados cogitou-se que as
concentracdes dos eliciadores podem nao ter sido as ideais comprometendo a producéo de metabdlitos
e a viabilidade celular. Namdeo (2007) afirmou que concentracdes abaixo da condicédo ideal nao sao
suficientes para ativar a sintese do metabolismo secundario e ao contrario, concentracdes acima induzem

uma resposta hipersensivel, levando a morte celular.

Em contraste com os resultados das Hypfis, alguns estudos retratam uma producao significativa
de AR eliciados com EL. Culturas de células em suspensao de Orthosiphon aristatus mostraram um
forte aumento transitério das atividades enzimaticas da fenilalanina aménia liase (PAL) e da tirosina
aminotransferase (TAT) precendente ao pico de acumulo de AR, independente do estagio de crescimento
(Sumaryono et af., 1991). Mizukami e colaboradores (1992), confirmam o aumento da atividade da PAL
em culturas de células em suspensao de Lithospermum erythrorhizon precedente a inducdo do acumulo
de AR que atingiu seu maximo 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 eliciacao por EL quanto a inducéo de atividades de PAL e 4-hidroxifenilpiruvato redutase
(HPR) e acumulo de AR. Yan e colaboradores (2005), afirmaram que culturas Aairy roots de Salvia
miltiorrhiza eliciadas com El, apresentaram acumulo de AR dependente da dosagem do

eliciador, sendo mais eficaz em doses mais altas.

Os tratamentos de Hs e Hm com 150uM de MeJ (24h) mostraram um rapido 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. Ja o tratamento de Hm com 25uM de
AS (24h e 48h) apresentou um aumento de aproximadamente 62% em comparacdo com 0 grupo
controle. Todavia, Hs (24h e 48h) ndo apresentou diferencas do grupo controle. Em todas as situacoes
percebeu-se escurecimento das culturas e diminuicdo da viabilidade celular ao longo do tempo. Esse
rapido aumento de AR apos eliciacdo também foi notado por outros investigadores. Em culturas em
suspensao de Coleus blumei (Lamiaceae) tratadas com 100uM MeJ ocorreu um acumulo de AR apos
16 h a eliciacao, sendo que os maiores teores foram medidos apos 56h (Szabo et al, 1999). Além disso,
Szabo e colaboradores (1999), mostraram que os os efeitos do elicitor fungico de Avthium
aphanidermatum e de MeJ foram comparaveis e que atividade da enzima hidroxifenilpiruvato redutase
pode ser crucial para o aumento da biossintese de AR. Também houve aumento da acumulacédo de AR

em culturas células de £xacum affine quando elevou-se a concentracdo de sacarose no meio, adicionou-
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se o precursor fenilalanina e o eliciador MeJA (100uM) (Skrzypczak-Pietraszek et al., 2014). Culturas
hairy roots de Momordica charantia quando suplementadas com 100uM de AS aumentaram
significativamente o teor de AR bem como de outros acidos hidroxicinamicos (acido rosmarinico, acidos
clorogénico, ferulico, cafeico, p-cumarico e t-cinamico) e flavonodis (catequina, rutina, miricetina,
naringenina, quercetina, kaempferol e biochanina) foi significativamente aumentada (Chung et a/,, 2016).
Dowom e colaboradores (2017) relataram que em seu estudo o EL e MeJA possuem consideravel
capacidade de estimular a producao acidos fendlicos, como a AR, acido caféico e acido salviandlico nas
culturas de rebentos regenerados de Salvia virgata . Tais resultados reforcam o pressuposto de que o
AR é um composto de defesa constitutivo das plantas contra infeccées microbianas e sua concentracao
nas células vegetais pode ser aumentada por fatores que simulam a acéo de patogenos e promovam

sua biossintese sob estresse (Szabo et a/,, 1999; Yan et al,, 2005).

Varios outros estudos demonstram a utilizacdo de MeJ, AS e EL para aumento da producéo de
compostos fendlicos. Sak e colaboradores (2014) destacam a producdo de polifendis por culturas de
células em suspensao de Vitis vinifera eliciadas com metil jasmonato e extrato de patdgeno da videira
Phaeomoniella chlamydospora. As culturas de suspensao celular de 7hevetia peruviana eliciadas com
AS (300 uM) e e MeJA (3 uM) obtiveram bons resultados para compostos fenolicos e flavondides
sugerindo um efeito indutor desses eliciadores na via metabolica dos fenilpropanoides e diferentes
mecanismos de acao destes na cultura celular (Mendoza et al/, 2018). Li e colaboradores (2018),
observaram o aumento significativo de polifenois totais e flavonoides em brotos de feijao-arroz (Vigna
umbellata) apés tratamento com 100umol de MeJ. A aplicacao foliar de MeJ levou a obtencéo de uvas
com maior concentracao de compostos fenolicos, independentemente da grande influéncia da variedade
e fatores da estacao de crescimento (Portu ef a/., 2018). Plantas de Lovage (Levisticum officinale ) com
21 dias tiveram um aumento de compostos fendlicos quando eliciadas com 10uM acido jasmonico e

0,1% de extrato de levedura (Ztotek et al, 2019).

Acredita-se que a producao de AR e outros compostos fenolicos via eliciacao esta provavelmente
associada com aumentos rapidos e transitorios nas atividades principais das enzimas da via
fenilpropanoide/flavonoides, como fenilalanina aménia-liase (PAL), tirosina aminotransferase (TAT), 4-
hidroxifenilpiruvato redutase (HPR), peroxidos (POD) e polifenoloxidade (PPO) (Gundlach et a/, 1992;
Conceicao et al., 2006; Nafie ef a/, 2011; Liu ef a/., 2019). Todavia, os mecanismos de acdo destas

enzimas ainda sdo alvo de discussoes.
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0 acumulo de metabolitos secundarios nos periodos iniciais apos eliciacdo e sua reducéo com
0 aumento do tempo de exposicao, 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 fungicos houve um aumento na producéo de
ajmalicina apos 48h de exposicdao e uma diminuicao deste composto com o aumento do tempo de
exposicao para 96h. Para Riihwani e Shanks (1998), os niveis de lochnericina aumentam apos 24h da
adicao do acido jasmonico e diminuiram continuamente com o tempo igualando ao controle apos 70h

da eliciacao.

Quanto ao escurecimento das culturas e a queda da viabilidade celular, destaca-se que
concentracdes de eliciadores adicionadas exogenamente nas culturas de Hyptis podem ter mediado
respostas ao estresse que levaram a uma regulacdo negativa do crescimento e desenvolvimento
(Gadzovska et al., 2007). Tal situacao foi relatada por Gadzovska e colaboradores (2007) em seu estudo
com culturas de suspensoes celulares de Hypericum perforatum. Estas uma vez tratadas com diferentes
concentracdes de acido jasmodnico (AJ) apresentaram escurecimento das culturas, formacao de
agregados celulares, producao de fenilpropanoides e naftiodiantronas e efeitos sobre a viabilidade celular.
Neste caso, a concentracdo de 50uM de AJ nao causou variacdes significativas, mas niveis mais altos
(100 e 250uM AJ) tornou a viabilidade celular dependente do tempo pos-elicitacao chegando 65% aos
21 dias do tratamento. As relacdes entre o escurecimento da suspensao, a formacao de agregados
celulares e uma forte inducao das vias metabdlicas secundarias também foram descritos por Zhao e

colaboradores (2005).

Estes resultados demonstram que a planta Hyptis tem potencial para aumentar a producao de
metabolitos secundarios via eliciacdo e que o tipo, a concentracédo e o tempo de exposicao do eliciador
configuram-se como 0s principais fatores capazes de afetar de forma positiva ou negativa a producao

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

retencao e massa molecular com o do padrao de referéncia (Figura 3.10 a Figura 3.16).

106

Avaliagdo do potencial bioativo de plantas medicinais do género Hyptis
oriundas do cerrado brasileiro. Rejaine Martins Rios



Intensity (Keps)

CAPITULO 3 — AVALIACAO DO CULTIVO /N VITRODE Hyptis spp.,
NA PRODUCAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Mass
RET (10.87151)

358.4

1.00M

0.90M

0.80M~

=
wm
=

0.70M-

Ac. Rosmarinico

0.60M

100 0.50M
0.40M

0.30M

Lounts Per second

wm
(=1

0.20M-
0.10M-
L bt J | I TP | ‘|I‘Ll .L} | it M.JL ml i hL“u.m-;--_JJ

[=]

0.00M }
20 o 100 200 300 400 500 500
m/z

(=1
wn
-
=
-
wn

Time (min)

Figura 3.10 — Cromatograma e espectro de massas da solucado padrdo AR utilizada na analise por HPLC/Ms.
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Figura 3.11 - Cromatograma e espectro de massa obtido para o composto AR na biomassa de calos de Hm utilizados em
analise por HPLC/Ms.
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Figura 3.12 — Cromatograma e espectro de massa obtido para o composto AR na biomassa de calos de Hp utilizados em
analise por HPLC/Ms.
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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
analise 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 suspensdo de Hs
utilizados em analise por HPLC/Ms.

A analise do perfil fitoquimico das culturas /n7 vitro demonstrou a presenca de composto fendlico
da classe dos acidos hidroxicinamicos (AR) em todas as amostras de calos e células Hypfis (Tabela 3.4).
Os resultados comprovaram que células indiferenciadas (calos e culturas de suspensdes celulares)
podem adquirir um grau de diferenciacéo a fim de produzir o metabdlito secundario (Gadzoyska et a/.,

2007) AR.

ion precursor

Composto Amostras [MH] (m/2) Tr (min)
Biomassa de calos de Hm 359.4 10.86

Biomassa de calos de Hp 359.4 10.86

Acido rosmarinico Biomassa de calos de Hs 359.4 10.91
Biomassa de células em suspensao de Hm 359.4 10.86

Biomassa de células em suspensao de Hp 359.4 10.94

Biomassa de células em suspensao 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 retencéo.

3.5 CONCLUSAO

Na presente investigacdo, as técnicas de cultura de tecidos vegetais /n wiro para
micropropagacao proporcionaram a producao de plantulas, calos e culturas de células em suspensao de
Hm, Hp e Hs em meio Ms. Quanto a fitoquimica, verificou-se a presenca do AR nos calos e na biomassa
celular das culturas em suspensao das trés espécies de Hypiis. Além disso, as culturas celulares de Hs

eliciadas com MelJ e as de Hm eliciadas com MeJ e As obtiveram um aumento significativo no acumulo
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de AR. A concentracao do eliciador e o tempo de incubacdo com eliciador mostraram-se fundamentais
para o processo descrito. Portanto, a utilizacao da cultura /n vitro associada ao uso de eliciadores pode
ser uma alternativa para a exploracdo sustentavel destas espécies como fonte de compostos

biologicamente ativos para fins farmacolégicos.
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ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS
EXTRATOS METANOLICOS DE Hyptis spp.
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4. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE EXTRATOS METANOLICOS DE Hyptis spp.

4.1 INTRODUCAO

4.1.1. Determinacao do potencial antioxidante dos extratos de Hyptis “in vivo” e “in vitro”

Para qualquer organismo aerobio o oxigénio molecular (O,) é fundamental ao seu metabolismo.
No entanto, este mesmo metabolismo ocasiona a formacao de espécies reativas de oxigénio (EROs) que
por serem altamente reativos podem interferir em reacdes normais do organismo e, quando em excesso,
podem causar varias patologias, como cancer, aterosclerose, artrite, lesdo do sistema nervoso central e
disturbios degenerativos (Uttara et a/., 2009; Birben et a/, 2012; Rahman, 2007). Contudo, as EROs
nao podem ser considerados totalmente vildes da espécie humana, visto que em quantidade baixas a
moderadas desempenham papel importante em numerosos processos fisiologicos, incluindo a
proliferacao, defesa do hospedeiro, transducao de sinal e expressao génica (Bae et a/., 2011; Nita et a/.,

2016).

Em virtude deste “duplo” comportamento, ha necessidade de um equilibrio entre a producao de
EROs e defesas antioxidantes da célula como condicao essencial a homeostase do organismo. Desta
forma, possiveis danos causados poderiam ser minimizados pela acado neutralizante de enzimas e
moléculas nao enzimaticas das células sem prejuizo das funcoes fisiologicas (Ferreira e Abreu, 2007;
Barbosa et a/, 2010; Rahman, 2007). Porém, quando ha uma geracao excessiva de EROs ou um
decréscimo na velocidade de remocao desses instaura-se um processo de desequilibrio entre oxidantes

e antioxidantes conhecido de estresse oxidativo (Ferreira e Abreu, 2007; Barbosa et a/., 2010).

O estresse oxidativo causa prejuizos a integridade de varias biomoléculas, incluindo lipidios,
proteinas e DNA, com implicacbes em varias doencas como diabetes mellitus, doencas

neurodegenerativas, artrite reumatoide, catarata, doencas cardiovasculares, doencas respiratorias, bem
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como no processo de envelhecimento (Phaniendra et a/, 2015). Diante desta condicdo oxidativa, os
danos poderiam ser diminuidos com uso de antioxidantes sintéticos amplamente empregados pela
industria alimenticia, cosmética e terapéutica como uma alternativa de combater o estresse oxidativo
(Degaspari e Waszczynskyj, 2004). Contudo, alguns antioxidantes sintéticos foram recentemente
descritos como perigosos a salde humana e a sua substituicao por compostos naturais antioxidantes de
baixo custo e nado toxicos seria uma opcdo mais barata, segura e desejada pelo consumidor (Lobo ef
al,2010). Nesse sentido, a prevaléncia de estudos direcionados a fitoquimicos bioativos, especialmente
compostos fenolicos, que possam atuar isolados ou sinergicamente com outros aditivos, vem se tornando

notéria (Michalak, 2006; Sahoo ef a/,, 2013; Nowak et a/., 2018).

Hyptis € um importante género da familia Lamiaceae com ampla distribuicdo na regido do
Cerrado Brasileiro e cujas espécies apresentam propriedades aromaticas e medicinais. Varios compostos
fendlicos, dentre eles o acido rosmarinico e alguns flavonoides, sdo comumente encontrados nesta
familia e podem conferir caracteristica antioxidante as suas espécies com papel importante na reducao
do estresse oxidativo e na protecdo contra varias doencas (Harley et a/., 2004; Justo et a/., 2008; Silva
et al, 2011; Roby et al, 2013; Orlowska et al., 2015; Tafurt-Garcia et a/., 2015; Papuc et a/., 2016;
Vieira e Orlanda, 2018).

As espécies Hyptis marrubioides (Hm), H. pectinata (Hp) e H. suaveolens (Hs) sao amplamente
utilizadas na medicina popular para tratamento de dores, doencas de pele, caibras e problemas
gastrointestinais (Botrel ef a/, 2009; Moreira et a/, 2010a; Raymundo ef a/., 2011; Andrade et a/,
2017a). Outras aplicacoes contra febre, infeccdes respiratorias, cancer, inflamacoes, foram relatadas
para Hp e Hs (Raymundo ef a/, 2011; Ghaffari et a., 2014; Khonkarn ef a/., 2015). Muitos estudos
sobre a composicdo quimica dos seus o6leos essenciais revelam a presenca de monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos e triterpenos, com variacdo quimica conforme variacdes nas condicdes
ambientais e endogenas (Sales ef a/., 2009; Botrel et a/., 2009; Nascimento ef a/., 2008; Tonzibo et a/.,
2009; Rodrigues et al., 2012; Jesus et al., 2016; Martins et al,, 2006; Tafurt-Garcia et a/,, 2015 ). Em
contraste, pouquissimos estudos se referem aos compostos fendlicos presentes em seus extratos.
Quanto a acdo bioldgica, investigacdes apontam significativa atividade antioxidante e estimulam o
desenvolvimento de ensaios /7 vivo para sua validacdo (Andrade efal., 2010; Santos et a/., 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).

113
Avaliagao do potencial bioativo de plantas medicinais do género Hyptis
oriundas do cerrado brasileiro. Rejaine Martins Rios



CAPITULO 4 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE EXTRATOS METANOLICOS DE Hyptis spp.

Pensando-se na descoberta de compostos promissores e, consequente, aumento da demanda
por estas plantas medicinais, a utilizacao das técnicas biotecnologicas, como cultura de tecidos, seria
uma alternativa atraente para multiplicacéo de plantulas /7 vifro em larga escala de forma continua,
rapida, usando pouco espaco e de modo sustentavel com fins a biossintese de metabdlitos secundarios
(Sidhu, 2010). Isso porque, desde o inicio da utilizacéo desta técnica, constatou-se que espécies vegetais
cultivadas /n vifro sao dotadas da capacidade inerente de sintetizar metabdlitos secundarios valiosos
semelhantes aqueles produzidos por suas espécies /7 natura (Siddiqui ef a/., 2013). Dessa forma, a
estimulacao de pesquisas de culturas /n vifro com as Hyptis poderia ser uma excelente estratégia de
obtencao de metabdlitos secundarios com acéo antioxidante a um custo-beneficio melhor do que pelo
método convencional de cultivo em campo. Além do mais, a micropropagacao seria uma forma de

garantir a conservacao destas espécies de interesse (Pedroso et a/., 2019a).

No entanto, apesar do potencial medicinal das espécies Hyptfis, ainda existem poucas evidéncias
em relacdo ao seu' perfil fitoquimico e atividade antioxidante e nenhum estudo comparativo entre os
cultivos /n vivo e in vitro. Portanto, o objetivo deste trabalho foi investigar e comparar o perfi fitoquimico
e a atividade antioxidante de extratos metanolicos de folhas de Hypiis (Hm, Hp e Hs) cultivadas /in vivo

com as cultivadas /n vitro.

4.2 MATERIAIS E METODOS

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 Laboratorio
de Cultura de Tecidos Vegetais do Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia Goiano (IFGoiano),
Campus Rio Verde, nas coordenadas aproximadas de 17°48'3,81"”'S e 50°54'0,07"'W; 17°48'3,94"'S e
50°53'9,99"W e 17°48'3,81"'S e 50°54'0,01"'W, respectivamente, altitude de 727m, no periodo da
manha do dia 05 de marco de 2014 (folhas) e 02 de agosto de 2014 (sementes).
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As folhas foram secas em estufa de circulacdo de ar a 35°C, até peso constante para
estabilizacao da biomassa. Posteriormente este foi moido em moinho de facas, acondicionado em sacos
plasticos, selados, identificados e mantidos em camara fria a -20°C. As sementes passaram por um
processo de desinfecao para producao de plantulas axénicas conforme descrito no item 3.2.2 (Cap. 3).
As plantulas estabelecidas foram congeladas, liofilizadas, trituradas, acondicionadas em tubos falcon

50ml, identificadas e armazenadas em camara fria a -20°C.

4.2.2 Preparacao de extratos metandlicos de Hyptis spp.

A biomassa vegetal de amostra /n vivo e in vitro foi macerada em metanol na proporcéo 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 solucao foi filtrada, evaporada
e liofilizada por 72 horas. Prepararam-se solucoes estoque do extrato liofilizado dissolvendo-o em DMSO
PA (dimetilsulfoxido) a 150mg/ml para /n vivo e 40mg/ml para /n vitro. Essa solucao foi homogenizada
no ultrasonicador por 15 minutos e a seguir, foi armazenada a temperatura de 4°C para posterior analise

por HPLC-DAD-MS e em ensaios de bioatividade.

4.2.3 Caracterizacao fitoquimica dos extratos metandlicos por HPLC-DAD e

espectrometria de massa

Usou-se o aparelho cromatografico HPLC-DAD (Sistema LaChrom Elite® da VWR-Hitachi) nas
mesmas condicdes descritas no item 3.2.7 (Cap.3) para identificacdo dos compostos presentes nos
extratos metanadlicos de folhas /7 vivode Hm (ExMtHmVv), Hp (ExMtHpVV) e Hs (ExXMtHsWv) e nos extratos
metandlicos de folhas /n vifro de Hm (ExXMtHmVt), Hp (ExMtHpVt) e Hs (ExMtHsVt). Além do acido
rosmarinico, usou-se os padroes acido clorogénico, quercetina, isoquercetina e luteolina-7-glucosideo,
kampferol. Ja para analises de espectrometria de massas recorreu-se ao equipamento
HPLC PerkinElmer®acoplado a espectrometro 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, /n vitro, por meio dos ensaios
de DPPH (1, 1-difenil-2-picril-hidrazil), capacidade de quelacao do ion ferro, inibicao de producéo do 6xido
nitrico, sequestro do anion superoxido, inibicdo da oxidacdo do betacaroteno/acido linoleico e poder de
reducao sobre o ion férrico (FRAP). Os ensaios antioxidantes foram realizados em microplacas de 96
pocos visando reduzir a quantidades de reagentes e amostras necessarias, aumentar o numero de
analises simultaneas e otimizar o tempo e precisdo das leituras por meio de equipamentos
automatizados. O composto antioxidante padrao utilizado foi a quercetina (2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3,5,7-
trihydroxy-4H-1-benzopyran-4-one,3,3’,4',5,6-pentahydroxyflavone), com =295% (HPLC), férmula quimica
C1sH.,0, e peso molecular de 302,24 g/mol (Sigma-Aldrich).

4.2.4.1 Ensaio DPPH

Para determinar a atividade antioxidante /n wiro 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 modificacdes. Preparou-se uma solucdo de DPPH a 400uM em etanol
100% e adicionou-se a cada poco de uma microplaca, 140 ul desta solucao DPPH e 10 ul de extrato a
diferentes concentracdes. Para o branco da amostra, substitui-se a solucdo DPPH por 140 ul de etanol
100% enquanto que para o controle substitui-se os extratos por 10 ul de etanol 100%. A reacao foi
monitorada do instante O até o instante 60 min no escuro e a temperatura ambiente por meio do leitor
de microplacas SpectraMaxPlus a A=515 nm. A porcentagem de reducado do DPPH foi calculada com

base na formula:

(%) reducdo de DPPH = Ai — Afx 100
Al

onde, Af — Absorbancia registrada no estado de equilibrio e Ai — Absorbancia inicial registrada no tempo

t= 0 minuto.

A partir dos resultados obtidos da férmula, construiu-se uma curva da porcentagem de reducéo

do DPPH versus as concentracdes de cada extrato visando a determinacao do ECs,.
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4.2.4.2 Ensaio da capacidade de quelacao do ferro

Para testar a atividade quelante dos extratos metanolicos de Hypfis, usou-se o ensaio ICA
adaptado de Dinis e colaboradores (1994). Solucdes de FeSO, a 0,12mM em agua ultrapura (lron (ll)
sulfate heptahydrate 99%, Sigma-Aldrich) e ferrozina a 0,6mM em agua 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 realizacdo dos ensaios.

A atividade quelante do extrato foi testada em uma microplaca acrescentando a cada poco 50l
de extrato a diferentes concentracdes, 50ul de FeSO, e 50ul de Ferrozina. O controle e o branco
diferenciaram-se pela substituicdo de extrato por agua ultrapura e ferrozina por agua ultrapura,
respectivamente. Apos adicdo de todos os reagentes, a microplaca ficou em repouso a temperatura
ambiente e protegida da luz por 10 minutos. O reagente ferrozina (Fz), na presenca do ion Fe#, formou
o complexo Fe (ll) (Fz);,, de cor roésea, cuja absorbancia foi medida a 562nm usando um

espectrofotdmetro (modelo SpectraMaxPlus).

A porcentagem de atividade quelante do ferro (% ICA), foi calculada conforme a férmula:

(%) ICA = Ac — (Aa — Ab) x 100
Ac

onde, Ac — Absorbancia do controle; Aa — Absorbancia da amostra e Aa — Absorbancia do branco da

amostra.

Os valores de porcentagem de ICA foram plotados contra as concentracdes dos extratos de
Hyptis. A concentracdo necessaria de amostra para reduzir a descoloracdo da ferrozina em 50% (EC.))

foi determinada graficamente.

4.2.4.3 Ensaio da capacidade de inibicao da producao de éxido nitrico

A determinacao da capacidade de interceptacao do NO foi realizada utilizando-se solucao de
nitroprussiato de sddio (SNP, Merk), de acordo com a metodologia descrita por Green et a/., (1982), com
modificacdes. Nos pocos de cada microplaca relacionados as amostras e ao branco da amostra colocou-

se 100ul de extrato a diferentes concentracdes mais 100ul de SNP (a 20mM em agua ultrapura). Para
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0 controle e o branco controle adicionou-se no lugar do extrato solucao tampao H:PO, (19mM em agua
deionizada, pH 7,4). Esperou-se uma hora e adicionou-se 100ul do reagente Griess (sulfanilamida a 1%
em acido fosforico a b% e naftildetilenodiamina a 0,1% em agua ultrapura) no poco da amostra e no do
controle e 100ul de solucao tampéo 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 espectrofotdémetro (modelo

SpectraMaxPlus) a 562nm.

Os resultados sao expressos em porcentagem de inibicdo da producao de nitrito (% NO)

relativamente ao controle sendo calculada, conforme a formula:

(%) inibicdo de NO = (Ac — Abc) — (Aa -Aba)x 100
(Ac - Abc)

onde, Ac- Absorbancia do controle; Abc — Absorbancia do branco do controle; Aa — Absorbancia da

amostra e Aba — Absorbancia do branco da amostra.

Os valores de porcentagem do NO foram contrastados com as concentracdes dos extratos de
Hyplis. A concentracado necessaria de amostra para reduzir a descoloracao do cromaoforo em 50% (ECs)

foi determinada graficamente.

4.2.4.4 Ensaio da capacidade de sequestro do dnion superoxido

0 ensaio da capacidade de intercepcdo do radical anion superdxido pelos extratos metanolicos
de Hyptis spp., foi realizado conforme a metodologia desenvolvida por Ewing e Janero, 1995. Para
realizacdo do ensaio foram previamente preparadas e protegidas da luz, solucdes estoque de tampéao
fosfato a 19 mM em agua deionizada e ph 7,4 (PanReac Quimica SLU), NBT (Nitrotetrazolium Blue
chloride, Sigma-Aldrich) a 81,5 uM em tampao, NADH (Disodium salt, Roche Custom Biotech) a 1,97mM
em tampao e PMS (Phenazine methosulfate, Sigma-Aldrich) 16uM em tampao que foram armazenadas

em gelo até 0 momento das analises.

Nos pocos da microplaca relacionados as amostras colocou-se 50ul de extrato a diferentes
concentracdes, 50 pl de NADH, 150 pl NBT e 50 pl PMS. O branco da amostra e o controle
diferenciaram-se pela troca de PMS por tampéo e extrato por tampao, respectivamente. Apds 5 minutos

de incubacdo sobre protecédo da luz, procedeu-se a leitura da placa a 560nm.
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Os resultados sao expressos em porcentagem de inibicdo da producéo de azul de nitrotetrazolio

relativamente ao controle (% NBT) sendo calculados conforme a formula:

(%) Inibicdo da producdo de NBT= Ac — (Aa -Aba) x 100
Ac

onde, Ac— Absorbancia do controle, Aa — Absorbancia da amostra e Aba — Absorbancia do branco da

amostra.

Os valores de porcentagem do NBT foram contrastados com as concentracdes dos extratos de
Hyptis spp. A concentracao necessaria de amostra para reduzir a descoloracdo do cromaéforo em 50%

(ECs,) foi determinada graficamente.

4.2.4.5 Ensaio da inibicao da oxidacao do f3-caroteno/acido linoleico

O ensaio da oxidacao do [-caroteno/acido linoleico descrita por Prieto, et a/,, 2012, foi utilizada
para determinacao da atividade antioxidante dos extratos de AHypfis. Para preparacao da solucéao de uso
B-caroteno, num baldo de fundo redondo com junta esmerilhada e tampa, adicionou-se 4 mg de [3-
caroteno (B-carotene, Sigma-Aldrich), 4 g de tween 20 (tween® 20, Sigma-Aldrich), 0,5 ml de &cido
linoleico (linoleic acid, Sigma-Aldrich) e 20 ml de cloroférmio (chloroform, Sigma-Aldrich). Levou-se o
frasco, sempre protegido da luz, ao evaporador rotativo numa temperatura de 45°C para remocao do
cloroformio por periodo curto de tempo, evitando-se o inicio do processo de oxidacao lipidica (Prieto ef
al., 2012). Apos remocdo do cloroférmio, adicionou-se 30 ml de solucdo tampao Britton-Robinson
(100mM, pH 6,5) para cada 1ml de residuo oleoso e verificou-se a absorbancia de aproximadamente
1,4 a 470 nm. O residuo remanescente e a solucao de trabalho foram armazenadas a -20°C por no

maximo uma semana, até a realizacao do ensaio.

Para os pocos da microplaca relacionados a amostra utilizou-se 50 ul de extrato a diferentes
concentracdes e 250 pl de solucao de uso B-caroteno. Para os pogos relacionados ao branco da amostra
e ao controle substitui-se a solucdo de uso por solucao Britton e extrato por solucao Britton,
respectivamente. As microplacas foram incubadas a 45°C durante 60 min. A descoloracdo do [3-
caroteno pelos radicais gerados da oxidacao espontanea do acido linoleico a 45°C foi monitorada pelo
decréscimo da absorbancia medida pelo espectrofotdmetro a 470 nm, do tempo O até o fim de 60

minutos.
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A porcentagem de inibicdo da oxidacao [-caroteno/acido linoleico foi calculada com base na

formula:

(%) Inibicdo da oxidacdo = Al = Afx 100
Ai

onde, Af — Absorbancia registrada no estado de equilibrio e Ai — Absorbéancia inicial registrada no tempo

t= 0 minuto.

A partir dos resultados obtidos da formula, construiu-se uma curva da porcentagem de inibicéo

da oxidacdo versus as concentracdes de cada extrato visando a determinacao do EC.,.

4.2.4.5 Ensaio FRAP

O ensaio FRAP para determinacao do EC, dos extratos de Hyptis spp. foi feito de acordo com
Tseng et al, 2006; Sun et al, 2017, com adaptacdes. A solucdo oxidante FRAP, denominada reagente
FRAP, foi preparada com adicdo de solucdo tampao de acetato (PanReac) a 300 mM e ph 3,6, solucéo
de TPTZ (2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine, Sigma-Aldrich) a 10mM dissolvida em HCI (Hydrochloric acid,
Sigma-Aldrich) a 40mM e solucédo de FeCl..6H,0 (Iron(Ill) chloride hexahydrate, Sigma-Aldrich) a 20mM
na proporcao de 10:1:1.

Para realizacao do ensaio acrescentou-se em cada poco da microplaca, 20ul de extrato a
diferentes concentracdes, 15 ul de H,0, 150 pl reagente FRAP pré-aquecido a 37°C. O branco da
amostra e o controle diferenciaram-se pela troca de reagente FRAP por agua ultrapura e extrato por
tampéao acetato, respectivamente. Apds 4 minutos de incubacao sobre protecao da luz, verificou-se a
reducdo do fero (lll) a ferro (Il) com consequente mudanca de cor azul claro nos pogos para azul escura
(figura 4.7) e procedeu-se a leitura da placa a 593nm. O aumento da absorbancia representou o poder
redutor dos antioxidantes O valor EC,, correspondeu a concentracao efetiva na qual a absorbancia foi de
0,500 para reducao do Fe* obtido pela plotagem dos valores de absorbancia versus as concentracoes

dos extratos de Hyplfis.

4.3 ANALISE ESTATISTICA
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As analises estatisticas foram realizadas utilizando os algoritmos implementados no software
Graph Pad Prism®versao 5.01 (San Diego, CA). O programa é implementado com equacdes integradas
para regressao nao linear que, por meio de calculos matematicos, geram um ajuste de curva mais preciso
aos pontos dados permitindo obter a ECs, (Chen ef a/.,2013). Os dados obtidos foram expressos como
média + E.P.M. (Erro Padrao da Média) de trés experimentos independentes (n=3) realizados em
triplicata. A significancia das diferencas entre as médias obtidas foi avaliada usando o test t de Student

nao pareado. A diferenca com p<0.05 foi considerada significante.

4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4.1 Analise em HPLC-DAD e HPLC-DAD-Ms

A figura 4.1 mostra o perfil de compostos fenolicos dos extratos metandlicos de folhas /n vivo de
Hm (ExMtHmW), Hp (ExMtHpVv) e Hs (ExMtHsVv) e dos extratos metandlicos de folhas /n vitro de Hm
(ExMtHmVt), Hp (ExMtHpVt) e Hs (ExMtHsVt) registrado a 350nm.
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Figura 4.1 — Cromatograma dos extratos etandlicos de folhas de H.marrubioides (a), H. pectinata (c) e H. suaveolens (e) a
concentracao de 100 ug/ml “in vivo” e H.marrubioides (b), H. pectinata (d) e H. suaveolens (f) a concentracdo de 40 pg/ml
“in vitro” obtidos por HPLC-DAD a 350nm.

Os compostos fendlicos foram identificados comparando o espectro UV-Vis, o seu tempo de

rentencdo e A (nm) de absorcdo maxima para cada pico dos extratos com os dos compostos padrdes de

referéncia (figura 4.2).
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Figura 4.2 - Espectros visiveis dos compostos fenolicos padrées obtidos por HPLC-DAD a 350nm. (a) acido clorogénico —
max. absorcao 324nm; (b) luteolina — max. absorcdo 348nm; (c) isoquercetina — max. absorcao 354nm e (d) acido
rosmarinico — max. absorcdo 329nm (e) quercetina - — max. absorcdo 370 nm

Foi detectada a presenca de compostos pertencentes a duas classes principais de compostos
fendlicos: acidos hidroxicinamicos e flavondides, como podem ser observados nas tabelas 4.1 a 4.3. Os
resultados estdo de acordo com a literatura que afirma que os acidos fenodlicos e flavonoides sao
importantes antioxidantes naturais, encontrados em plantas medicinais da familia Lamiaceae (Sytar et
al, 2018; Avila-Reyes et al, 2018). Estes compostos fenolicos desempenham papéis importantes no
crescimento e desenvolvimento das plantas, particularmente nos mecanismos de defesa contra ataques
de patdégenos e insetos, radiacdo UV e ferimentos (Kulbat, 2016; Sytar et al., 2018). Além disso, acidos
fendlicos e flavonoides vem sendo utilizados a favor da saude humana na luta contra o cancer e outras

doencas (Abotaleb et a/, 2019).
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Planta Num?ro do Composto Tempo fle Area Quantificacao
Pico retencao em pg/ml
L Derivados do acido cafeoilquinico 10,960 635417 16,65
2 q 12,193 1117479
Hyptis 3 Flavonas derivadas de luteolina 14,88 6658865 230,39
marrubioides 4 Flavonois derivados de quercetina 19,92 12960397 76,26
i vvo” S Derivados de acido rosmarinico 20,36 31293942
6 22,20 18677323 2.813,11
Teor total de fendlicos 3.136,41
1 Derivados do &cido cafeoilquinico. 12,213 2188318 20,79
2 14,840 7663123
Hyptis ) )
bioich 3 Flavonas derivadas de luteolina 16,507 3526292 442,43
ma”/.fu '/0/ ”6’5 4 16,960 1598492
in vitro
5 Derivados de 4cid i 20,347 13523129
6 erivados de acido rosmarinico 20.727 1908288 868,82
Teor total de fenolicos 1.332,04

Tabela 4.1 - Dados obtidos por HPLC-DAD do fitoconstituintes presentes em extratos metandlicos de folhas de Hm /n vivo e
in vitro.

Planta Nl’lm?ro do Composto Tempo cje Area Quantificacao
Pico retencao em ug/ml
L Derivados do acido cafeoilquinico. 10,907 1240154 23,08
2 12,173 1189886
Hyp{;;p;;‘/faz‘a z Flavonois derivados de quercetina ;?Zi ?;?Z;:; 38,15
4 Derivados de acido rosmarinico 20,347 37602385
6 22,193 5703179 2.437,88
Teor total de fendlicos 2.499,11
Hyptis pectinata Derivados do acido cafeoilquinico. 12,260 2303755 21,88
“In vitro” Derivados de acido rosmarinico 20,373 2508471 425,14
3 26,087 4654920 '
Teor total de fendlicos 447,02

Tabela 4.2 — Dados obtidos por HPLC-DAD do fitoconstituintes presentes em extratos metandlicos de folhas de Hp /i vivo e
in vitro.

Planta NumFro £e Composto Tempo f|e Area Quantificacdo em
Pico retencao pg/ml

L Derivados do acido cafeoilquinico. 12,180 670118 37,56

2 16,867 3283392
Hyptis suaveolens 3 Flavonois derivados de quercetina 19,93 3731051 21,95
“in vivo” 4 20,367 12391832 1.071,17
5 Derivados de acido rosmarinico 21,83 1234384
6 22,20 6507211
Teor total de fenolicos 1.130,68
) 1 Derivados do acido cafeoilquinico 12,22 3719409 35,33
su:ggns 2 Flavonas derivadas de luteolina 14,753 4416450 14,75
“In vitro” i Derivados de acido rosmarinico gggg 586192550895373 3.663,48
Teor total de fendlicos 3.713,56

Tabela 4.3 — Dados obtidos por HPLC-DAD do fitoconstituintes presentes em extratos metanolicos de folhas de Hp /in vivo e
in vitro.
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Entre os acidos hidroxicinamicos verificamos a presenca de derivados do acido rosmarinico e
derivados cafeoilquinico em todas as amostras. Quanto aos flavondides, nas amostras /17 vivo, verificamos
a presenca de flavonas derivadas da luteolina e flavondis derivados da quercetina, enquanto que nas

amostras /n vitro detectou-se a presenca de flavonas derivadas da luteolina, com excecao do ExMtHpVt.

Com base nos resultados verificamos que o conteudo fitoquimico das plantas cultivadas /n vivo
foi comparativamente maior do que o das plantulas cultivadas /n wvifro, salvo em Hs em que ocorreu o
contrario. Mohan e colaboradores (2011) ao estudarem plantas cultivadas /7 vio e calos cultivados /i
vitro de Bacopa monnieri afirmaram que a quantidade de fitoquimicos é relativamente maior nas
amostras /1 vivo. Contudo, Collins (2001) relata que em muitos casos, culturas diferenciadas tendem a
acumular metabdlitos secundarios em quantidades superiores as plantas-mae. Tal situacéo aconteceu

para o acido rosmarinico em culturas de células, conforme descreve Matkowski (2008).

O ExMtHsVt apresentou um teor de compostos fendlicos 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).
0 acido rosmarinico 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 acido cafeoilquinico se fez presente em
todos os extratos. A presenca de quercetina foi confirmada nos ExMtHmVv, ExMtHpVv e ExMtHsWv.
Conforme os resultados, os acidos fendlicos séo os mesmos para a espécie cultivada /7 vivo e sua

correspondente, cultivada /n vifro com diferencas no teor.

A triagem fitoquimica dos extratos metandlicos de Hyptis via HPLC-Ms confirmou a presenca de
acido rosmarinico (tabela 4.4 e figuras 4.3 e 4.4) em amostras /n vivo e in vitro, estando de acordo com

os resultados obtidos por HPLC-DAD.

ion precursor

Composto Espécie [MH] (m/2) Tr (min)
ExMtHmMVv 359.4 11.03

ExMtHpVWv 359.4 10.99

Acido rosmarinico 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 metanolicos das folhas de Hm, Hp e Hs
in vivoe in vitro. (Tr) tempo de retencao.
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Figura 4.3 - Cromatogramas e espectros de massas de extratos metandlicos das folhas de Hm (1), Hp (2) e Hs (3) /n vivo
utilizados em analise por HPLC/Ms. O composto identificado foi o &cido rosmarinico.
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Figura 4.4 — Cromatogramas e espectros de massas de extratos metandlicos das folhas de Hm (1), Hp (2) e Hs (3) /in vitro
utilizados em analise por HPLC/Ms. O composto identificado foi o acido rosmarinico.

A presenca de acido rosmarinico e flavondides ja foi descrito anteriormente em espécie Hyptis
por Falcao e colaboradores (2013). O AR é um éster de acido cafeico que por ser comumente encontrado
em espécies do género Hyptis (Falcao et al., 2016) pode caracterizar-se como um quimiomarcador
especifico deste género. Ele foi identificado como principal componente da espécie H. pectinata (Falcdo
etal, 2016; Pedroso et al., 2019b), H. verticilata (Kuhnt et a/, 1994; Kuhnt et al, 1995) e H. atrorubens
(Abedini ef a/., 2013). A presenca do flavonol rutina foi observada por Pedroso e colaboradores (2017;
2019a) em plantulas /n vitro de Hm eliciadas por acido salicilico ou nitrato de prata ou luz branca ou

azul.

Visto que investigacdes quanto ao perfil fitoquimico de plantas Hypfis spp. sao escassos e a
maioria tm se baseado na composicao do 6leo essencial, os resultados alcancados neste estudo irao

contribuir com o avanco de pesquisas sobre este género.

127
Avaliagao do potencial bioativo de plantas medicinais do género Hyptis
oriundas do cerrado brasileiro. Rejaine Martins Rios



CAPITULO 4 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE EXTRATOS METANOLICOS DE Hyptis spp.

4.4.2 Ensaio DPPH

O método do radical livre DPPH é um ensaio antioxidante baseado na transferéncia de elétrons
gue produz uma solucao violeta em etanol (Garcia et a/,, 2012). A presenca de compostos antioxidantes
no meio provoca a reducao do radical DPPH ao doarem um atomo de hidrogénio ou um elétron e acarreta
mudanca de cor violeta para amarelo que pode ser monitorada por espectrofotémetro (Akar et al., 2017).
Este método ¢ um dos mais utilizados pela sua praticidade, rapidez, alta sensibilidade, precisao,
economia, e por ser um radical estavel (Espin ef a/., 2000; Kedare e Singh, 2011; Chen ef a/., 2013,
Deng et al., 2011). Todavia, a inexisténcia de DPPH- ou radicais livres mais reativos semelhantes em
sistemas bioldgicos ¢ uma deficiéncia que torna a metodologia fisiologicamente desinteressante (Boligon
et al., 2014). Outro dilema quanto ao método pode ser verificado na literatura, onde modificacdes e,
consequentemente, diferentes protocolos sado aplicados. Assim, diversas maneiras de interpretar e
determinar a capacidade antioxidante tornam incoerentes comparacdes de resultados entre protocolos

diferenciados reforcando a necessidade padronizacao do método DPPH (Oliveira, 2015)

Neste ensaio verificou-se que o radical DPPH estavel de coloracao violeta sofreu uma reacao de
oxirreducao e foi reduzido a hidrazina (DPPH-H) de coloracao amarela por acdo antioxidante dos extratos

de Hypfiis (figura 4.5).

« Figura 4.5 - Microplaca demonstrativa do ensaio DPPH ao final de 60 minutos. Fonte:
£} Elaborada pela propria autora, Braga, Portugal, 2018.

A descoloracdo foi monitorada por espectrofotometria e os dados obtidos foram usados para
tracar curvas referentes a porcentagem de reducado do DPPH versus concentracao dos extratos (figura

4.6).

A partir das curvas, determinou-se a concentracao de extrato efetiva capaz de induzir a reducéo
de 50% do DPPH inicial da reacao até sua estabilidade, EC,, (figura 4.7 e tabela 4.5). Quanto menor o

valor do EC,, maior a capacidade antioxidante dos extratos.
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Figura 4.6 — Reducao de radicais DPPH pela acéo antioxidante da quercetina e dos extratos metandlicos de plantas “/n vivo”
de Hyipis marrubioides (ExXMtHmMW), Hyptis pectinata (EXMtHpVW) e Hyptis suaveolens (ExXMtHsW) e “in vitro" de Hylpis
marrubioides (EXMtHmMVY), Hyptis pectinata (ExXMtHpVt) e Hyptis suaveolens (ExMtHsVt). Os valores sdo provenientes de trés

experimentos triplicados independentes e representados com média + E.P.M.
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Figura 4.7 — EC,, do padréo quercetina e dos extratos metandlicos de plantas “/in vivo” de Hytpis marrubioides (EXMtHmMVv),
Hyptis pectinata (ExMtHpW) e Hyptis suaveolens (EXMtHsW) e “in vitro” de Hytois marrubioides (EXMtHmMVt), Hyptis pectinata
(ExMtHpVt) e Hyptis suaveolens (ExMtHsVt). Cada coluna representa a média + E.P.M. considerando os resultados obtidos a
partir de trés experimentos independentes. As amostras foram comparadas entre si, duas a duas. Todos os valores sdo

estatisticamente diferentes (p<0,005), exceto aqueles marcados com a mesma letra.

Extratos Ecsn(pg/ml)

Quercetina 3,910 + 0,07

Hyptis marrubioides in vivo (EXMtHmVWv) 83,67 +2,80
Hyptis marrubioides in vitro (EXMtHmVt) 78,77 + 3,80
Hyptis pectinata in vivo (ExMtHpVv) 54,87 + 1,80
Hypltis pectinata in vitro (ExMtHpVt) 57,53+ 2,51
Hyptis suaveolens in vivo (ExXMtHsVv) 78,77 + 461
Hyptis suaveolens in vitro (ExMtHsVt) 59,00 + 2,54

Tabela 4.5 - Valores EC,, dos extratos metandlicos de AHyZpis no ensaio DPPH. Os dados representam médias + E.P.M. para

trés experimentos diferentes.

Avaliagao do potencial bioativo de plantas medicinais do género Hyptis

oriundas do cerrado brasileiro. Rejaine Martins Rios

129



CAPITULO 4 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE EXTRATOS METANOLICOS DE Hyptis spp.

O valor EC,, da quercetina é significativamente menor que os dos extratos das Hyptis (p<0,005),
0 que indica maior capacidade antioxidante do padrdo. Contudo, verifica-se que todos os extratos de
Hyptis apresentam ECy e, portanto, uma possivel acdo antioxidante, o que pode ser justificado pela
presenca de compostos fenolicos. Conforme Jiang e Zhang (2012) os compostos fenolicos podem atuar
como antioxidantes pela capacidade de eliminar o excesso de radicais livres € manter o equilibrio de

EROs no corpo humano.

Dos seis extratos analisados, destacam-se o ExMtHpVv, ExMtHpVt e ExMtHsVt com maior
propriedade anti-radicalar, EC,,=54,87 pg/ml, EC,,=57,53 pg/ml e EC,=59 pg/ml, respectivamente.
Nos ensaios fitoquimicos, verificou-e que o ExMtHpVv foi o que apresentou a maior quantidade de
compostos fendlicos entre as espécies /7 vivo enquanto que o ExMtHsVt apresentou a maior quantidade
entre as /n vitro. O EXMtHmVv ndo demonstrou média significativamente diferente do ExMtHmVt, assim
como, o do ExMtHpVv e ExMtHpVt, quando comparados pelo teste t. Ja o resultado do ExXMtHsVv quando
confrontado com o ExMtHsVt, apresentou médias significativamente diferentes, sendo que a amostra /in
vitro apresentou maior capacidade antioxidante com EC,=59,00 ug/ml e maior teor de compostos
fendlicos. Correlacao positiva entre a atividade antioxidante de extratos metanolicos de Hs e a presenca

de fendlicos foi confirmada nos estudos de Ghaffari e colaboradores (2014) e Gavani e Paarakh (2008).

Outros estudos destacam a acao antioxidante e a presenca de fendlicos em plantas H)piis.
Segundo Rebelo e colaboradores (2009), os extratos metandlicos de H. crenata apresentaram EC,, de
16,7+0,4pg/ml comparavel ao do antioxidante BHT (19,8+0,5 pg/ml) demonstrando significativa
atividade antioxidante atribuida a presenca de compostos fenolicos polares. Ja o extrato etanolico de A.
fasciculata (ECs= 35 ug/ml) mostrou maior capacidade de eliminar o radical livre DPPH do que o extrato
etanolico de Ginco biloba (EC,= 41,5 ug/ml) usado como padrao devido em parte, a presenca de
substancias fendlicas (Silva ef a/, 2005; 2009). Outro estudo relata que a presenca de flavonoides,
saponinas, taninos e xantonas em extratos etanolicos de H. fruticosa podem estar ligados & sua atividade

antioxidante (Andrade et a/,, 2010).

Com base nos resultados é possivel inferir que os extratos vegetais de Hyptis foram capazes de
reduzir a molécula de DPPH e que essa capacidade pode estar relacionada a presenca de acido

rosmarinico e outros compostos fendlicos.
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4.4.3 Ensaio da capacidade de quelacao do ferro

A interrupcdo da homeostase celular pela acao catalitica de alguns metais, como o ferro, vem
sendo progressivamente confirmada pela literatura. O ferro € um elemento fundamental para o transporte
de oxigénio, sintese de DNA e metabolismo energético cuja caréncia acarreta desordens em todo o
organismo (Grotto, 2008). Contudo, ¢é preciso ressaltar que o ferro e outros metais de transicao (cobre,
cromo, cobalto, vanadio, cadmio, arsénico, niquel) podem doar ou aceitar elétrons livres durante reacdes
intracelulares, catalisando a formacao de EROs os quais lesam proteinas, lipidios, carboidratos e acidos

nucléicos dentro das células (Konéi¢ et al,, 2011).

Em situacdes de estresse oxidativo, o excesso de anions superoxido (Oz) reage com os ions Fe*
reduzindo-os a ions Fe> que podem participar da reacao Fenton e reagir com o perdxido de hidrogénio
(Harb et al., 2016). Os ions Fe> convertem H,0, em hidroxilas (OH") altamente reativas caracterizando-
se como potentes pro-oxidantes (Vanconcelos ef a/,2007). A quelacao de metais por certos compostos
antioxidantes é capaz de diminuir o efeito pro-oxidante do metal reduzindo seu potencial redox e
estabilizando a sua forma oxidada, bem como impedindo estericamente a formacdo do complexo
hidroperoxido metalico (Konéi¢ ef a/, 2011). Assim, faz-se relevante a busca por fontes naturais de
antioxidantes com acao quelante em metais pro-oxidantes no intuito de evitar danos aos tecidos e, assim,

garantir a manutencao das funcdes celulares essenciais.

O ensaio ICA faz uso de uma metodologia simples para avaliar o potencial de uma amostra de
reduzir a peroxidacao lipidica ou a formacao de radicais livres resultantes das reacdes de Fenton e Haber-
Weiss (Harb et a/., 2016). Nos ensaios com as Hypiis, a reacao da capacidade de quelacao do ferro foi

facilmente visualizada na microplaca, conforme a figura 4.8.
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Figura 4.8 - Microplaca demonstrativa do ensaio da capacidade de quelacao do
ferro. Fonte: Elaborada pela propria autora, Braga,Portugal, 2018.

131
Avaliagao do potencial bioativo de plantas medicinais do género Hyptis
oriundas do cerrado brasileiro. Rejaine Martins Rios



CAPITULO 4 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE EXTRATOS METANOLICOS DE Hyptis spp.

Os dados obtidos apos leitura das microplacas no espectofotdmetro foram usados para tracar as
curvas referentes a porcentagem de quelacao do ferro versus concentracao dos extratos de Hypiis (figura

4.9).
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Figura 4.9 - Atividade de quelacdo do ion ferro pela acdo quelante da quercetina e dos extratos metanolicos de plantas “/n
vivo” de Hytpis marrubioides (EXMtHmMW), Hyplis pectinata (EXMtHpW) e Hyptis suaveolens (EXMtHsW) e “in vitro" de Hytois
marrubioides (EXMtHMVL), Hyptis pectinata (EXMtHpVt) e Hyptis suaveolens (ExXMtHsVE). Os valores sdo provenientes de trés
experimentos triplicados independentes e representados com média + E.P.M.

A partir das curvas, descobriu-se a concentracao de extrato efetiva (ECs) para quelar 50% dos

ions Fez disponiveis, interrompendo a formacao do complexo Fe(ll)(Fz); (figura 4.10 e tabela 4.6).
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Figura 4.10 - EC,, do padrdo quercetina e dos extratos metanolicos de plantas “/n vivo” de Hytois marrubioides (ExMtHmW),
H. pectinata (ExMtHpW) e H.suaveolens (ExMtHsSWW) e “in vitro" de H. marrubioides (EXMtHmMVY), H. pectinata (ExXMtHpVt) e
H.suaveolens (ExMtHsVt). Cada barra representa a média + E.P.M. considerando os resultados obtidos a partir de trés
experimentos independentes. As amostras foram comparadas entre si, duas a duas. Todos os valores sdo estatisticamente
diferentes (p<0,005), exceto aqueles marcados com a mesma letra.
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Antioxidantes EC..(ug/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 (ExXMtHpVt) 728.0 £ 24.27
Hyplis suaveolens in vivo (ExXMtHsVv) 510.3+10.11
Hyptis suaveolens in vitro (ExMtHsVt) 351.3 + 4.807

Tabela 4.6 - Valores EC,, dos extratos metanolicos de Hyipis no ensaio quelacdo do ferro. Os dados representam médias +
E.P.M. para trés experimentos diferentes.

O valor EC., da quercetina foi significativamente menor que os dos extratos das Hyptis (p<0,005),
0 que indica maior capacidade antioxidante do padrao. Todos os extratos interferiram na formacao de
complexo Fe(ll)(Fz).. Contudo, os ExMtHsVt seguido de ExMtHmVv foram os extratos que mais se
destacaram na quelacao do ferro (ECs =351,3 pg/ml e EC., =394,7 ug/ml) e, curiosamente, foram
aqueles que apresentaram maior teor de fendlicos totais para amostras /i vitroe in vivo, respectivamente.
Os compostos fendlicos presentes nos extratos de Hyptis podem exercer o seu efeito antioxidante como
agentes queladores de metal reduzindo a atividade pro-oxidante destes ultimos (Silva ef a/., 2014b).
Esses resultados corroboram com os de Benabdallah e colaboradores (2016) que relatam que extratos
metandlicos de espécies de Mentha mostraram niveis antioxidantes consideraveis correlacionados ao
forte teor de polifenois. Esta correlacao esta associada a presenca de grupos hidroxilo e carboxilo,
capazes de se ligarem ao ferro e inativarem estes ions por quelacao suprimindo a reacao de Fenton, com

formacao de O,*, considerada a fonte mais importante de EROS (Arora et a/,, 1998; Michalak, 2006).

A presenca do acido rosmarinico como composto majoritario em todos os extratos de Hypiis
pode ser um dos motivos das propriedades quelantes obtidas nos ensaios, o que esta de acordo com os
resultados relatados por Mekinic e colaboradores (2014). Segundo eles, o extrato de erva-cidreira
(Melissa officinalis L.) apresentou um valor EC,, significativo para quelacao do ferro que pode ser
justificado pelo abundante teor de acido rosmarinico cuja a presenca de dois grupos orto-dihidroxi

(estruturas catecdis) é extremamente importante para uma forte atividade quelante.

4.4.4 Ensaio da capacidade de inibicao da producao de éxido nitrico

O radical de oxido nitrico (NO-) tem um papel fundamental na regulacao de diversos processos
fisioldgicos e fisiopatoldgicos (Pacher et a/, 2007). E considerado uma “faca de dois gumes” (double-

edged sworad) por apresentar a capacidade de ser benéfico ou potencialmente toéxico conforme a
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concentracao e o tecido em questao, bem como da capacidade de depuracao tecidual (Schmidt e Walter,

1994; Flora Filho e Zilberstein, 2000).

O envolvimento do NO nos processos fisioldgicos de mamiferos se refere a neurotransmissao,
controle da pressao sanguinea, inflamacao, reacdes imunologicas e nos mecanismos de defesa contra
microorganismos e tumores (Costa et a/., 2003). Todavia, o descontrole com altas concentracées de NO
pode ocasionar sua reacao com o anion superoxido (02+) formando o oxidante peroxinitrito (ONOO) com
efeitos potencialmente danosos ao aumentar o estresse oxidativo, induzir a peroxidacao lipidica,
desestabilizar membranas, oxidar e nitrar proteinas e danificar o DNA (Pacher ef a/., 2007; Maia et al.,
2010). Entre as fisiopatologias associadas ao descontrole de NO, destacamos as doencas
cardiovasculares, autoimunidade, rejeicdo de transplantes, doencas degenerativas como sépsis,

genotoxicidade, surgimento de neoplasias e carcinogénese (Costa et a/., 2003).

Na intencdo de frear a ocorréncia de processos de toxidade induzida por espécies reativas,
antioxidantes naturais que sequestrem o radical 6xido nitrico agucam a pesquisa por compostos bioativos
de extratos vegetais como uma alternativa terapéutica com importante papel citoprotetor, de modulacao
de processos inflamatorios e de diminuicao do estresse oxidativo (Saha e Pahan, 2006a, 2006b).
Portanto, o ensaio da capacidade de inibicdo da producao de NO desenvolvido neste estudo veio de
encontro com esse anseio. O teste foi escolhido por ser considerado um método oficial para
determinacao de nitrito envolvendo procedimentos espectrofotométricos baseados na reacdo de Griess

(Ramos et al., 2006).

A reacdo da capacidade de inibicdo da formacao de oxido nitrico foi facilmente visualizada na

microplaca, conforme a figura 4.11.
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“G Figura 4.11 - Microplaca demonstrativa do ensaio de inibicao da formacao de oxido

nitrico. Fonte: Elaborada pela prépria autora, Braga,Portugal, 2018.

Os resultados oriundos da leitura espectrofotométrica foram usados para tracar as curvas

referentes a % de reducdo do NO versus as concentracdes para cada amostra independente (figura 4.12).
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Figura 4.12 - Reducao da producdo de éxido nitrico pela quercetina e pelos extratos metandlicos de plantas “in vivo” de
Hytois marrubioides (EXMtHmMW), Hyptis pectinata (ExXMtHpVV) e Hyptis suaveolens (EXMtHsSW) e “in vitro” de Hyitpis
marrubioides (EXMtHmVY), Hyptis pectinata (ExXMtHpVt) e Hyptis suaveolens (ExMtHsVt). Os valores séo provenientes de trés
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 presenca de oxido nitrico gerado a partir do nitroprussiato de sddio, o

EC., representado na figura 4.13 e tabela 4.7).
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Figura 4.13 - EC,, do padrao quercetina e dos extratos metandlicos de plantas “/n vivo” de Hylpis marrubioides (EXMtHmMVv)
e Hyptis pectinata (EXMtHpVV) e “in vitro" de Hylpis marrubioides (EXMtHMVt), Hyptis pectinata (ExMtHpVt). Cada coluna
representa a média + E.P.M. considerando os resultados obtidos a partir de trés experimentos independentes. As amostras
foram comparadas entre si pelo teste t. Todos os valores sao estatisticamente diferentes (p<0,005), exceto aqueles marcados
com a mesma letra. Para os extratos de Hyptis suaveolens in vivo e in vitro o EC,, ndo foi atingido.
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Antioxidantes EC..(ug/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 (ExXMtHpVv) 269.3+12.33
Hyplis pectinata in vitro (ExMtHpVt) 268.3+17.13

Tabela 4.7 - Resultados da analise de quelacdo do ¢xido nitrico. Os dados representam médias + E.P.M. para trés

PNT

experimentos diferentes. Para os extratos de Hyptis suaveolens “in vivo”e “in vitro” o EC,, nao foi atingido.

O valor ECs, da quercetina foi significativamente menor que os dos extratos das Hyptis (p<0,005),
0 que indica maior capacidade antioxidante do padrao. EXMtHmVt, ExMtHpVt, ExMtHpWv e ExMtHmVv

reduziram a producao de dxido nitrico, sugerindo que eles possuam capacidade antioxidante.

Observando a tabela 4.7, verifica-se que o ECs para o ExMtHpW (EC5=269,3 ug/ml) nao
demonstrou média significativamente diferente do ExMtHpVt (EC.=268,3 ug/ml). Ja o resultado do
ExMtHmVW (EC,=364,3 ug/ml) quando confrontado com o ExMtHmVt (EC,=236 ug/ml), apresentou
médias significativamente diferentes, sendo que a amostra /7 wiro apresentou maior potencial
antioxidante. N&o foi possivel determinar o EC, para ExMtHsVv e ExMtHsVt, nas concentracoes testadas.
Este é o primeiro trabalho quanto a aplicacdo dessa metodologia para extratos de espécies do género
Hyplis. Todavia, Serafini e colaboradores (2017), ja indicavam o potencial do composto calamusenona
isolada do oleo essencial de H. pectinata nas concentracdes de 100 ug/ml e 1 mg/ml como agente

sequestrador de NO.

Estudos referentes a espécies das Lamiaceaes confirmam o potencial desta familia como
sequestrador de NO. O extrato metanodlico de Ocimum gratissimum L., por exemplo, a 250 pg/ml
conseguiu reduzir em 50% a concentracdo de NO (Awah e Verla, 2010). Plectranthus mollis e Salvia
officinalis também mostraram reducao significativa do NO com valores de EC,=37,44 pg/ml e
EC.=22,71 pg/ml, respectivamente, que segundo Ramu e Dhanabal (2015) pode estar associada aos
constituintes quimicos presentes na planta. Em outro estudo, Annapandian e Rajagopal (2017), relataram
que o extrato etanolico e o extrato de éter de petréleo de Leucas aspera apresentaram relevante atividade
de sequestro de NO com EC.,= 11,87 ug/ml e EC,=13,47 pg/ml. Franco e colaboradores (2018),
afirmam que o mecanismo de reducdo de radicais NO pelos extratos vegetais envolve compostos
fendlicos e que, portanto, o significativo valor EC,, exibido por extratos aquosos de Melissa officinalis (35
+ 12 pg/ml) pode estar relacionado a existéncia de acido rosmarinico e outros compostos fendlicos.
Esses estudos estdo 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-inflamatoria podendo atuar na

136
Avaliagao do potencial bioativo de plantas medicinais do género Hyptis
oriundas do cerrado brasileiro. Rejaine Martins Rios



CAPITULO 4 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE EXTRATOS METANOLICOS DE Hyptis spp.

modulacao do processo inflamatério, diminuindo seus efeitos danosos ao organismo e auxiliando na

manutencao da homeostase (Maia et a/., 2010).

4.4.5 Ensaio da capacidade de sequestro do anion superodxido

Durante a respiracdo aerdbia, o oxigénio molecular é reduzido a agua pela incorporacao de
quatro elétrons resultantes da cadeia respiratoria. Todavia, sob determinadas condicdes, pode haver

reducao do oxigénio com um elétron originando o radical anion superéxido (O ;) (Turrens, 2003).

Outras fontes importantes de formacdo de O, sdo a enzima xantina oxidase, as enzimas
oxidantes (aldeido oxidase, flavina desidrogenase, ciclooxigenase, NADPH oxidase e sistema citocromo
P450 oxidase); auto-oxidacdo de pequenas moléculas (catecolaminas, flavinas e hidroguinonas); e
sistema de carregadores de elétrons microsomais e das membranas nucleares, entre outras (Delbin et

al.,2009).

0 0, ndo é um oxidante forte, mas pode interagir com outras moléculas e formar outras espécies
reativas de oxigénio toxicas, tais como peroxido de hidrogénio (H.O.), peroxinitrito (ONOO) e radicais
hidroxilo (HO) (Ferreira e Abreu, 2007; Tao et al., 2014). Estas EROs induzem danos oxidativos nos
lipidios das membranas, nas proteinas 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 anion superoxido sdo o grande alvo de pesquisas cientificas.

No método utilizado neste estudo para determinacdo da capacidade de interceptacao do radical
anion superoxido, ocorreu uma reacdo nao enzimatica na qual o metasulfato de fenazina (PMS) na
presenca de nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) produz o anion superdxido. Em seguida, dois
radicais superdéxidos doam, cada um, um elétron para o azul de nitrotetrazélio (NBT) que é reduzido a
formazana, um cromoforo azul que apresenta um maximo de absorcdo a 560nm (Ewing e Janero, 1995;

Magalhaes et al., 2008).

Ao se adicionar algum extrato antioxidante neste meio, ele compete com o NBT pelo anion radical
superoxido. Nesse processo ocorre a diminuicdo da velocidade de reducdo do NBT e, consequentemente,
de formazana com decréscimo da intensidade da cor, conforme figura 4.14 (Ewing e Janero, 1995;

Magalhaes et a/., 2008).
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Figura 4.14. Microplaca demonstrativa do ensaio de avaliacdo do sequestro de
superdxido. Fonte: Elaborada pela propria autora, Braga,Portugal, 2018.

Apds leitura espectrofotométrica da placa, os resultados foram utilizados para tracar as curvas
referentes a porcentagem de reducdo da producdo de azul de nitrotetrazolio (% NBT) versus as

concentracdes de extratos para cada amostra independente (figura 4.15).
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Figura 4.15 - Inibicao da producao de azul de nitrotetrazdlio pela quercetina e pelos extratos metanolicos de plantas “/n vivo”
de Hytois marrubioides (ExXMtHmMW), Hyptis pectinata (EXMtHpVW) e Hyptis suaveolens (ExXMtHsW) e “in vitro" de Hylpis
marrubioides (EXMtHmMVY), Hyptis pectinata (EXMtHpVt) e Hyptis suaveolens (ExMtHsVt). Os valores sdo provenientes de trés
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 presenca de NBT gerado a partir da reacdo PMS + NADH, ou seja, o EC., que foi representado

na figura 4.16 e tabela 4.8.
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Figura 4.16 - EC,, do padrdo quercetina e dos extratos metanolicos de plantas “/n vivo”de Hytpis marrubioides (ExMtHmW),
Hyptis pectinata (ExMtHpW) e Hyptis suaveolens (EXMtHsW) e “in vitro” de Hyiois marrubioides (EXMtHmMVY), Hyptis pectinata
(ExMtHpVt) e Hyptis suaveolens (ExMtHsVt). Cada coluna representa a média + E.P.M. considerando os resultados obtidos a
partir de trés experimentos independentes. As amostras foram comparadas entre si pelo teste t. Todos os valores sdo
estatisticamente diferentes (p<0,005), exceto aqueles marcados com a mesma letra.

Antioxidantes EC..(ug/ml)
Quercetina 54.10 + 0.8185

Hyptis marrubioides in vivo (EXMtHmVv) 37.17+ 3.973
Hyptis marrubioides in vitro (ExXMtHmVt) 178.7 +13.84
Hyptis pectinata in vivo (ExMtHpVv) 62.50 + 3.323
Hyplis pectinata in vitro (EXMtHpV1) 145.7 + 3.180
Hyplis suaveolens in vivo (ExXMtHsVv) 61.33+1.178
Hyptis suaveolens in vitro (ExXMtHsV1) 151,3 + 9.838

Tabela 4.8 - Resultados da analise do sequestro do radical superoxido. Os dados representam médias + E.P.M. para trés
experimentos diferentes.

O ExMtHmVv apresentou o melhor EC,= 37,17 ug/ml, até mesmo quando comparado com a
quercetina com EC,=54,10 pg/ml. Em seguida, destacou-se o ExMtHsVv com EC,= 61,33ug/ml e o
ExMtHpVWv com EC,=62,50 ug/ml. As amostras /n vitro apesar de apresentarem inibicdo de NBT,
obtiveram valores ECs;, mais altos que as amostras /7 vivo e, portanto, médias significativamente
diferentes quando comparadas. Deepika e colaboradores (2013) destacaram boa atividade de sequestro
de anion superdxido para extrato de acetato de etila de H. suaveolens. Ja para Hm e Hp nao ha relatos

sobre o0 uso dessa metodologia, sendo este estudo o primeiro a constatar o potencial das duas espécies.

Outros estudos confirmam a capacidade de eliminacao de radicais anion superéxido de espécies

pertencentes a familia Lamiaceae. Jun e colaboradores (2001) relataram que o extrato de metanol da
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manjerona (Origanum majorana) exibia forte capacidade de eliminacao de radicais anion superoxido
(85,5%). Thirugnanasampandan e Jayakumar (2011) demonstraram uma inibicdo significativa do
superdxido pelos extratos etandlicos de folhas das plantas Anisomelos malabarica, Leucas
aspera e Ocimum basilicum (Thirugnanasampandan e Jayakumar, 2011). Segundo esses autores, O.
basificum contém polifendis e flavondides mais elevados que L. asperae A. malabaricae estes
compostos fendlicos podem estar relacionados com sua atividade antioxidante. Nos trabalhos de Tanaka
e colaboradores (2003) a atividade de eliminacado de radicais de anides superdxido pelos compostos
fendlicos cresceu proporcionalmente ao numero de hidroxilas fendlicas na molécula. Aherner e
colaboradores (2007), afirmam que a acdo antioxidante exibida por Rosmarinus officinalis, Origanum

vulgare e Salvia officinalis, pode ser devida a presenca de fenolicos

4.4.6 Ensaio de oxidacao do 3-caroteno/acido linoleico

O B-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 /n vifro e em modelos animais relacionadas ao seu potencial para eliminar o oxigénio

singleto e capturar radicais de peroxilo (Russell e Paiva, 1999).

Em produtos alimenticios, como bebidas, o [B-caroteno é empregado como agente corante e sua
descoloracdo representa reducdo da qualidade do produto (Siramon et a/., 2013). Essa caracteristica de
croméforo foi aproveitada para criacdo de metodologias que determinassem a capacidade de uma
amostra de proteger um substrato lipidico da oxidacdo (Duarte-Almeida et a/, 2006; Siramon et a/,

2013).

Neste ensaio da oxidacdo do [3-caroteno/&cido linoleico avaliou-se a atividade de inibicdo de
radicais livres gerados durante a peroxidacéo do &cido linoleico que atacam a molécula de (-caroteno
altamente insaturada causando perda de suas caracteristicas de cromoforo e, portanto, da cor laranja,
conforme figura 4.17 (Husein et al, 2014). O teste aplicado permite selecionar de maneira rapida
extratos potencialmente relevantes na prevencdo de doencas cronico-degenerativas (Duarte-Almeida et

al., 2006).
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Figura 4.17 — Microplaca demonstrativa do ensaio de oxidacdo do [-caroteno
/acido linoléico ao final de 60 minutos. Fonte: Elaborada pela propria autora,
Braga,Portugal, 2018.

As medidas espectrofotométricas da descoloracdo do B-caroteno induzidas pelos produtos da
degradacao oxidativa do acido linoleico foram usadas para tracar as curvas referentes a porcentagem de

reducao da oxidacao versus concentracao dos extratos (figura 4.18).
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Figura 4.18 - Inibicdo de radicais livres gerados durante a peroxidacdo do acido linoleico pela acdo antioxidante da quercetina
e dos extratos metandlicos de plantas “/n vivo” de Hytpis marrubioides (EXMtHmMWV), Hyptis pectinata (EXMtHpW) e Hyptis
suaveolens (ExMtHsW) e “in vitrd” de Hytois marrubioides (EXMtHMVY), Hyptis pectinata (EXMtHpVt) e Hyptis suaveolens
(ExMtHsVt). Os valores sao provenientes de trés experimentos triplicados independentes e representados com média + erro
padrao da média.

A partir das curvas, determinou-se a concentracdo de extrato efetiva (EC.) que protege o [-
caroteno da descoloracao em 50% eliminando radicais livres provenientes da peroxidacdo do acido
linoleico (figura 4.19 e tabela 4.9). Quanto menor for o valor do EC,, maior sera a capacidade

antioxidante dos extratos.
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Figura 4.19 - EC,, do padrdo quercetina e dos extratos metanolicos de plantas “/n vivo”de Hytpis marrubioides (ExMtHmW),
Hyptis pectinata (ExMtHpW) e Hyptis suaveolens (ExXMtHsW) e “in vitro” de Hytois marrubioides (EXMtHmMVt), Hyptis pectinata
(ExMtHpVt) e Hyptis suaveolens (ExMtHsVt). Cada coluna representa a média + E.P.M. considerando os resultados obtidos a
partir de trés experimentos independentes. As amostras foram comparadas entre si pelo teste t. Todos os valores sdo
estatisticamente diferentes (p<0,005), exceto aqueles marcados com a mesma letra.

Antioxidantes EC.,(ug/ml)
Quercetina 12.60+ 0.5292

Hyptis marrubioides in vivo (EXMtHmVv) 226.0+ 11.53
Hyptis marrubioides in vitro (ExXMtHmVt) 227.7 £ 5.783
Hyptis pectinata in vivo (ExMtHpVv) 395.7 +1.764
Hyptis pectinata in vitro (ExXMtHpVt) 105.1 £ 5.622
Hyplis suaveolens in vivo (ExXMtHsVv) 253.06 + 6.083
Hyptis suaveolens in vitro (ExXMtHsVt) 77.80+2.011

Tabela 4.9 - Resultados da analise do Inibicdo betacaroteno. Os dados representam médias + E.P.M. para trés experimentos
diferentes.

O valor EC,, da quercetina foi significativamente menor que os dos extratos das Hyptis (p<0,005),
0 que indica maior capacidade antioxidante do padrao. Todos os extratos interferiram na inibicao da
descoloragdo do (-caroteno. Observando a figura 4.19, nota-se que o resultado para o EXMtHmVv nédo
demonstrou média significativamente diferente do ExMtHmVt, mesmo o primeiro apresentando maior
teor de fendlicos. O contrario ocorreu com os ExMtHsVt e ExMtHpVt que demonstraram médias
significativamente diferentes e melhores do que seus correspondentes extratos /n vivo. Dos seis extratos

analisados, os ExMtHsVt obtiveram o melhor resultado com EC,=77,80 ug/ml, seguido de ExMtHpVt
com EC,=105,1 pg/ml.

Extratos de Teucrium chamaedrys, T. montanum e T. polium também exibiram atividade

antioxidante no sistema PBetacaroteno/acido linoleico melhor que o padrao - BHA (Panovska ef al,
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2005). Contudo, essa atividade nado estava relacionada com os niveis totais de flavonoides o que indica
um possivel sinergismo dos flavonoides com outros compostos presentes nos extratos e nao identificados

no estudo (Panovska et al., 2005).

Outras espécies da familia Lamiaceae também apresentaram bons resultados para o ensaio do
betacaroteno. Nickavar e colaboradores (2016), demonstraram que o extrato metandlico de Salvia
verticillata exibiu forte efeito inibitério no branqueamento do B-caroteno de maneira dependente da
concentracdo com EC, de 194 pg/ml. Os extratos de acetato de etila das espécies de Salia
albimaculata (EC=29,3 ug/ml), Salvia potentillifolia (EC=26,1 ug/ml) e Salvia nydeggeri (EC=32,6
ug/ml) também apresentaram bons resultados para o ensaio sendo que foi notada uma correlacao

positiva com contetdo de fenolicos totais (Kivrak ef a/,, 2019).

4.4.7 Ensaio FRAP

O estresse oxidativo quando instaurado em nosso organismo, resulta em danos ao DNA e a
proteina e na peroxidacao lipidica que podem estar correlacionados ao aparecimento de cancer, doencas
cardiovasculares, doencas de Alzheimer e Parkinson (Chan ef a/, 2008). Conforme a literatura, varias
plantas vém sendo estudadas por sua acao terapéutica associada a presenca de antioxidantes, na ansia
de reduzir as incidéncias destas doencas por eliminacao ou neutralizacdo de EROs deletérios (Sylvie et

al, 2014).

Existem varios 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 oxigénio. O
método FRAP (poder antioxidante de reducao dos ions ferro) € um destes métodos no qual os
antioxidantes funcionam como redutores inativando oxidantes por meio de reacdes redox (Kumari e
Padmaija, 2012). Ele mede a habilidade dos antioxidantes reduzirem o ion ferro lll a ferro Il na presenca
de tripiridiltriazina (TPTZ) (Stratil ef a/,, 2006). A reducao do complexo tripiridiltriazina férrica (Felll-TPTZ)
ao complexo ferroso tripiridiltriazina (Fell-TPTZ) em meio acido deve ser monitorada a 593nm (Vazquez

et al., 2008).

O aumento da absorbancia & proporcional a capacidade antioxidante, cuja reacdo pode ser

verificada visivelmente com a mudanca 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
prépria autora, Braga,Portugal, 2018.

Apds leitura espectrofotométrica das microplacas, usou-se os dados obtidos para tracar as curvas
referentes a porcentagem de reducéo do Fe* versus as concentracdes dos extratos de Hyptis (figura

4.21).
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Figura 4.21 — Reducao do Fe* pela acdo de antioxidantes da quercetina e dos extratos metandlicos das plantas “/in vivo” de
Hytpis marrubioides (EXMtHMW), Hyplis pectinata (EXMtHpW) e Hyptis suaveolens (ExMtHsV) e “in vitro" de Hytpis
marrubioides (EXMtHmVt), Hyptis pectinata (ExMtHpVt) e Hyptis suaveolens (ExMtHsVt). Os valores sdo provenientes de trés
experimentos tripicados independentes e representados com média + E.P.M.

A partir das curvas, descobriu-se a concentracéo efetiva de extrato (EC.,) para reducdo do Fe:

(figura 4.22 e tabela 4.10).
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Figura 4.22 - EC,, do padrdo quercetina e dos extratos metanolicos de plantas “/n vivo”de Hylpis marrubioides (ExMtHmW),
Hyptis pectinata (ExMtHpW) e Hyptis suaveolens (EXMtHsW) e “in vitro” de Hyiois marrubioides (EXMtHmMVt), Hyptis pectinata
(ExMtHpVt) e Hyptis suaveolens (ExMtHsVt). Cada barra representa a média + E.P.M. considerando os resultados obtidos a
partir de trés experimentos independentes. As amostras foram comparadas entre si pelo teste t. Todos os valores sdo
estatisticamente diferentes (p<0,005), exceto aqueles marcados com a mesma letra.

A partir dos resultados, verificou-se que a quercetina apresentou a melhor EC,, (2,93 pg/ml). O
ExMtHmVv e o ExMtHsVv apresentaram EC., de 5,83 ug/ml e 6,42 ug/ml, respectivamente, melhores
dos que os outros extratos Hyptis (p<0,005), o que indica maior capacidade redutora Fe*. Analisando a
tabela 4.10, verifica-se que os extratos /77 vivo demonstraram médias significativamente melhores do que
seus extratos /n vitro. Todos os extratos demonstraram uma possivel capacidade antioxidante baseada

na reducao dos ions férricos.

Antioxidantes EC..(ug/ml)

Quercetina 2.93+0.185

Hyptis marrubioides in vivo (EXMtHmVv) 5.83+0.211
Hyptis marrubioides in vitro (ExXMtHmVt) 37.83+1.146
Hyptis pectinata in vivo (ExMtHpVv) 7.36 £0.214
Hyptis pectinata in vitro (ExXMtHpVt) 39.83 £ 0.935
Hyptis suaveolens in vivo (ExXMtHsVv) 6.42 £ 2.117
Hyptis suaveolens in vitro (ExXMtHsVt) 34.76 + 0.949

Tabela 4.10 - Valores EC,, dos extratos metanolicos de Hyptis no ensaio FRAP. Os dados representam médias + E.P.M. para
trés experimentos

Estes resultados confirmam os de Ghaffari e colaroradores (2014) quanto a capacidade do
extrato metanolico de H. suaveolens em reduzir o complexo Fe (lIl) para Fe (Il). Os autores ainda dizem
que o potencial dos extratos para reduzir o Fe* pode ser atribuida a presenca de polifenois e flavonoides.
Este potencial pode estar relacionado a capacidade dos fendlicos de provocar a ruptura da cadeira de
radicais livres ao doar um atomo de hidrogénio e, também, ao nimero e/ou a posicao da molécula de

hidroxila nesses grupos (Asokkumar et a/.,, 2009; Dai e Mumper, 2010; Alzahrani ef al., 2012; Sylvie et
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al., 2014; Adebiyi et al., 2017). Segundo Stratil e colaboradores (2006) a capacidade antioxidante das
substancias fenolicas neste método aumenta de acordo com o nimero de grupos hidroxila. O extrato
etanolico de H. rhomboidea também exibiu significativa atividade redutora de ferro e, de acordo com Li
e colaboradores (2018), estudos mais aprofundados sao fundamentais para definir a qual composto se
deve essa capacidade. Embora haja alguns estudos sobre a atividade FRAP com Hjypfis, até onde

sabemos, Hm e Hp nao foram relatadas anteriormente.

As atividades antioxidantes dos extratos metandlicos de 9 espécies de Salvia (S. sanfolinifolia, S.
eremophila, S.palestina, S. multiacaulis, S. hydrangea, S. syriaca, S. virgata, S. reuferana, S.
macrosiphon) e 15 outras plantas de Lamiaceae (Gontscharovia popovii, Otostegia michauxii, Thymus
aaenensis, 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) originarias do Ird, também, apresentaram

atividade FRAP (Firuzi et a/., 2010).

4.5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos comparados a diversos estudos de Hypfis confirmam que extratos de
folhas destas espécies sao importantes fontes de compostos bioativos, como acidos fendlicos e
flavonoides, sendo o acido rosmarinico, o composto majoritario nas espécies i vivo e in vitro. As
propriedades antioxidante dos extratos Hm, Hp e Hs /n vivo e in vitro se manifestam nas diferentes
metodologias utilizadas. Portanto, essas plantas podem ser consideradas fontes naturais de compostos
com propriedades farmacoldgicas 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 INTRODUCAO

Com a descoberta do primeiro antibiotico em 1928, a penicilina, varias infeccoes 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
implementacao da terapia antimicrobiana na pratica clinica tem sido um dos avancos mais bem-
sucedidos da medicina moderna, abrindo o caminho para intervencdes médicas complexas e bastante
sofisticadas que permitiram prolongar o tempo de vida da populacdo 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 selecao de microrganismos patogénicos e multirresistentes a maioria dos
compostos quimicos comumente utilizados na medicina ((Zinner, 2005; Chattopadhyay ef a/, 2009;

Pereira et al., 2009; Carlet et a/,, 2012; Munita e Arias, 2016).

Apesar de inumeras industrias farmacéuticas se dedicarem a producédo de novos antibidticos, o
ritmo de desenvolvimento da resisténcia bacteriana em diferentes cepas tem crescido a uma velocidade
maior que o isolamento de compostos ativos (Carlet ef a/,, 2012; Frieri et al., 2017), representando um
importante problema a saude humana (Aminov, 2010; Munita e Arias, 2016). No intuito de contornar
essa situacao, estudos visam um antibacteriano ideal que confira uma melhor atividade, uma menor
toxicidade, um menor custo e uma menor sensibilidade aos mecanismos de resisténcia (Chopra et al.,

2002; Aminov, 2010).

Nesse contexto, as plantas podem ser uma alternativa interessante para direcionar a busca por
compostos promissores (Bertucci et a/ 2009). Elas possuem varias vias metabdlicas secundarias que
dao origem a diversos compostos como alcaloides, flavonoides, acidos fendlicos, estibenos, taninos,
cumarinas, carotendides, que por vezes, sao especificos de determinadas familias, géneros ou espécies
(Veberic, 2010). Esses compostos além de serem de suma importancia no mecanismo de defesa da

planta contra predacédo por microrganismos, insetos e herbivoros, em testes /n vitro, tm demonstrado
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propriedades antimicrobianas e podem servir como alternativa antibacteriana eficaz, menos dispendiosa

e segura para o tratamento de infeccdes microbianas (Chattopadhyay ef a/., 2009).

O Brasil é detentor de uma biodiversidade promissora, a maior do mundo (Dutra et a/., 2016),
como fonte de produtos naturais bioativos, cujo potencial terapéutico & pobremente explorado ou
regulamentado, contrastando com o que ocorre em paises desenvolvidos (Veiga Junior, 2005; Ricardo
et al, 2017). Muitas dessas espécies vegetais, portanto, sdo empregadas como medicamentos naturais
sem qualquer respaldo cientifico quanto a sua eficacia e seguranca, o que demonstra a enorme lacuna
entre a oferta de plantas e as pesquisas que validem o seu uso popular (Foglio ef a/, 2006). Na intencao
de colaborar com as investigacdes cientificas voltadas a acao antimicrobiana, desenvolvemos este estudo

com plantas AHyptis oriundas do Brasil.

Varias espécies de Hyptis possuem comprovada atividade antibacteriana (Goly et a/,, 2015; Salini
etal., 2015; Flores et al,, 2014; Tesch et al, 2015; Bachheti et al., 2015; Kerdudo et a/, 2016; Andrade
et al, 2017b; De Figueirédo et al,, 2018). Entres os fatores determinantes da sua atividade bioldgica
destaca-se o teor e o tipo de compostos fenolicos encontrados nos o6leos essenciais e extratos de suas
varias espécies (Tafurt-Garcia ef a/,, 2015). Conforme a literatura, ha investigacdes realizadas com H.
atrorubens, H. brevipes, H. crenata, H. columbiana, H. capitata, H. fasciculata, H. martiusi, H. mutabilis,

H. pectinata, H. rhomboidea, H. verticilatae H. suaveolens, sendo essa ultima a mais estudada.

Como existem aproximadamente 400 espécies de Hyptis, podemos afirmar que ha uma
escassez consideravel de trabalhos relacionados a atividade antibacteriana quando verificamos a
literatura. Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o potencial antibiético de extratos
metandlicos, 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 (ATCCe 25923m),
Staphylococcus aureus (RTCCe 29213™), Escherichia coli (ATCCe® 10536™), Escherichia coli (ATCCe
25922m),  Salmonella Cholerasuis (ATCCe 10708™), Sal/monella Typhimurium (ATCCe 13311m),

Pseudomonas aeruginosa (ATCCe 9027™) e Pseudomonas aeruginosa (ATCCe 27853™).

5.2 MATERIAIS E METODOS

149
Avaliagao do potencial bioativo de plantas medicinais do género Hyptis
oriundas do cerrado brasileiro. Rejaine Martins Rios



CAPITULO 5 — ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DOS EXTRATOS DE AHjptis spp.

5.2.1 Obtencao e identificacdo do material vegetal

As folhas de Hyptis marrubiodes (Hm), Hyptis pectinata (Hp) e Hyptis suaveolens (Hs) foram
coletadas no campo experimental do Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais do Instituto Federal de
Educacao, Ciéncia e Tecnologia Goiano (IFGoiano), Campus Rio Verde, nas coordenadas aproximadas
de 17°48'3,81"'S e 50°54°0,07"'W; 17°48'3,94"'S e 50°53'9,99"W e 17°48’3,81"'S e 50°54'0,01"W,
respectivamente, no periodo da manha do dia 05 de marco de 2014. Exsicatas das trés espécies
coletadas foram depositadas no Herbario do IFGoiano sob os codigos 476, 477 e 492, respectivamente.
0 material vegetal foi seco em estufa de circulacao de ar a 35°C, até peso constante para estabilizacao
da biomassa. Posteriormente este foi moido em moinho de facas, acondicionado em sacos plasticos,

selados, identificados e mantidos em camara fria a -20° C, até a preparacéo dos extratos.

5.2.2 Preparacao dos extratos metandlico, acetato de etila e diclorometano de Hyptis spp.

A biomassa vegetal de cada amostra /n wio foi macerada, separadamente por espécie, em
metanol na proporcdo 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 a temperatura
ambiente. A biomassa foi separada da solucédo por filtracdo com uso de uma bomba a vacuo,
remacerada com 200 ml de metanol 80% e estocada por 7 dias. Ao fim deste prazo, a biomassa foi
filtrada e a solucdo resultante, juntamente com a da primeira extracao, foram evaporadas, congeladas a
-80° C e liofilizadas por 72 horas. O extrato seco foi guardado sob refrigeracdo até a realizacdo dos
ensaios microbiologicos. Repetiu-se este processo de extracao usando como solvente o acetato de etila
e, a posteriori, com diclorometano obtendo-se assim extratos metandlicos, extratos de acetato de etila e

extratos de diclorometano.

O rendimento dos extratos foi calculado a partir da relacdo do peso final da amostra apos a
extracdo (PF) multiplicado por 100 e dividido pelo peso inicial da amostra antes da extracado (Pl)

(Rodrigues et al., 2011), conforme a formula: % rendimento= (PFx100)/PI.
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5.2.3 Microrganismos

Para realizacao dos procedimentos microbiologicos foram empregadas cepas de referéncia da
American Type Culture Collection (ATCCe), na segunda passagem, obtidas do Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (INCQS), Fundacao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro, RJ, Brasil,

representativas dos grupos bacterianos Gram-positivos e Gram-negativos (Tabela 5.1).

Cepa de Referéncia ’ Abreviatura no Texto
Bactérias Gram Positivas

Staphylococcus aureus (ATCCe 25923™) S. aureus (ATCCe 25923™)
Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC® 29213™) S. aureus (ATCC® 29213™)
Bactérias Gram Negativas

Escherichia coli (ATCC® 10536™) E. coli (ATCC® 10536™)
Escherichia coli (ATCCe 25922™) E. coli (ATCC® 25922™)
Salmonella enterica subsp enterica serovar Cholerasuis (ATCC® 10708™) S. Cholerasuis (ATCC® 10708™)
Salmonella enterica subsp enterica serovar Typhimurium (ATCC® 13311™) S. Typhimurium (ATCCe 13311™)
Pseudomona aeruginosa (ATCC® 9027™) P. aeruginosa (ATCC® 9027™)
Pseudomona aeruginosa (ATCCe 27853™) P. aeruginosa (ATCC® 27853™)

Tabela 5.1 — Cepas Gram positivas e Gram negativas de referéncia da American Type Culture Collection utilizadas nos testes
antimicrobianos com extratos de Hm, Hp e Hs.

5.2.4 Avaliacao da atividade antibacteriana e preparacao dos inéculos

Os ensaios de atividade antibacteriana foram realizados no Laboratdrio de Bioatividade Celular e
Molecular, localizado no Centro de Pesquisas Farmacéuticas da Faculdade de Farmacia da UFJF, sob a
orientacdo da Professora Doutora Maria Silvana Alves. A atividade bacteriana foi investigada por meio da
determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM) e da concentracédo bactericida minima (CBM),

bem como pela classificacao do efeito antibacteriano das amostras em bactericida ou bacteriostatico.

Até a realizacdo dos ensaios bioldgicos, as cepas de referéncia foram mantidas congeladas a -
20°C em tubos plasticos com tampas de rosca proprios para congelamento (Inlab), sob forma de

suspensdes densas contendo leite desnatado a 10% (p/v) acrescido de glicerol (Synth) a 10% (v/v).

Para preparacao dos indculos, as cepas de referéncia foram inicialmente ativadas em agar
Mueller-Hinton (Himedia Laboratories®, Mumbai, India) e incubadas por 16 a 18 horas em estufa
bacteriologica a 35+2°C, em aerobiose. Apds incubacao, 3 a 5 Unidades Formadoras de Coldnia (UFC)
foram transferidas para um tubo de ensaio 13x100 mm contendo 3,5 ml de solucédo salina estéril (NaCl

0,9% p/v), comparadas visualmente e ajustadas a escala padrao 0,5 de McFarland (DME Diagnosticos
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Microbioldgicos Especializados®, Sao Paulo, SP, Brasil) (CLSI, 2012). A turbidez do inoculo bacteriano
foi confirmada em espectrofotémetro (Bel Spectro S05) (BEL® Photonics do Brasil, SP, Brasil). A leitura
da absorbancia deve estar entre 0,08 € 0,13 em 625 nm para corresponder a 0,5 da escala de McFarland

(CLSI, 2012).

5.2.5 Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

O método de microdiluicdo em caldo foi utilizado para determinacdao da CIM conforme as
recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012 e 2014), com alguns ajustes.
Para o preparo da solucéo estoque dos extratos (SE) a 10 mg.ml+, pesou-se 10 mg do extrato seco que
foram transferidos para eppendorf de capacidade 1,5-2 ml. Em seguida, foram acrescidos 20 ul de
DMSO, cuja a concentracao final nao ultrapassou 2%, seguidos de 20 ul de Tween 80. Finalmente, foram
adicionados 100 pul de etanol 99,5% e 860 pl de agua destilada, completando o volume final de 1000 .
A partir da SE, foram feitas diluicdes seriadas diretamente nas microplacas obtendo um gradiente de

concentracdo de 0,04 a 5 mg.ml-.

Ja o antibidtico ampicilina sodica (AMP) (Sigma-Aldrich) foi solubilizado em tampao fosfato 0,1M
(pH8,0) e diluido em tampao fosfato 0,1M (pH6,0) enquanto que o antibidtico cloranfenicol (CHL) (Sigma-
Aldrich) foi solubilizado em etanol 95% e diluido em agua destilada estéril, no intuito de se obter
concentracdo final de 1mg/ml em ambos os antibioticos. As diluicdes seriadas foram feitas nas

microplacas obtendo um gradiente de concentracao de 0,004 a 0,5 mg.ml-.

Nas placas as diluicoes seriadas para extratos, AMP e CLH ocorreram da mesma forma. Os
pocos da microplaca receberam 100 ul de caldo Miller Hinton (CMH) (Difco Laboratoriese, Spark, MD,
USA). A seguir adicionou-se 100 ul da SE do extrato em quatro pocos da linha A e homogeneizou-se.
Apds a homogeneizacdo, 100 ul de cada um desses pocos foram transferidos para da linha B, depois
de B para C e assim sucessivamente até chegar a linha H. Nesta tltima linha desprezou-se o volume de
100 pl. Finalizada as diluicdes seriadas, em quadruplicata para os extratos e em ftriplicata para os

antibidticos, acrescentou-se 10 pl da suspensao bacteriana previamente padronizada.

Como substancias contidas no meio podem interferir nos resultados do estudo microbiolédgico,

foram preparadas microplacas contendo os controles para afericdo da interferéncia das amostras
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(extratos e antibioticos) sobre 0 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 preparacao dos controles de interferéncia, adicionou-se aos pocos 100 pl de CMH e a
seguir, para |AM adicionou-se 100 pl de SE (extrato ou antibiético), desprezou-se 100 ul e colocou-se 10
ul de solucao salina; para ISM adicionou-se 100 ul de solvente/diluente, desprezou-se 100 pl e colocou-
se 10 pl de solucao salina; para o ISC adicionou-se 100 pl de solvente/diluente (da ampicilina-ISC1, do
cloranfenicolHSC2, do extrato-ISC3) , desprezou-se 100 pl e colocou-se 10 ul de suspensao bacteriana.
Ja para o controle positivo, acrescentou-se a um poco com 100 pl de CMH, 10 pl de suspensao
bacteriana enquanto que para o controle negativo, acrescentou-se 100 ul de CMH e 10 pl de solucéo
salina. Os testes foram realizados em ftriplicata para os extratos e antibidticos utilizando microplacas de

96 pocos 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 pl de solucao de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (CTT) (Vetec Quimica Fina Ltda, Rio
de Janeiro, RJ, Brasil) a Img/ml nos pocos, tendo o cuidado de nao o colocar na Ultima coluna de cada
tratamento, cujos pocos foram reservados para o teste de determinacado da CBM e para classificacao do
efeito antibacteriano como bactericida ou bacteriostatico. 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 verificacdo
mudanca de cor do revelador CTT. Os pocos que apresentaram coloracao rosa a avermelhada indicaram
crescimento bacteriano e os que ndo sofreram alteracdo da cor, auséncia de crescimento. A CIM foi
determinada pela menor concentracdo do extrato capaz de inibir o crescimento visivel de um

microrganismo (CLSI, 2012).
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HS AcOEt: Hyptis suaveolens em Acetato de Etila;

HM AcOEt: H)ptis marrubioides em Acetato de Etila;

HP AcOEt: Hyptis pectinata em Acetato de Etila;

HS MeOH 80%: Hyptis suaveolens em Metanol 80%;

HM MeOH 80%: Hjyptis marrubioides em Metanol 80%;
HP MeOH 80%: Hjptis pectinata em Metanol 80%;

HS DCM: H)yplis suaveolens em Diclorometano;

HM DCM: Hjptis marrubioides em Diclorometano;

HP DCM: Hjptis pectinata em Diclorometano;

AMP: Antibiotico ampicilina sodica;

CHL: Antibidtico cloranfenicol;

ISC1, ISC2 e ISC3: Controle da interferencia dos sistemas
solvente/diluente da ampicilina sobre o meio;

CC: Controle crescimento positivo;

IAM: Controle da interferéncia das amostras sobre o meio;
ISM: Controle da interferéncia dos sistemas solvente/diluente
sobre 0 meio;

CM: Controle do meio (crescimento negativo);

Figura 5.1 - Imagem ilustrativa da organizacao das microplacas utilizadas no ensaio de determinacédo da concentracdo
inibitoria minima pelo método de microdiluicao em caldo dos extratos metandlicos, de acetato de etila e de diclorometano
das folhas de Hm, Hp e Hs. As concentracoes dos extratos foram de 5 mg.ml* (linha A), 2,5 mg.ml* (linha B), 1,25 mg.ml*
(linha C), 0,63 mg.ml* (linha D), 0,31 mg.ml* (linha E); 0,16 mg.ml* (linha F); 0,08 mg.ml* (linha G); 0,04 mg.ml" (linha H).
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5.2.6 Determinacao da Concentracao Bactericida Minima (CBM) e classificacido do efeito

antibacteriano como bactericida ou bacteriostatico.

Determinou-se a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) seguida da classificacdo do efeito
antibiético como bactericida ou bacteriostatico conforme o método descrito por Andrews (2001), com
substituicao do meio de cultura utilizado [IsoSensitest Agar (ISA; Oxoid, Basingstoke, UK) por Agar Mieller
Hinton (AMH; Difco® Laboratories, Spark, MD, USA)]. Apds a identificacdo das fileiras que nao
apresentaram alteracao da coloracao, suspostamente por nao haver crescimento bacteriano, utilizou-se
0 quarto poco correspondente (sem CTT) para determinacdo da CBM, ou seja, a menor concentracdo do
extrato capaz de causar a morte das células bacterianas e para a classificacdo dos efeitos
antibacterianos. Foram retirados 10 pl do contetido do poco com auxilio de alca microbiologica calibrada
estéril descartavel. As amostras colhidas foram estriadas em placas de Petri contendo agar Miiller Hinton
(AMH) e incubadas em estufa a 35+2°C, de 18 a 20 horas, em aerobiose. Apds a incubacao, verificou-
se visualmente a presenca ou auséncia de crescimento bacteriano. As concentracdes de extrato que
permitiram o crescimento bacteriano no AMH foram definidas como bacteriostaticas e aquelas que

inibiram o crescimento das bactérias como bactericidas.

5.3 RESULTADOS

5.3.1 Rendimento dos extratos metandlicos 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 circulacdo de ar a 35°C e trituradas em moinho de facas foi calculado apds término da
remocdo do solvente, em porcentagem (%). De acordo com a Tabela 5.1 os maiores rendimentos para
extrato metanolico (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 caracteristicas mais

polares.

155
Avaliagao do potencial bioativo de plantas medicinais do género Hyptis
oriundas do cerrado brasileiro. Rejaine Martins Rios



CAPITULO 5 — ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DOS EXTRATOS DE AHjptis spp.

Espécie Extratos das folhas Peso do extrato (g) Rendimento (%)

MeOH 4,56 11,40

Hyptis marrubioides Acetato de etila 0,95 2,36
Diclorometano 0,63 1,58

MeOH 3,78 9,45

Hyptis pectinata Acetato de etila 2,54 6,36
Diclorometano 0,30 0,75

MeOH 3,86 9,64

Hyptis suaveolens Acetato de etila 1,23 3,06
Diclorometano 0,27 0,67

Tabela 5.2 - Valores do peso (g) e dos rendimentos (%) dos extratos metanolicos, de acetato de etila e de diclorometano
obtidos de folhas de Hm, Hp e Hs.

5.3.2 Atividade antibacteriana de Hyptis spp.

0 aumento do numero de patdgenos resistentes aos antibidticos € uma das mais graves ameacas
a saude global neste século (Prestinaci ef a/., 2015). Diante dessa realidade, a OMS, buscando guiar a
pesquisa, a descoberta e o desenvolvimento de novos antibioticos, publicou uma lista de patdgenos
prioritarios que classifica 20 bactérias em trés grupos estratificados como prioridade critica (1), alta (2)
e média (3) (Tabela 5.3) (WHO, 2017). Por esta razao, neste estudo, trabalhou-se com bactérias de

prioridade 1 e prioridade 2.

o Acinetobacter baumanni resistente a carbapenema

Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenema

Enterobacteriaceae resistente a carbapenema, resistente as cefalosporinas de 3° geracdo
Enterococcus faecium resistente a vancomicina

Staphylococcus aureus resistente a meticilina, com sensibilidade intermediaria e resistente a
vancomicina

Helicobacter pylori resistente a claritromicina

Campylobacter resistente a fluoroquinolona

Salmonella spp. resistente a fluoroquinolona

Neisseria gonorrhoeae resistente as cefalosporinas de 3° geracao, resistente a fluoroquinolona
Streptococcus pneumoniae sem susceptibilidade a penicilina

Prioridade 3
MEDIA

Haemophilus influenzae resistente a ampicilina

Shigella spp. resistente a fluoroguinolona

Tabela 5.3 - Lista de patdgenos prioritarios publicada pela organizacdo mundial da satide em 2017 para guiar a pesquisa, a
descoberta e o desenvolvimento de novos antibioticos. Fonte: Adaptado de WHO (2017).

No método da diluicdo em caldo para determinacao da CIM, os pocos que exibiram coloracao

rosa a avermelhada representaram o crescimento microbiano e 0s pocos que nao exibiram alteracao na
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sua coloracao permanecendo com a cor original, indicaram inibicdo do crescimento microbiano. Esses
ultimos retrataram a menor diluicdo dos extratos capaz de inibir o crescimento visivel das cepas testadas

e, portanto, tiveram o quarto poco correspondente selecionado para testes posteriores (Figura 5.2).

Identificacdo dos pocos que
apresentaram CIM positiva

Identificacdo dos pocos sem CTT
correspondentes aos de CIM positiva

Figura 5.2 - Fotos identificando os pogos que apresentaram a menor concentracao capaz de inibir o crescimento bacteriano
(CIM) e os pocos sem CTT dos quais coletou-se amostra para determinacdo da CBM e dos efeitos bactericidas e
bacteriostaticos. 1) extrato Hp de acetado de etila a 5 mg.ml*+ S. aureus (ATCC® 25923™), 2) extrato Hm metanolico 80% a
5 mg.mk, 3) extrato Hs metandlico 80% a 2,5 mg.ml*+ S. aureus (ATCCe 25923™ e extrato Hp metanolico 80% a 5 mg.ml+
S. aureus (ATCCe 25923m™), 4) extrato Hs metanolico 80% a 5 mg.ml*+ S. aureus (ATCCe 29213™, 5) extrato Hs metandlico
80% a b mg.mli+ £. coli (ATCCe 10536™).

Algumas das placas de petri semeadas com o contetido dos pocos sem tratamento com CTT e
CIM positiva para verificacdo da CBM e classificacdo do efeito farmacoldgico em bactericida ou

bacteriostatico foram apresentadas na figura 5.3.
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Figura 5.3. Fotos das placas utilizadas para a determinacdo da CBM e para caracterizacdo do efeito farmacologico em
bactericida ou bacteriostatico. 1) extrato Hp de acetado de etila a 5 mg.ml*+S. aureus (ATCCe 25923™), 2) extrato Hs
metanolico 80% a 2,5 e 5 mg.ml*+ S. aureus (ATCCe 25923™), 3) extrato Hp metandlico 80% a 5 mg.ml*+ S. aureus (ATCCe
25923m), 4) extrato Hs metanolico 80% a 5 mg.ml+ S. aureus (ATCC® 29213™), 5) extrato Hs metandlico 80% a 5 mg.ml»+
E. coli (ATCCe 10536™).

Conforme apresenta a Tabela 5.4, de todas as amostras testadas, o extrato metandlico de Hs
apresentou a menor CIM (2,5 mg.ml-1) contra S. aureus (ATCCe 25923TM) e efeito bacteriostatico, nao
sendo possivel determinar a CBM em funcdo do gradiente de concentracdo estabelecido (0,004 mg.ml+
<CIM<5 mg.ml). Também exibiu CIM de 5 mg.ml* e acdo bacteriostatica para S. aureus (ATCCe
29213TM) e £. coli (ATCCe 10536TM). Segundo Kuete (2010), os valores de CIM poderiam ser usados
como critério para classificacdo da atividade antimicrobiana. Segundo este autor, a classificacdo da
atividade dos extratos vegetais sera 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 antibiético observado ser considerado
fraco segundo Kuete (2010), Fabry e colaboradores (1998) reportaram que plantas utilizadas na
medicina tradicional no tratamento de infeccdes sdo consideradas ativas quando apresentarem uma CIM
menor que 8mg.ml+. Ainda, Goly e colaboradores (2015) obtiveram resultados parecidos para o extrato
etandlico de Hs a 70%, onde CIM ficou em 3,12 mg.ml-1 para S. aureus (ATCCe 25923™) e CBM de
12,50 mg.ml.
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Espécie Hyptis marrubioides Hyptis pectinata Hyptis suaveolens
AMP CHL
Extrato MeOH AcOet DCM MeOH AcOet DCM MeOH AcOet DCM
_ 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
S e
% 3
=3 CBM >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 NA NA
_ CIM >5 >5 >5 >5 >5 >5 5 >5 >5 <4 8
o
© —
&3 § Efeito ND ND ND ND ND ND Btc ND ND NA NA
N e
“ 3
=3 CBM >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 NA NA
_ CIM >5 >5 >5 >5 >5 ** 5 >5 ** <4 8
&
3 L§ Efeito ND ND ND ND ND ** Btc ND ** NA NA
)
(&)
=3 CBM >5 >5 >5 >5 >5 ** >5 >5 ** NA NA
_ CIM >5 >5 >5 >5 >5 ** >5 >5 ** <4 8
3 -?3 Efeito ND ND ND ND ND ** ND ND ** NA NA
)
g CBM >5 >5 >5 >5 >5 ** >5 >5 ** NA NA
. CIM 5 >5 >5 >h >5 >5 >5 >5 >5 <4 8
2%
ERS)
S '§> Efeito Btc ND ND ND ND ND ND ND ND NA NA
=
53
=3 CBM >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 NA NA
e F CIM >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 ** <4 8
3z
E E Efeito ND ND ND ND ND ND ND ND ** NA NA
35
ISEs)
=3 CBM >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 ** NA NA
~ CIM o o 5 o o o o o o <4 s
3~
3> Efeito Btc NA NA
T3
Qg CBM o o >5 o o o o o o NA NA
— CIM o o 5 o ox o o x o <4 8
55 Efeito o o Btc o o o o o o NA NA
3o
NS
Q E:, CBM *k P >5 *k *x *k *k *x P NA NA

Tabela 5.4. Concentracdo inibitoria minima (CIM), efeitos bacteriostaticos e concentracdo bactericida minima (CBM) de
extratos metanolicos, de acetato de etila e diclorometano de Hm, Hp e Hs. CIM e CBM s&o expressos em mg.ml+. MeOH:
metanol, AcOet: acetato de etila, DCM: diclorometano, Btc: bacteriostatico, Amp: ampicilina, CHL: clorafenicol, NA: nao
aplicado, ND: nao determinado e **: amostras em quantidade insuficiente para analise.

O extrato metandlico de Hm, por sua vez, mostrou CIM de bmg.ml* e efeito bacteriostatico contra
S. Cholerasuis (ATCCe 10708™) enquanto que seu extrato de diclorometano exibiu CIM de bmg/ml e
efeito bacteriostatico para P. aeruginosa (ATCCe 9027™) e (ATCCe 27853™).Como descrito

anteriormente, estes valores correspondem a uma atividade antibacteriana fraca, mas que nao pode ser
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desconsiderada visto que esses microrganismos estao classificados como prioridade elevada e critica da
OMS para a pesquisa, descoberta e desenvolvimento de novos antibioticos. Finalmente, o extrato
metandlico e de acetato de etila de Hp teve efeito bacteriostatico e acao inibitdria a concentracdo de 5
mg.mlt para S. aureus (ATCCe 25923™). Ampicilina e cloranfenicol apresentaram valores CIM
compativeis com aqueles descritos no documento M100-S24 (CLSI, 2014), validando os ensaios. A
escolha por esses antibidticos teve como critério de inclusao o distinto modo de acao de cada um deles,
inibicdo das sinteses do peptidioglicano (AMP) e proteica (CHL), que confere o efeito antibidtico dessas
substancias sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Silver, 2011). Os controles realizados

descartaram quaisquer possiveis interferéncias nos resultados.

5.4 CONCLUSAO

Na avaliacdo destes compostos quanto a sensibilidade microbiana, o método da microdiluicao
em caldo foi considerado apropriado por possibilitar a visualizacao da atividade inibitoria dos extratos em
pequenas concentracdes. Em conclusao, os extratos de Hyptis tem atividade antibidtica frente as cepas
testadas S. aureus (ATCCe 25923™), S. aureus (ATCCe 29213™), £. coli (ATCCe 10536™), S. Cholerasuis
(ATCCe 10708™), P. aeruginosa (ATCCe 9027™) e P. aeruginosa (ATCCe 27853™) o que corrobora a

utilizacao destas plantas na medicina tradicional.
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6. ATIVIDADE CITOPROTETORA E ANTIINFLAMATORIA DE EXTRATOS DE
Hyptis spp.

6.1 INTRODUCAO

A respiracao celular é fundamental para formacao de moléculas de trifosfato de adenosina (ATP)
capazes de gerar energia necessaria ao bom funcionamento do organismo. Durante esse processo
subprodutos reativos e potencialmente tdxicos, conhecidos como espécies reativas de oxigénio (ERQS)
além de outros radicais livres, sdo gerados continuamente. Kowaltowski e Vercesi (1999), afirmam que
1 a 2% do oxigénio utilizado na respiracdo mitocondrial ¢ convertido nesses subprodutos, durante a
fosforilacao oxidativa. Desde que nao atinjam grandes niveis, estes sdo importantes para o desempenho

de varias funcoes fisiologicas.

A manutencao de EROS em nivel baixo é controlada por defesas antioxidantes. Todavia, quando
ocorre um desequilibrio, pode haver alta producdo destas espécies que ocasionam o estresse oxidativo,
e, consequentemente, o aumento de danos a biomoléculas (DNA, lipidios, proteinas) que quando nao
reparados, acabam comprometendo o funcionamento da célula e levando-a & morte por apoptose ou
necrose (Barbosa ef al, 2006). Dessa forma, as EROS podem estar diretamente relacionadas ao
desenvolvimento de varias patologias, incluindo aquelas relacionadas ao sistema nervoso (Alzheimer e

Parkinson) e ao figado (Li ef a/., 2014; Casas-Grajales e Muriel, 2015).

Doencas relacionadas ao figado, agudas e cronicas, frequentemente diagnosticadas em clinicas,
apresentam grande preocupacao no sistema de saude mundial pelo fato deste 6rgio estar vinculado a
maioria das vias bioquimicas associadas ao crescimento, combate a doencas, fornecimento de nutrientes
e de energia e reproducao (Ward e Daly, 1999; Pandit ef a/, 2012; Singh et a/,, 2016), Além disso, este
orgao metaboliza xenobidticos e moléculas enddgenas garantindo a homeostase metabdlica no

organismo (Casas-Grajales e Muriel, 2015).

Embora a integridade do figado seja uma condicdo fundamental para o bem-estar e saude
humana verifica-se que a exposicdo a uma variedade de drogas e contaminantes ambientais, como virus,

alcool, gordura, metabolitos biotransformados, entre outros (Lima ef a/,, 2007; Andrade et a/,, 2015),
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tem desencadeado estresse oxidativo, indicando niveis excessivos de EROS e um desequilibrio oxidante
e antioxidante (Farzaei et a/, 2018). Tal situacdo é extremamente prejudicial as células hepaticas,
incluindo hepatdcitos, células de Kupffer, células estreladas e células endoteliais, por promoverem a
transformacdo maligna danificando lipidios, proteinas e DNA e a inducao da isquemia, fibrose, necrose,

apoptose ou inflamacéao (Diesen e Kuo, 2011; Farzaei et al,, 2018).

A inflamacao é uma resposta fisiolégica de defesa do corpo a danos nos tecidos causados por
infeccdes por patdgenos microbianos, irritacdo quimica e/ou ferimentos (Yang ef a/., 2016). Durante a
inflamacdo, a enzima oxido nitrico sintase induzivel (INOS) é expressa em resposta a estimulos pré-
inflamatorios e produz grandes quantidades de éxido nitrico (NO) por longos periodos (Hamalainen et a/.,
2008; Park et al, 2011). O NO em niveis apropriados é importante na regulacdo de varios processos
fisiologicos, enquanto o seu excesso anormal pode levar a citotoxicidade para os tecidos do hospedeiro
(Park et al, 2011). Por isso, é provavel que sua atuacdo com um agente imunoestimulador (pro-
inflamatorio) ou imunossupressor (anti-inflamatorio) nas reacdes inflamatoria dependa de sua
concentracao local, bem como de sua disponibilidade e da natureza das moléculas alvo a jusante.

(Tripathi et a/., 2007; Predonzani et al,, 2015; Yuste et al,, 2015).

Esse papel multifacetado do NO tem sido associado a neuroinflamacao e a varias doencas
neurodegenerativas, incluindo a doenca de Parkinson, esclerose lateral amiotrofica, esclerose multipla e
doenca de Alzheimer (Yuste ef a/, 2015). A neuroinflamacao pode ser iniciada por uma variedade de
patogenos, como lipopolissacarideo (LPS), [-amiloide, bactérias e virus (Lim ef a/, 2018). Ela é
caracterizada pela ativacao microglial com consequente aumento nos niveis de NO que induzem o
estresse oxidativo e a destruicdo de neurbnios (Cho et a/, 2016). Desta forma, o desenvolvimento de
agentes anti-neuroinflamatorios para a inibicdo da ativacdo microglial pode ser benéfica para o

tratamento de doencas associadas ao sistema nervoso (Yu ef a/., 2018).

No intuito de amenizar danos hepaticos e disturbios inflamatérios, drogas sintéticas foram
propostas e utilizadas como medicamentos. Contudo, a intensa critica direcionada a eles por graves
efeitos colaterais (Emami et a/., 2007; Shal et a/,, 2018), tem alavancado a busca de novos agentes com
efeitos indesejados minimos a partir de fontes naturais (Dharini ef a/,, 2010; Das et al,, 2012; Shal et al.,
2018). Nesse intuito, farmacos provenientes de plantas medicinais que apresentem efeitos colaterais
reduzidos e sejam capazes de atuar no combate a doencas hepaticas e processos inflamatérios tornam-

se uma alternativa valiosa a saude publica global.
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O género Hyplis, marcado por arbustos, subarbustos e ervas perenes ou anuais com
propriedades aromaticas e medicinais, € um dos maiores da familia Lamiaceae com aproximadamente
400 espécies distribuidas por regides tropicais e subtropicais (Silva-Luz et a/, 2012; Sakr et al,, 2013;
Bachheti et a/,, 2015). No Cerrado brasileiro ha uma ampla diversidade morfoldgica de espécies com
diferentes aplicacbes na medicina tradicional, tais como tratamento de doenca de pele, disturbios

gastricos, inflamacdes, infeccdes bacterianas, dor e cancer (Bispo ef al,, 2001; Sakr et al., 2013;).

Os principais constituintes quimicos de espécies Hyptis sao da classe dos sesquiterpenos,
triterpenos, diterpenos, monoterpenos, lignanas, alcaloides, flavonoides e acidos fendlicos (Abedini et al.,
2013; Tonzibo et al, 2009; Tafurt-Garcia et a/., 2015; Falcado et al, 2016; Barbosa et af., 2017). As
Hypltis apresentam diferentes atividades biolégicas, como antimicrobiana (De Figueirédo ef a/, 2018),
antioxidante (Serafini et al, 2017), regeneracao hepatica (Melo et a/,, 2005), antidematogénica (Barbosa
etal, 2017), anti-inflamatoria (Dos Anjos et al., 2017), cicratizante (Shenoy et a/., 2009), genotoxicidade
(Sumitha e Thoppil ef a/., 2016), gastroproterora (Lima ef a/., 2018), hepatoprotetrora (Ghaffari et a/.,
2012) , neuroprotetora (Ghaffari ef a/,, 2014), antiulcerogénica (Caldas ef a/,, 2011).

Destaca-se poucos trabalhos com extratos de Hypfis frente as atividades biolégicas que visem a
mitigacao de danos ao figado. Estes relacionam-se com regeneracao hepatica 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);
acao gastroprotetora de H.crenata em modelos /n vivo (Lima et al, 2018) e hepatoprotetora de
H.suaveolens em modelos /in vivo e in vitro (Ghaffari et al, 2014). Ja para atividades anti-inflamatérias
destaca-se estudos /n vifro 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-inflamatorio de Hyptis spp., optou-se por realizar este estudo. O objetivo foi investigar
0 potencial citoprotetor e anti-inflamatorio das espécies H.marrubiodes (Hm), H. pectinata (Hp) e H.
suaveolens (Hs). As células da linhagem hepatica humana (HepG,) foram utilizadas como modelo para
averiguar o potencial citoprotetor contra danos induzidos por insultos oxidativos bem como para
determinar os niveis de EROs intracelular. Segundo Lima e colaboradores (2006; 2007), as HepG2
apresentam muitas funcdes especializadas tipicas de hepatdcitos humanos normais sendo, portanto,
uma boa ferramenta para avaliar efeitos toxicos, citoprotetores e genotdxicos/antigenotoxicos de extratos

vegetais (Lima et a/, 2006; 2007). Ja a atividade anti-inflamatoria foi avaliada com uso de células
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microgliais da linhagem BV2. As células BV2 sao usadas ha muitos anos em estudos de neuroinflamacéo
e disturbios neurodegenerativos por serem faceis de cultivar e por apresentarem alta similaridade com

as células microgliais primarias (Schlachetzki ef al, 2013; Timmerman et al., 2018).

6.2 MATERIAIS E METODOS

6.2.1 Obtencao do material vegetal e preparacao dos extratos metandlicos

As folhas de Hm, Hp e Hs coletadas no campo experimental do Laboratorio de Cultura de Tecidos
Vegetais do Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia de Goiania, Campus Rio Verde, nas
coordenadas aproximadas de 17°48'3,81"S e 50°54'0,07"W; 17°48'3,94"”"S e 50°53'9,99"W e
17°48'3,81”"S e 50°54'0,01"W, respectivamente e altitude de 727m, foram secas em estufa de
circulacao de ar a 35°C, trituradas em moinho de facas e acondicionadas em camara fria a temperatura
de -20°C. Os extratos metanadlicos foram preparados nas mesmas condicoes descritas no capitulo 4 para

posterior analise em ensaios com cultura de células animais.

6.2.2 Cultura de células HepG, e BV2

A linha celular de carcinoma hepatocelular humano (HepG,) e a linha celular microglial murina
imortalizada (BV2) foi adquirida da American Type Culture Collection (ATCC) e cultivada em frascos de
poliestireno com pescoco inclinado de 25 cm2 (VWR, Radnor, Pennsylvania, EUA) e tampas ventiladas
com filtro hidrofébico 0,22um, contendo meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Médium) suplementado
com 10% de soro fetal bovino (FBS) e 1% de antibidtico (penicilina/estreptomicina). As culturas foram
mantidas em incubadoras de CO, (Binder, C-150, Alemanha) a 37°C em atmosfera humidificada,
contendo 5% de CO, e 95% de ar atmosférico e os meios foram trocados a cada 2-3 dias. Apds
confluéncia, as células eram lavadas com tampao PBS, removidas dos frascos com solucéo de tripsina

(0,25%) e contadas em microscopio éptico por meio de hemocitdmetro (Fisher Scientific, EUA). A seguir,
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as células eram transferidas para novos frascos ou para placas de 96 pocos para desenvolvimento de

€nsaios.

6.2.3 Analise da viabilidade.

6.2.3.1 Ensaio MTT para determinacao da viabilidade celular

A viabilidade celular nos ensaios de citotoxicidade, citoprotecao e atividade anti-inflamatoria foi
determinada pelo método colorimétrico MTT (brometo de 3- (4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio).
Nestes ensaios, finalizado o tempo de incubacao das células, o meio foi removido por aspiracao e 180ul
um novo meio sem FBS acrescido de 20ul de MTT (Sigma, EUA) foi adicionado a cada poco. A placa foi
novamente incubada a 37°C com 5% de CO, por 2 horas, permitindo o metabolismo do MTT e a formacao
do cristal formazan visivel. Apds esse periodo, 0 meio com MTT foi aspirado e 200 ul de Etanol/DMSO
1:1 foi adicionado a cada poco para solubilizacdo dos cristais de formazan sob agitacao 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 as culturas de

controle positivo, de acordo com a formula:

Ensaio de citotoxicidade/hepatoprotecao

Viabilidade celular % = [(Ae 570nm — Ae 690nm) - (Ab 570nm = Ab 690nm)]x100
(Ac 570nm - Ac 690nm) - (Am 570nm - Am 690nm)

Ae=absorbancia da amostra, Ab=absorbancia do branco da amostra,
Ac=absorbancia do controle vida (células sem tratamento), Am=absorbancia do meio.

6.2.3.2 Ensaios de citotoxicidade em células HepG2

Para o teste de citotoxicidade as células HepG, foram semeadas em placas de 96 pocos (2x10s
células/ml) com meio completo e incubacdo de 20hs para promover adesdo celular a placa.
Posteriormente, as células foram tratadas com diferentes concentracdes dos extratos Hm, Hp e Hs (500,

250, 100 E 10 pg/ml) ou DMSO 70% (para realizacdo do controle negativo) em quadruplicado, e
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incubadas por 4 e 20 hs a 37°C com 5% de CO,. Finalizado este prazo, a viabilidade celular foi medida

imediatamente conforme ensaio MTT.

6.2.3.3 Ensaios de protecao contra o estresse oxidativo induzido por agentes oxidantes em

células HepG,

O potencial de hepatoprotecdo dos extratos contra a formacao 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 condicoes de tratamento: co-tratamento e pré-tratamento. As concentracdes
nao toxicas dos extratos, evidenciadas nos ensaios de citotoxicidade foram usadas nos ensaios de

citoprotecao.

6.2.3.3.1 Co-tratamento de células HepG, com extratos e t-BHP

As células HepG.foram semeadas em placas de 96 pocos com 200ul de meio completo a uma
densidade de 2 x10¢ células/ml e incubacéo de 20hs a 37°C com 5% de CO,. Posteriormente, as células
foram co-tratadas com 150 pl de diferentes concentracdes de extratos Hm, Hp e Hs (250, 100 E 10
ug/ml) e 50 ul de t-BHP a 2mM (concentracao 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 HepG,com extratos e paraquat

As células HepG,foram semeadas em placas de 96 pocos com 200ul de meio completo a uma
densidade de 2 x10¢ células/ml e incubacao de 20hs a 37°C com 5% de CO,. Posteriormente, as células
foram co-tratadas 150 ul de diferentes concentracdes de extratos Hm, Hp e Hs (250, 100 E 10 ug/ml)
e 50 pl de paraquat a 4mM (concentracao 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 poco e a placa foi
novamente incubada. Apos 16 hs de incubacdo, determinou-se a viabilidade celular de acordo com

ensaio MTT.
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6.2.3.3.3 Pre-tratamento de células HepG, com extratos e posterior adicio de t-BHP

As células HepG,foram semeadas em placas de 96 pocos com meio completo a uma densidade
de 2 x10s células/ml e incubacao de 20hs a 37°C com 5% de CO,. Posteriormente, as células foram
pré-tratadas com 150 pl de diferentes concentracdes de extratos Hm, Hp e Hs (250, 100 E 10 pg/ml) e
incubadas por 20 hs. Ao término deste prazo, adicionou-se 50 ul de t-BHP a 2mM (concentracéo 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 HepG, com extratos e posterior adicdo de paraquat

As células HepG,foram semeadas em placas de 96 pocos com meio completo a uma densidade
de 2 x10¢ células/ml e incubacao de 48hs a 37°C com 5% de CO,. Posteriormente, as células foram
pré-tratadas com 150 pl de diferentes concentracdes de extratos Hm, Hp e Hs (250, 100 E 10 pg/ml) e
incubadas por 2 hs. Ao término deste prazo, adicionou-se 50 ul de paraquat a 4mM (concentracao final
de 1mM) e a placa foi incubada por mais 3 horas. A seguir, o0 meio foi aspirado. Um novo meio fresco
sem FBS foi acrescentado em cada poco e a placa foi novamente incubada. Apds 16 hs de incubacéo,

determinou-se a viabilidade celular segundo o ensaio MTT.

6.2.3.4 Ensaio para determinacao do EROs intracelular

A determinacdo dos niveis de EROS intracelular foi avaliada pelo método do 2,7 dicloro-
fluoresceina diacetato (DCFH-DA). As células HepG, foram cultivadas em placas de 96 pocos a uma
densidade de 2 x 10¢ células/ml por 20 horas em estufa 37°C. A cada poco contendo 200ul de meio
com células, adicionou-se 50ul de DCFH-DA 25uM (Sigma-Aldrich). As placas foram incubadas por 1
hora a 37°C com 5% de CO, no escuro. Apods o periodo de incubacao, o DCFH-DA foi aspirado e
adicionou-se PBS. A fluorescéncia foi medida imediatamente. A seguir, adicionou-se 150l de extrato em
varias concentracdes em meio sem FBS e incubou-se por mais 2 hs. Apds esse periodo, 50 ul de t-BHP
a 2 mM (concentracao final 0,5mM) foi adicionado aos pocos (co-tratamento com extratos) e incubado
por mais 3 hs no escuro. Finalizado este periodo, a intensidade da fluorescéncia foi medida e detectada
com comprimento de onda de emissado a 535 nm e comprimento de onda de excitacdo a 488 nm usando

o leitor fluordmetro e luminémetro de microplacas Fluoroskan Ascent™ FL.
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6.2.3.5 Ensaio para determinacao da atividade anti-inflamatéria pela producao de 6xido

nitrico (NO)

A atividade anti-inflamatdria dos extratos metandlicos de Hypfis spp. foi determinada na linha
celular BV2 (microglia de ratinho) pela producao de NO estimado mediante a acumulacéo de nitritos nos

sobrenadantes das culturas celulares.

A quantidade de 1ml de suspensao celular a concentracéo de 1,5x10s células/ml foi semeada
em placas de 12 pocos a uma densidade de 1x10¢ cels/ml e incubadas por 20hs a 37°C com 5% de
CO.,. Apos esse periodo, retirou-se o meio e adicionou-se 150l de extratos em diferentes concentracdes
em meio com FBS2%. As placas foram incubadas por mais 2 hs. A seguir, as células foram ativadas
(induzidas a inflamacao) com 50ul de lipopolissacarideo de Escherichia colia 4ug/ml (LPS, concentracao

final de 1ug/ml) em meio com FBS 2% e as placas foram incubadas por 20 horas.

Finalizado o prazo de incubacao, o sobrenadante da cultura celular foi retirado para quantificacao
de nitritos pela reacao colorimétrica de Griess. Colocou-se 50ul do sobrenadante em placas de 96 pocos
e adicionou-se 50l do reagente A (sulfanilamida a 1% em acido fosférico a 5%) e deixou-se a placa em
repouso por 10 minutos no escuro e a temperatura ambiente. Ao fim desse tempo, adicionou-se 50ul do
reagente B (naftildetilenodiamina a 0,1%) e deixou-se em repouso por mais 10 minutos no escuro e a
temperatura ambiente. A absorvéncia foi lida a 543 nm no leitor de microplacas Synergy-4. A viabilidade
celular também foi determinada pelo ensaio de reducao do MTT visando verificar se houve morte celular

significativa durante o ensaio de inducao da inflamacéao.

6.3 ANALISE ESTATISTICA

As analises foram realizadas utilizando o software Graph Pad Prism®versao 5.01 (San Diego,
CA). Os dados foram apresentados como média + E.P.M. (Erro Padrdo da Média) de trés experimentos
independentes realizados em quadruplicata. A significancia das diferencas entres as médias obtidas
foram avaliadas usando ANOVA one-way com o teste de comparacao multipla de Bonferroni. As

diferencas foram consideradas significativas para p<0,05 para todas as analises.
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6.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.4.1. Ensaios de citotoxicidade em células HepG,

Atualmente, sabe-se que as EROs estao diretamente relacionadas a uma série de patologias
humanas, incluindo aquelas que ocasionam disturbios neurodegenerativos e processos deletérios no
figado. Varias drogas sintéticas foram criadas e empregadas no intuito de amenizar esses problemas.
Todavia, seus efeitos toxicos foram alvos de muita critica e, também, um dos principais responsaveis
pelo crescimento de estudos ligados ao potencial de plantas medicinais como farmacos que atuam no

combate de doencas complexas do sistema hepatico e nervoso.

Diante do exposto, destaca-se que a pré-triagem por testes /n7 vitrocom células animais tem sido
muito aplicado para ensaios de citotoxicidade dos extratos vegetais. Conforme as diretrizes e
recomendacdes do programa de triagem de plantas estabelecidas pelo Instituto Nacional do Cancer dos
EUA (NCI), um extrato bruto pode ser considerado citotoxico se ele inibe 50% do crescimento celular
(IC«) a concentracdes iguais ou menores que 20 ug/mL, apoés um tempo de incubacao de 72 horas

(Vijayarathna e Sasidharan, 2012; Sufian et a/,, 2013; Kuete ef a/, 2013; Magsood et a/., 2018).

Os testes de citotoxicidade na linha celular HepG, tratadas com diferentes concentracbes dos
extratos Hm, Hp e Hs (Figura 6.1) avaliaram a toxicidade dos extratos, visto que ha poucos estudos sobre
essas plantas. Com 4hs de incubacao, os extratos de Hm e Hp (250, 100 e 10 pg/ml) e Hs (500, 250,
100 e 10 pg/ml) resultaram em viabilidade celular superior a 95%. Ja com 24hs de incubacao, as
concentracdes de 100 e 10 pg/ml, para todos os extratos, apresentaram viabilidade celular acima de
93%. No entanto, doses iguais ou superiores a 250 ug/ml mostraram-se toxicas as células com 24hs.
Destaca-se que a citotoxicidade observada em todos os casos foi dependente da dose, com excecdo de

Hs 4hs em que a viabilidade celular nao foi afetada por nenhuma das concentracdes testadas.
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Figura 6.1 - Citotoxicidade de diferentes concentrages de extratos de Hm, Hp e Hs (500, 250, 100 E 10 pg/ml) na linha
celular HepG.. A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de reducdo do MTT apds 4 ou 24 hs de incubacéo. A viabilidade
do grupo controle (células + meio, nao 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 trés experimentos
independentes realizados em quadruplicata. A diferenca 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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Situacao semelhante aos resultados apresentados ocorreu para o 6leo essencial de H. martiusii
gue na concentracao de 263,12 ug/ml passou a exibir efeito citotdxico frente aos fibroblastos de
mamiferos ATCC CCL-1(De Figueirédo ef al., 2018). Em relacao a Hp, Barbosa e colaboradores (2012)
nao verificaram citotoxicidade do extrato hidroetandlico (50ug/ml) em células monoculeares do sangue
periférico, mas observaram acdo moderada em células MDA-MB435 (cancro de mama humano), HCT-8
(cancro do coélon humano), SF-295 (glioblastoma humano) e HL-60 (leucemia). Assim como Hp, o extrato
etanolico de H. martiusii também demonstrou toxicidade moderada, usando 10 e 100ug/ml, em
macrofagos J774 e, por ter apresentado atividade antiepimastigota e antifungica, tornou-se uma
alternativa interessante nos esforcos para combater doencas infecciosas como candidiase e doenca de
Chagas (Santos et a/, 2013). Em outro estudo, os odleos esséncias de H. sidifolia (IC4=31,2),
H.suaveolens ((IC«=50,4), H. mutabilis ((ICs=55,2) nao foram citotéxicos nas células renais de macacos

verdes africanos (Vero ATCC CCL-81) (Zapata et a/.,, 2009).

Contudo, ha de se relatar estudos sobre a propriedade anticancer das espécies Hyptis onde a
citotoxicidade foi significativa. Entre estes destaca-se H.martiusii contra células tumorais B16 (pele
murina), HCT-8 (colon humano), MCF-7 (mama humana) e CEM e HL-60 (leucemias humanas) (Cruz et
al., 2006); H. verticillata contra HT 29 (carcinoma do célon), KB (carcinoma epidermoide) (Kuhnt ef a/.,
1995) e SIT (leucemia de células T adulta) (Hamada ef a/, 2012); compostos mentol e linalol isolados

de H. suaveolens contra MCF-7 (cancro da mama humana (Deepika ef a/,2013).

Quanto a toxicidade /n wivo, extratos aquosos de H. fruticosa, nao apresentaram toxicidade
quando administrados oralmente em camundongos nas doses de 1,3 a 5g/kg (Silva ef a/,, 2006) assim
como seu 6leo essencial aplicado subcutaneamente na dose de 5g/kg (Menezes et a/., 2007). Os bleos
essenciais de H. rhomboidea, H. brevipe e H.suaveolens mostraram toxicidades em bioensaios com
camarao (Xu et al, 2013) ao contrario da infusdo de folhas de H.suaveolensem bioensaios com Arternina

salina e Drosophila melanogaster (Bezerra et al., 2017).

Além destes, destaca-se um estudo envolvendo os extratos metanolicos das espécies Hm, Hp e
Hs para investigar efeitos toxicologicos no modelo /n vivo Caenorhabditis elegans. Neste estudo, os
extratos nao foram considerados toxicos ao C. elegans para concentracdes de até 1mg/ml (Campos,
2018). Embora as concentracdes tdxicas determinadas /7 vivo nao tenham sido equivalentes as
concentracdes toxicas do ensaio de citotoxicidade /n vifro, ambos os ensaios ressaltaram a nao toxicidade
dos extratos para o modelo aplicado indicando que estes apresentam potencial para avaliacdo como

medicamentos.
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6.4.2 Ensaios de protecao contra o estresse oxidativo induzido por agentes oxidantes em

células HepG,

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 possiveis diferencas

nos mecanismos de protecao: pré-tratamento e co-tratamento.

O t-BHP ¢ um analogo reativo de cadeira curta de hidroperoxidos lipidicos cuja toxicidade nas
células HepG2 como indutor da formacao de EROs e do estresse oxidativo tem sido cada vez mais
empregada como modelo para investigar a citoprotecao de produtos naturais (Akanitapichat ef a/. 2010;
Xie et ., 2014; Wu et a/, 2016; Rubio et a/., 2017). Ja o paraquat ¢ um herbicida altamente téxico
para humanos que, em virtude sua reprodutividade e simplicidade de administracdo, tem sido
amplamente utilizado como modelo experimental em estudos /n vifro e in vivo sobre estresse oxidativo

mediado por EROs (Bauman ef a/., 1992; Ranjbar, 2014; Novaes ef al., 2016; Vaccari et al,, 2017).

As concentracoes de extratos (10 ug/ml, 100 ug/ml e 250 pug/ml) que ndo mostraram toxicidade
significativa apds 4 h de incubacao, 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 nao 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
toxico t-BHP e com diferentes concentracdes do extrato por 4 hs (Figura 6.2) verificou-se que os extratos
de Hm n&o impediram a diminuicao significativa da viabilidade celular. Ja os extratos de Hs e Hp (100 e
250 pg/ml) apresentaram a diminuicéo da morte celular de maneira significativa. No co-tratamento, em
que as células HepG2 foram tratadas concomitantemente com o paraquat e com diferentes
concentracdes do extrato por 4hs, ndo houve efeito citoprotetor em nenhuma das concentracdes testadas
para os extratos de Hp (figura 6.3). Os extratos de Hs a 100 pg/ml impediram a diminuicdo da
viabilidade celular de forma significativa. J& os extratos de Hm mostraram-se significativos para as
concentracdes 250 pg/ml e 100 pg/ml. Tanto Hs quanto Hm mostraram melhor atividade citoprotetora

para concentracdo de 100 ug/ml.
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Figura 6.2 — Citoprotecao de diferentes concentracdes de extratos de Hm, Hp e Hs (500, 250, 100 E 10 pg/ml) na linha
celular HepG.. A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de reducao do MTT apos o co-tratamento (células co-tratadas com
extratos+ t-BHP 0,5mM) e apos o pré-tratamento (células pre-tratadas com extratos por 20 hs com posterior adicdo de t-BHP
0,5mM). A viabilidade do grupo controle negativo (células+meio, ndo 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 trés experimentos independentes realizados em quadruplicado. A diferenca 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 — Citoprotecéo de diferentes concentracoes de extratos de Hm, Hp e Hs (500, 250, 100 e 10 pg/ml) na linha
celular HepG.. A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de reducao do MTT apos o co-tratamento (células co-tratadas com
extratos + paraquat a 1mM) e apos o pré-tratamento (células pre-tratadas com extratos por 2 hs com posterior adicdo de
paraquat a 1mM). A viabilidade do grupo controle negativo (células+meio, nao tratadas) foi considerada como 100%. Todos
os valores foram comparados com o grupo controle paraquata ImM. Cada coluna representa a média + E.P.M considerando
os resultados obtidos para trés experimentos independentes e realizados em quadruplicado. A diferenca significativa nas
meédias 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
metandlico de salvia (Salvia officinalis, Lamiaceae) contra morte celular induzida por t-BHP em células
HepG2 e segundo eles, o extrato metandlico, com maior teor de compostos fenolicos, tais como acido
rosmarinico e luteolina-7-glucosideo, conferiu melhor protecao nas células hepaticas 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 citoprotecéo significativa para Hm, Hp e Hs
(250 e 100 pg/ml). A concentracao de 100 ug/ml garantiu os melhores resultados para as trés espécies
Hyptis. No pré-tratamento em que as células foram tratadas primeiramente com extrato por 2hs e,

posteriormente, pelo estressor paraquat durante 3hs, houve citoprotecao significativa para Hm e Hs (100

e 10ug/ml) e Hp (10ug/ml).

Essa propriedade citoprotetora também foi confirmada por Ghaffari e colaboradores (2012).
Segundo eles, o pré-tratamento com 0,7 mg/ml de extrato metanolico de Hs inibiu significativamente a
citotoxicidade induzida por H,O, em células HepG2. Em outro estudo, o pré-tratamento de células de
neuroblastoma N2A com 2 mg/ml de extrato metandlico de Hs neutralizou completamente o estresse
induzido por H.0O, demonstrando sua eficacia em prevenir o estresse oxidativo das células (Ghaffari et al.,
2014). Neste mesmo trabalho, também foi constatado que o extrato metandlico de Hs atua como
hepatoprotetor ao proteger ratos contra hepatotoxicidade induzida por tetracloreto de carbono (CCl4).
Babalola e colaboradores (2011) confirmaram a possivel atividade hepatoprotetora do pré-tratamento

com extrato aquoso das folhas de Hs sobre hepatotoxicidade induzida por acetaminofeno em coelhos.

Outros modelos /n vivo foram usados para avaliar a acdo protetora de Hyptis. Verificou-se que 0s
extratos Hm, Hp e Hs a concentracdo de 1mg/ml testados nos animais C.efegans N2, Ck10 e AT3q130
se mostraram capazes de proteger os animais do dano oxidativo induzido pela exposicao a juglona,
indicando uma possivel acao antioxidante com efeitos neuroprotetores. Esses resultados condizem com
0s ensaios realizados em HepG, quanto a nao toxicidade, poder antioxidante e acao protetora. Em outros
estudos, os oleos esséncias de H.crenata, H. martiusi, H.spicigera tiveram potencial de gastroprotecao
confirmados quando aplicados em roedores. Tanto éleos quanto extratos de Hs tiveram a gastroprotecado

confirmada em roedores.

Por fim, podemos dizer que o estudo com extratos Hm, Hp e Hs podem ser propostos para

proteger o figado 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

remocao de radicais livres (Ghaffari et a/., 2014).

6.4.3 Ensaio para determinacao do EROs intracelular

No intuito de verificar se os efeitos citoprotetores observados em plantas Hyptis podem ser
atribuidos a uma reducao no estresse oxidativo, determinamos os efeitos dos extratos na geracédo de
EROs em células HepG2 expostas a t~-BHP 2mM (concentracao final 0,5mM). Quando as células foram
expostas ao t-BHP, estas sofreram uma modificacdo no seu estado redox com consequente geracao de
EROs que foram monitorados a partir do uso do indicador de fluorescéncia DCFH-DA. A DCFH-DA entra
nas células e se acumula principalmente no citosol onde sofre desacetilacdo por esterases citosolicas
sendo convertida em diclorofluorescina (DCFH, produto nao fluorescente) (Halliwell e Whiteman, 2004).
Na presenca de espécies reativas é reduzida a diclorofluoresceina (DCF) que possui caracteristica
fluorescente, facilmente observavel (Halliwell e Whiteman, 2004). Para a interpretacao dos resultados,
o nivel de espécies reativas geradas pela acdo do t-BHP foi considerado diretamente proporcional a

intensidade de fluorescéncia detectada pelo fluorimetro.

Conforme a figura 6.4, no pré-tratamento de células HepG2 com os extratos de Hyptis na
concentracdo de 100ug/ml e, posterior adicdo do estressor t-BHP, houve uma inibicdo significativa da
geracdo de EROs com consequente protecado 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 — Producao de EROs apds pré-tratamento (células pre-tratadas com extratos de Hm, Hp e Hs a 100ug/ml por 20
hs com posterior adicdo de t-BHP a 0,5mM) na linha celular HepG,. A viabilidade do grupo controle negativo (células ndo
tratadas) foi considerada como 100% e utilizada para comparacdo com células tratadas somente com extratos de Hyptis. Ja
o controle com t-BHP a 0,5 mM foi comparado com as células tratadas com extrato de Hyptise t-BHP. Cada coluna representa
a média + E.P.M considerando os resultados obtidos para trés experimentos independentes e realizados em quadruplicado.
A diferenca significativa nas médias foi estabelecida em * P<0.05, ** P<0.01 e *** P<0.001, quando comparado com 0s
controles.

Trabalhos anteriores, mostram que culturas de células N2A pré-tratadas com extratos metandlico
de Hs e expostas posteriormente ao H,O, para ocasionar o estresse oxidativo e neurotoxicidade, também
exibiram menores quantidades de EROs intracelular (Ghaffari ef a/., 2014). Yoon e colaboradores (2014)
afirmam que a reducao significativa da geracao de EROS em pré-tratamentos de células HepG2 com 200
g/ mL de extrato metandlico de arroz preto expostas a t-BHP poder estar ligada a presenca de compostos
fendlicos como cianidina-3-glicosideo e peonidina-3-glicosideo contidas no extrato de arroz preto, bem
como, de outros compostos fendlicos com efeitos antioxidantes. Kong e colaboradores (2016) relataram
a capacidade dos extratos aquosos de Barringtonia racemosa em suprimir a producdo de EROs, em
células HepG2 apds a inducao de dano oxidativo por H,0,, de forma semelhante as células nao tratadas
com o extrato. Segundo eles, a acdo antioxidante revelada pelo teste FRAP poderia ter protegido as
células contra os danos oxidativos. Tal situacdo também pode ser constatada neste estudo evidenciando

ainda mais os resultados aqui apresentados.
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6.4.4 Ensaio para determinacao da atividade anti-inflamatéria pela producao de o6xido

nitrico (NO)

O efeito supressor dos diferentes extratos de Hyptis na producdo de NO, foram analisados por
meio da reacdo de Griess no sobrenadante de culturas celulares BV2 estimuladas por LPS. O LPS
compde a parede celular das bactérias Gram negativas (Nicholas et a/,, 2007; Liu et a/,, 2010; Raza et
al., 2016) e funciona como um estimulo inflamatério capaz de induzir a expressao da enzima iNOS (6xido
nitrico-sintase induzida) em uma variedade de tipos de células (Spitizer ef a/,, 2002; Kim et a/., 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 ef 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 inflamatorios como NO
por longos periodos (Saha e Pahan, 2006a, 2006b; Kim et a/, 2005; Lechner et a/., 2005). Niveis
normais de NO podem atuar como neuromoduladores nas juncdes sinapticas, todavia, altos niveis
secretados pela microglia ativada induzem estresse oxidativo e destruicao de neurdnios, contribuindo
para disturbios neurodegenerativos (Cho et a/, 2016). Portanto, a supressdo da producéo de NO por

algum composto ativo indica um potencial papel anti-inflamatorio (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 nao tradadas com LPS. No entanto, os extratos de Hm, Hp e Hs, na concentracao
de 100 ug/ml, diminuiriam significativamente a producdo de NO nas células BV2 estimuladas por LPS
quando comparadas com o controle sem extrato e com LPS. Houve uma diminuicdo significativa da
viabilidade celular para Hm, determinada pelo ensaio MTT (figura 6.6) enquanto que para Hp e Hs n&o
houve morte celular consideravel. Estes resultados demonstram que os extratos de Hp e Hs
apresentaram potencial anti-inflamatéria em células BV2 estimuladas por LPS, inibindo a producdo de

NO.

Outros trabalhos destacam o potencial anti-inflamatorio de algumas espécies de Hyptis em
ensaios /n vitro. O extrato de cloroférmio de H. albida, composto por terpenos, flavondides, lactonas,
lignanas, derivados fenolicos e esteroides apresentou atividade anti-inflamatoria significativa observada
no ensaio /n vifro com macréfagos peritoneais (Miranda et a/., 2013). Os autores acreditam que essa
atividade se deva a acao sinérgica de muitos destes componentes. As propriedades anti-inflamatorias do
oleo essencial de H. spicigera foram exibidas pela inibicdo da atividade da lipoxigenase em linhas

celulares de cancer de préstata humano (Bayala et a/., 2014). Em teste HET-CAM com ovos de galinha,
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0 composto isolado, acido rosmarinico, demonstrou efeitos estabilizadores nos capilares enquanto que

a sideritoflavona inibiu a prostanglandina sintase (Kuhnt ef a/,, 1995).
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Figura 6.5 — Producdo de NO. Células BV2 semeadas em placas de 12 pocos foram tratadas com extratos de Hyptis spp. a
100ug/ml por 2hs seguida por estimulacdo com LPS por 20hs. O sobrenadante foi retirado para a medicdo do NO, pela
reacdo colorimétrica de Griess. O controle negativo representa a % de producdo de nitrito das células sem tratamento e o
controle com LPS representa a % de producédo de nitrito das células com LPS sendo usado para comparacdo com os demais
valores. Cada coluna representa a média + E.P.M considerando os resultados obtidos para trés experimentos independentes.
A diferenca significativa nas médias foi estabelecida em * P<0.05, ** P<0.01 e *** P<0.001, quando comparado com o
controle com LPS.
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Figura 6.6 — Viabilidade celular das células BV2 estimuladas por LPS e tratadas com extratos de H)ptis spp. Células BV2
semeadas em placas de 12 pogos foram tratadas com extratos de H)ptis spp. por 2hs seguida por estimulagdo com LPS por
20hs. O sobrenadante foi retirado para a medigao do NO, e a viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de redugéo do
MTT. Cada coluna representa a média + E.P.M considerando os resultados obtidos para trés experimentos independentes.
A diferenca 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 /n vivo utilizando ratos, também verificamos bons resultados anti-inflamatérios para

extrato etanolico de AH. fruticosa (Andrade et a/, 2010) e H. umbrosa (Dos Anjos et al., 2017), dleo
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essencial de H.pectinata (Raymundo et a/, 2011), compostos isolados de H.suaveolens (Grassi et al.,

2006).

Estudos anteriores mostraram uma estreita associacao entre o potencial antioxidante e anti-
inflamatdrio com a presenca de compostos fendlicos. E o caso do extrato de fruta de 7erminalia
chebula que foi capaz reduzir a producdo 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 (polifenois)
de cascas de sementes de soja preta fornecem efeito benéfico no tratamento de damos inflamatérios e
neurodegenerativos induzidos por ativacdo microglial (Jeong et al., 2013). Chansiw e colaboradores
(2019) mostraram que os extratos de diclorometano contendo compostos fendlicos e flavonoides, além
de outros agentes anti-inflamatdrios nao identificados, apresentaram uma alta reducao da producao de
oxido nitrico em células de macréfagos RAW 264.7 induzidas por LPS (Chansiw et al., 2019). Ja Lee e
colaboradores (2017), sugerem que Scutellaria barbatae os compostos isolados (flavonoide e
diterpendides) inibiram a producdo de NO em BV2 e tém potencial para investigacdo adicional, ndo
apenas como agente anti-inflamatério, mas também como agente anti-neuroinflamatério. Outro estudo
diz que extratos etandlico e de acetato de etila contendo flavonoides, acidos fenolicos, clorofilas e
carotenoides apresentaram acdo anti-inflamatéria em relacao as células RAW 264.7 e podem serem

usados como agente anti-inflamatorio para possiveis aplicacdes médicas (Liu et al., 2018).

Diante dos resultados apresentados e das informacdes buscadas na literatura, supdem-se que o
potencial anti-inflamatorio de Hp e Hs diagnosticados neste ensaio pode ter relacdo com seus compostos

fenolicos e outros nao identificados.

6.5 CONCLUSAO

Os resultados aqui apresentados indicam efeitos nao citotoxicos e acao antioxidante,
citoprotetora e anti-inflamatdria dos extratos metanolicos de Hm, Hp e Hs. A presenca de compostos
fendlicos, tais como acido rosmarinico, pode estar associada a protecao contra o estresse oxidativo, ao
neutralizar as EROs e outros tipos de radicais livres, exibindo assim seu potencial terapéutico. Portanto,
este estudo fornece amparo para uso de plantas medicinais no tratamento de doencas hepaticas e

inflamacdes.
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As plantas, sob estresse bidtico e abidtico, geram um amplo espectro de moléculas organicas
conhecidas como metabolitos secundarios. Estes compostos mostraram ser fonte de substancias
quimicas de diversas estruturas com promissoras atividades bioldgicas €, portanto, fonte de agentes
terapéuticos importantes para o tratamento ou prevencao de diversas doencas (Jantan ef a/, 2015). O
potencial bioativo de plantas vem instigando investigacoes adicionais sobre os metabolitos secundarios

para producao de novos fitomedicamentos.

No intuito de contribuir com a descoberta de novos fitomedicamentos oriundos da biodiversidade
brasileira selecionaram-se plantas medicinais pertencentes a familia Lamiaceae para desenvolvimento
dos estudos desta Tese. Esta familia, rica em espécies medicinais e aromaticas, é composta por 236
géneros, dos quais priorizou-se o género Hyptis por sua possibilidade de exploracao econdmica, pelo
potencial farmacologico de seus extratos e 6leos essenciais e pela existéncia de poucos estudos que

avaliem sua atividade biologica.

A revisdo sistematica realizada neste trabalho (capitulo 2) sobre este género apontou que das
400 espécies existentes, apenas 40 foram avaliadas cientificamente. H4 um total de 238 artigos
devidamente publicados sobre este género e destes, 101 abordam sobre a espécie Hyptis suaveolens
(Hs), considerada a mais estudada, 30 sobre Hypfis pectinata (Hp) e 10 sobre Hyptis marrubioides (Hm).
Muitas destas plantas ainda precisam ser exploradas quanto ao perfil fitoquimico, atividades
farmacologicas e efeitos toxicoldgicos no corpo humano para estabelecimento de critérios para uso
seguro no organismo humano. Conforme a literatura, os resultados obtidos nos ensaios /7 vifroou in vivo
associam a atividade bioldgica dos compostos de Hyptis spp. com a presenca de determinado composto
isolado ou acéo de sinergismo dos fenolicos. Também, verificou-se em alguns trabalhos que os resultados

alcancados concordavam com o conhecimento popular.

Em face dos usos na medicina popular e dos poucos registros cientificos para as espécies Hm,
Hp e Hs, prosseguimos os estudos abordando as técnicas de cultura /7 vifro como uma alternativa viavel
a sintese de metabdlitos secundarios visto que o cultivo de plantas em campo possui varias desvantagens
(capitulo 3). Plantulas foram utilizadas como explantes para formacao de calos e como biomassa para
producdo de extratos metandlicos. Os calos foram utilizados no estabelecimento de culturas em
suspensdo. Destas ultimas, obteve-se a curva de crescimento das culturas com identificacdo das suas

fases de desenvolvimento. Por meio da curva de crescimento das culturas foi possivel conhecer a época
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ideal para repicagem das culturas e definir o momento para promover as eliciacdes visando aumento da
sintese de AR. Composto este que possui valiosa importancia farmacéutica, como antioxidante,
antitumoral, anti-inflamatéria, anti-alérgica, antidepressivas, antimicrobiana e anti-Alzheimer. Os
tratamentos de Hs com MeJ e Hm com MelJ e AS demostraram um significativo aumento de AR quando
comparados ao controle. Contudo, este aumento foi proporcional a diminuicao da viabilidade celular o

gue requer mais estudo para aprimoramento da técnica.

A presenca de acidos fenolicos da classe dos acidos hidroxicinamicos, nos extratos /7 vivo e in
vitro foi confirmada por espectrometria, bem como a presenca de flavondis e flavonas (capitulo 4). Entre
0s compostos identificados tém-se os derivados do acido rosmarinico, quercetina, acido clorogénico,
luteolina. O registro fitoquimico da presenca de acidos fendlicos e flavonoides, tidos como poderosos
antioxidantes que tratam ou previnem muitas doencas, incluindo doencas do figado e
neurodegenerativas, motivaram o desenvolvimento de ensaios antioxidantes para extratos metanolicos
de amostras /n vifro e amostras /n vivo. Foram realizados ensaios DPPH, quelacao de ferro, quelacao de
NO, [-betacaroteno, superoxido e FRAP. Em todos os ensaios, com excecdo do superdxido e FRAP, a
substancia padrao quercetina, apresentou os melhores resultados quanto a determinacéo da capacidade
antioxidante. Os extratos atingiram EC,, a diferentes concentracdes em todos os ensaios (exceto, os
extratos Hs vivo e in vitro no ensaio de quelacdo de NO, cujo EC,ndo foi determinado) e, portanto,
apresentaram propriedades antioxidante para as diferentes metodologias utilizadas. Todavia, diante dos
distintos resultados alcancados para cada extrato, nao ha como se afirmar que a atividade antioxidante
estd correlacionada com a quantidade de fendlicos presentes. Segundo Sroka e Cisowski (2003) a
eficiéncia dos compostos fenolicos como anti-radicais e antioxidantes é variada e depende de varios
fatores, tais como o numero, a posicao da ligacdo e a posicdo do(s) grupo(s) hidroxila no anel aromatico.
Somado a isso, tem-se o efeito sinérgico ou antagbnico de compostos presentes no extrato bruto

(Benabdallah et al., 2016).

Os compostos fenolicos também sao tidos como potentes antimicrobianos e, por isso, testaram-
se 08 cepas bacterianas quanto a sensibilidade aos extratos de Hyptis (capitulo 5). As cepas de S.aureus
(Gram-positivas) apresentaram maior sensibilidade aos extratos metanolicos de Hs, Hp e ao extrato de
acetato de etila de Hp. O extrato metandlico de Hs também apresentou efeito bacteriostatico para £.coli
e ode Hm para a cepa S.cholerasuis (ATCC®10708™). Ja os extratos Hm de diclorometano demostraram

efeito bacteriostatico para as cepas P.aeruginosa (ARTCCe 9027™ e ATCCe 27853m).
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Além da acéo antimicrobiana, muitas pesquisas relatam a acéo citoprotetora dos compostos
fendlicos e sua eficacia na prevencao de patologias hepaticas relacionadas ao stress oxidativo. Na
tentativa de averiguar essa afirmacao, utilizou-se células da linhagem hepatica humana HepG2 para
avaliar a acao citoprotetora dos extratos metanolicos de Hypfis frente a danos induzidos por insultos
oxidativos, bem como, sua acao na inibicao de EROS intracelular. O efeito anti-inflamatério foi testado
em células BV2 (capitulo 6). Os resultados garantiram efeitos antioxidantes significativos para extratos
Hm, Hp e Hs ao proteger as células de danos ocasionadas por insultos em condicoes de co-tratamento
e pré-tratamento. A citoprotecéo conferida aos extratos no regime de co-tratamento pode refletir acoes
diretas sobre os estressores associada a atividade sequestradora de radicais livres. Efeito esse que ja
havia sido apontado nos ensaios antioxidantes, com destaque para o ensaio superoéxido. Ja no regime de
pré-tratamento, os extratos podem ter garantindo a protecdo pela promocao de um efeito antioxidante
indireto influenciando as atividades das enzimas antioxidantes responsaveis pela modulacédo do equilibrio
redox das células (Kong ef al., 2016). Constatou-se que os trés extratos a concentracao de 100 ug/ml
atuaram no controle da producdo de EROs induzidos por t-BHP garantindo o efeito citoprotetor pela
reducao do estresse oxidativo. Os extratos de Hp e Hs promoveram a inibicdo da producao de NO sem

prejuizo da viabilidade celular demostrando uma possivel acdo anti-inflamatéria.

Em conclusao, a Tese como um todo, contribuiu para a elucidacéo de atividades antioxidante,
antimicrobiana, anti-inflamatoria, citoprotetora em ensaios /17 vifro das plantas medicinais Hm, Hp e Hs.
Somado a isso, temos a possibilidade do uso de técnicas da cultura /7 vifro com vista a producéo destas
plantas medicinais e isolamento de seus metabdlitos secundarios com potencial bioativo. Por fim,
mecanismos implicitos as potencialidades das plantas Hypfis para fins medicinais merecem serem

investigados.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Os estudos incluidos nesta Tese foram realizados com o objetivo de fazer uma avaliacdo do
potencial bioativo de trés plantas medicinais encontradas no cerrado brasileiro. Hm, Hp e Hs sao muito
utilizadas na medicina tradicional no Brasil e varias outras partes do mundo, todavia, faltam estudos que

comprovem cientificamente seus beneficios a satide humana.

De posse dessa informacdo e do crescente interesse por novas fontes de medicamentos, buscou-

se estudar o perfil fitoquimico, a toxidade, potencial farmacologico e técnicas /n vitro para producdo de
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metabdlitos secundarios. Os resultados confirmam & nao toxicidade destas plantas em ensaios /n vitro,
bem como sua atividade antioxidante capaz de conferir protecao as células e, portanto, instigam mais
trabalhos que possam vir a desenvolver aplicacdes de uso seguro e economicamente viaveis 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 extracao e o solvente utilizado. Estes ensaios subsidiariam novas
avaliacdes para atividade citoprotetora que em virtude da sua importancia para o descobrimento de
potenciais drogas a serem utilizadas na prevencao de tratamento de doencas induzidas por stress
oxidativo, como as neurodegenerativas, envelhecimento e do figado, merecem ser investigadas. Sugere-
se, como exemplo, que o potencial citoprotetor poderia ser avaliado em diferentes linhagens celulares
correlacionando ensaios de pos, pré e co-tratamento com o estudo das atividades das enzimas
antioxidantes e da eliminacao de radicais livres. Se os resultados se confirmarem nestes ensaios /7 vitro,
pode-se complementar os trabalhos com ensaios /7 vivo em animais para compreender 0 mecanismo
molecular exato pelo qual o extrato exerce acdo antioxidantes com efeitos protetores e para avaliar sua

eficacia e seguranca antes de seguir para os estudos em humanos.

Tendo-se em vista que a presenca de compostos fenolicos pode ser um dos principais fatores
gue confere esta pronunciada acéo antioxidante, torna-se relevante explorar as potencialidades da cultura
/in vitro de plantas Hyptis para producao de metabolitos e estudo das vias de biossintese de metabdlicos
de interesse farmacoldgico. Isto implicaria em desenvolver novas estratégias, como melhoria das
linhagens, otimizacdo de meios e ambientes de cultura, a imobilizacdo de células vegetais, a associacao
simbidtica entre plantas e microrganismos endofiticos, a permeabilizacdo e a biotransformacao. Ja para
a atividade antimicrobiana, ha uma infinidade de metodologias e de microrganismos ainda ndo testados

com extratos de Hyptis e que poderiam ser avaliados.

Por fim, enfatiza-se a necessidade de dar continuidade ao estudo dos extratos Hypiis a fim de

averiguar suas possibilidades de aplicacdo farmacologicas.
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