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RESUMO

A Stachytarpheta cayennensis é uma espécie de planta herbácea pertencente
à família Verbenacae, amplamente utilizada na medicina popular. Este trabalho
tem  como  objetivo,  avaliar  os  efeitos  anti-inflamatórias  e  antioxidantes  do
extrato hidroalcoólico da S. cayennensis e suas frações sobre macrófagos, in
vitro. Para isso, avaliou-se seus efeitos sobre a produção de óxido nítrico (NO)
após estimulação com lipopolissacarídeos (LPS) + inferteron gama (IFN-γ), e
realizou-se ensaios com 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH). Foi demonstrada a
presença  de  propriedades  anti-inflamatórias  –  destacando-se  as  fração
hexânica (FH) e acetato de etila (FAE) – e antioxidantes – destacando-se a
FAE. Ambas as frações apresentaram baixos níveis  de citotoxicidade (IC50
acima  de  5000  µg/mL),  tendo-se  obtido  valores  elevados  de  índice  de
seletividade (IS), diferentemente do extrato bruto (EB) e da fração clorofórmica
(FC),  que  apresentaram  IS  mais  baixos,  atrelados  a  elevados  níveis  de
citotoxicidade.

Palavras-chave: Stachytarpheta caynennensis. Anti-inflamatório. Antioxidante.
Citotoxicidade.
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Propriedades  anti-inflamatória  e  antioxidante  das  folhas  de

Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl

A  Stachytarpheta cayennensis é uma espécie de planta herbácea pertencente à

família Verbenacae, amplamente utilizada na medicina popular. Este trabalho tem

como objetivo,  avaliar  os  efeitos  anti-inflamatórios  e  antioxidantes  do extrato

hidroalcoólico da S. cayennensis e suas frações sobre macrófagos, in vitro. Para

isso,  avaliou-se  seus  efeitos  sobre  a  produção  de  óxido  nítrico  (NO)  após

estimulação com lipopolissacarídeos (LPS) + inferteron gama (IFN-γ), e realizou-

se ensaios com 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH). Foi demonstrada a presença

de propriedades  anti-inflamatórias  –  destacando-se  as  fração hexânica (FH)  e

acetato  de  etila  (FAE)  –  e  antioxidantes  –  destacando-se  a  FAE.  Ambas  as

frações  apresentaram  baixos  níveis  de  citotoxicidade  (IC50 acima  de  5000

µg/mL),  tendo-se  obtido  valores  elevados  de  índice  de  seletividade  (IS),

diferentemente  do  extrato  bruto  (EB)  e  da  fração  clorofórmica  (FC),  que

apresentaram IS mais baixos, atrelados a elevados níveis de citotoxicidade.

Palavras-chave:  Stachytarpheta  caynennensis,  anti-inflamatório,  antioxidante,

citotoxicidade.

1. Introdução

A espécie Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl é uma planta herbácea pertencente à

família Verbenacae, popularmente conhecida no Brasil como gervão-roxo, erva-gervão,

origão, vassourinha-de-botão e oribão. (Caribe & Campos,  1991). Ela se desenvolve

principalmente em florestas tropicais, e pode ser encontrada em países da América do

Sul,  México  e  Haiti  (Okoye,  et  al.,  2014).  Seus  caules,  raízes,  folhas  e  flores  são

utilizados na medicina popular para tratar sintomas da inflamação, como dor e febre

(Caribe & Campos, 1991), e estudos científicos já demonstraram seu potencial para o

manejo de disfunções gástricas e intestinais (Vela, et al. 1996), diabetes (Adebajo, et al.,

2007) e ansiedade (Olayiowa, et al.,  2013). Além disso, seus componentes químicos

possuem efeitos antioxidantes e microbicidas (Souza, et al., 2010; Souza, et al., 2011),

tendo  apresentado  propriedades  que  podem  ser  efetivas  no  tratamento  da  malária

(Froelich, et al., 2008), leishmaniose (Maquiaveli, et al., 2016) e giardíase (Neiva, et al.,



2014).

Dentre  os  constituintes  químicos  isolados  da  S.  cayennensis,  destacam-se  os

glicosídeos  feniletanoides  (Penido,  et  al.,  2006;  Froelich,  et  al.,  2008; Souza,  et  al.,

2010;  Souza,  et  al.,  2011),  triterpenos  (Souza,  et  al.,  2010;  Souza,  et  al.,  2011)  e

iridoides (Schapoval, et al., 1998; Mesia-Vela, et al. 2004, 2003; Penido, et al., 2008). O

glicosídeo verbacosídeo (Penido, et al., 2006; Souza, et al., 2010; Souza, et al., 2011) e

o iridoide ipolamiide (Schapoval, et al., 1998; Mesia-Vela, et al. 2004; Penido, et al.,

2006) foram os mais relacionados às propriedades medicinais da planta, inclusive a seu

potencial anti-inflamatório (Schapoval, et al., 1998; Penido, et al., 2006) e antioxidante

(Souza,  et  al.,  2010;  Souza,  et  al.,  2011).  Em análises  fitoquímicas,  também foram

identificados:  carboidratos,  açúcares  redutores,  glicosídeos,  flavonoides,  fenóis,

saponinas, alcaloides, terpenos e esteroides (Okoye, et al., 2010; Okoye, et al., 2014).

Observou-se uma escassez de trabalhos científicos relacionados às propriedades

medicinais  da  S.  cayennensis,  evidenciando  a  importância  da  realização  de  novos

estudos. Além disso, ainda há controvérsias em relação a algumas de suas propriedades,

como demonstrado por Mesia-Vela, et al. (2004), podendo esta ser uma consequência

da utilização de espécies coletadas em diferentes locais ou épocas do ano. O objetivo

deste trabalho é avaliar as propriedades anti-inflamatórias e antioxidantes, in vitro, da S.

cayennensis.

2. Resultados e discussão

Este estudo mostrou que as partes aéreas da  S. cayennensis, amplamente utilizadas na

medicina  popular  para  tratar  sintomas  da  inflamação  (Caribe  &  Campos,  1991),

apresentam propriedades  anti-inflamatórias  e  antioxidantes,  destacando-se  as  frações

FH e FAE, respectivamente.

As  EC50 encontradas  em relação  à  atividade  anti-inflamatória  foram:  148,49

µg/mL, 39,3 µg/mL, 78,85 µg/mL e 63,23 µg/mL para o EB e as frações FH, FC e FAE,



respectivamente. As frações FH e FAE inibiram de forma significativa a produção de

NO inclusive nas menores concentrações testadas, evidenciando a possibilidade de se

trabalhar com concentrações ainda mais baixas no futuro. Tais resultados corroboram

com os  achados  de  Penido,  et  al.  (2006),  que  utilizando  o  extrato  etanólico  de  S.

cayennensis, reduziu o edema em patas e a exsudação de plasma na cavidade pleural de

roedores.  Entretanto,  nos  estudos  de  Mesia-Vela,  et  al.  (2004),  apesar  de  ter-se

observado uma redução das dores da inflamação em experimentos  in vivo, não houve

indícios de redução da atividade inflamatória após exposição ao extrato. (Figura 1).

A atividade anti-inflamatória descrita neste estudo pode ser devida à presença de

glicosídeos feniletanoides no extrato de S. cayennensis e suas frações, demonstrada em

outros trabalhos (Froelich, et al., 2008; Souza, et al., 2011; Maquiaveli, et al., 2016).

Estudos com a FAE demonstraram a presença de derivados do verbacósido, como o

isoverbacósido e martinosídeo nessa fração (Froelich, et al., 2008; Souza, et al., 2010).

Esses glicosídeos feniletanoides demonstraram forte inibição da produção de NO (Rao,

et al., 2009) além de citocinas e fatores de crescimento inflamatórios (Potapovich, et al.,

2011).

Em adição,  o  extrato  de  frações  de  S.  cayennensis apresentaram  importante

atividade  antioxidante,  de  forma  dose  dependente  (Figura  2),  com EC50  de  108,55,

1316,28, 211,51 e 54,5 µg/mL para o EB e as frações FH, FC e FAE, respectivamente.

A maior atividade antioxidante apresentada pela FAE também foi observada em outros

estudos (Souza,  et  al.,  2010;  Souza,  et  al.,  2011).  Para  esta  pesquisa optou-se  pela

avaliação utilizando o solvente DPPH, que se baseia  na doação de íons H+ para os

radicais  livres (Thadhani,  et  al.,  2011). Entretanto,  a atividade antioxidante pode ser

exercida através de diferentes mecanismos, podendo estar, em muitos aspectos, atrelada

à  atividade  anti-inflamatória.  Em seus  estudos,  Souza,  et  al.  (2010)  e  Souza,  et  al.

(2011),  demonstraram  a  importância  dos  constituintes  químicos  verbacosído,

martinosídeo e ácido betulínico para o potencial antioxidante da  S. cayennensis, uma



vez que esses componentes foram capazes de diminuir a peroxidação lipídica e prevenir

contra  lesões mitocondriais  por estresse oxidativo.  Além disso,  o  NO também pode

reagir com um ânion superóxido, produzindo o peroxinitrito (Peluffo & Radi, 2007),

que aumenta o estado de estresse oxidativo (Yuan, et al., 2009). (Figura 2).

Observa-se que a FH, que apresentou os menores teores de fenóis e flavonoides,

foi também a que apresentou atividade antioxidante menos significativa, em contraste

com a FAE, que apresentou o maior nível de atividade antioxidante e os teores de fenóis

e  flavonoides  mais  elevados  (Tabela  1).  Evidencia-se  a  importância  dos  compostos

fenólicos para essa atividade, como já descrito em outros estudos (Souza, et al., 2010;

Thadhani, et al., 2011; Belmokhtar & Harche, 2014).

Neste  estudo,  foi  possível  demonstrar  as  atividades  anti-inflamatória  e

antioxidante do extrato hidroalcoólico de S. cayennensis. Entretanto, parte da utilidade

de um fitoterápico é advinda de sua baixa citotoxicidade, que garante segurança durante

a  utilização.  Interessantemente,  observa-se que as  frações  FAE e  FH demonstraram

baixos  índices  de  citotoxicidade,  tendo  apresentado  IC50 superiores  a  5000  µg/mL.

Contudo, o EB apresentou uma IC50 inferior a 200 µg/mL, ficando atrás apenas da FC,

em termos de citotoxicidade, o que difere dos achados de outros trabalhos (Penido, et

al., 2006; Okoye, et al., 2010; Okoye, et al., 2014). Em seus estudos com a FC, Souza,

et al.  (2010) isolou ácido betulínico,  um triterpeno que já demonstrou citotoxicidade

importante contra células tumorais, embora tenha exercido efeitos poucos significativos

sobre células normais (Martin, et al., 2016). (Figura 3).

O IS de cada fração foi obtido através da razão entre sua IC50 e sua EC50 para

cada atividade avaliada. A FH apresentou o maior IS dentre as frações no que tange

atividade  anti-inflamatória,  entretanto,  observa-se  uma  diminuição  significativa  na

atividade antioxidante, a despeito de sua baixa citotoxicidade. Em comparação com as

demais frações,  o EB e a FC apresentaram valores baixos de IS tanto em relação à

atividade anti-inflamatória, quanto à antioxidante, em consequência, principalmente, de



sua elevada citotoxicidade.  Evidencia-se, portanto,  a superioridade das frações FH e

FAE  em  relação  à  atividade  anti-inflamatória,  e  da  FAE  em  relação  à  atividade

antioxidante,  visto  que nesses  casos houve uma relação significativa  entre  atividade

biológica e nível de citotoxicidade.

É importante salientar a necessidade de novos estudos, que visem compreender

os  mecanismos  através  dos  quais  os  componentes  da  S.  cayennensis atuam,  e  suas

repercussões no organismo humano. Espera-se que a partir deste trabalho, seja possível

desenvolver  novas  pesquisas  com  a  espécie,  com  o  objetivo  de  demonstrar  suas

propriedades e avaliar sua aplicabilidade.

3. Seção experimental

3.1. Obtenção do extrato de S. cayennensis

Partes  aéreas  da  S.  cayennensis foram  coletadas  no  município  de  Caxias-MA,  e

identificadas no Herbário do Maranhão (MAR) do Departamento de Biologia (CCBS)

da Universidade Federal do Maranhão, com exsicata número 10.538. O material passou

por secagem em temperatura ambiente (aproximadamente 25º C) durante quinze dias, e

posteriormente foi triturado em moinho elétrico (Tenal, modelo TE-340). A extração

ocorreu  através  de  maceração  em  etanol  70%  na  proporção  1:5,  processo  que  foi

repetido a cada 7 dias, durante 3 semanas. Posteriormente, o material foi concentrado

utilizando  rotaevaporador,  tendo  rendido  28,29%  de  EB.  Utilizando  uma  solução

hidroalcoólica  preparada  a  partir  do  EB  seco,  realizou-se  um processo  de  partição

sequencial  líquido-líquido,  utilizando  solventes  de  polaridade  crescente  –  hexano,

clorofórmio  e  acetato  de  etila  –  em  balão  de  separação  (Reis,  et  al.,  2012).  Seus

rendimentos foram: 0,262% de FH, 0,094% de FC, e 0,082% de FAE.



3.2. Análise química

3.2.1. Determinação de fenois totais

Utilizou-se 1 ml de carbonato de sódio 20%, 100 µL de solução estoque (2000 µg/mL) e

100 µL de Folin,  diluídos  em 2,8 mL de água destilada.  A leitura foi  realizada em

espectrofotômetro – comprimento de onda 760 nm – utilizando concentrações de ácido

gálico como padrão (Zielinski, et al., 2000).

3.2.2. Determinação de flavonoides

Utilizou-se 1 ml de cloreto de alumínio e 100 µL da solução estoque, diluídos em 2,9

mL de água destilada. A leitura foi realizada em espectrofotômetro – comprimento de

onda 450 nm – utilizando concentrações de quercetina (Merck) como padrão (Dutra, et

al., 2008).

3.3. Avaliação biológica

3.3.1. Cultura da linhagem de RAW 264.7

Foram utilizadas células da linhagem de macrófagos murinos RAW 264.7, mantidas em

meio  RPMI  1640  (SIGMA-ALDRICH)  suplementado  com soro  fetal  bovino  (SFB,

SIGMA) a 10%, 2 mm de L-glutamina (SIGMA-ALDRICH), 1% de estreptomicina

(100 µg/mL,  MERCK) e  penicilina  G (100 U/mL,  SIGMA-ALDRICH).  As  células

ficaram mantidas  em estufa de atmosfera úmida,  com 5% de CO2 e a 37º C. Após

aproximadamente uma semana de cultura,  quando estavam em estado de conflência,

foram removidas mecanicamente,  utilizando cell  scraper. O material  foi centrifugado

(1200 RPM, por dez minutos, a 4 °C), e o sobrenadante foi descartado. As células foram

mais uma vez suspensas em 50 ml do meio RPMI 1640 suplementado (2% de SFB),

para serem contadas no microscópio óptico de luz comum, em câmara de Neubauer,

através  da  técnica  de  exclusão  por  coloração  com solução  de  azul  de  tripan  0,4%



(SIGMA-ALDRICH). O meio antigo foi descartado e substituído, em diluição 1:10.

3.3.2. Ensaio de citotoxicidade in vitro

As células da linhagem RAW 264.7 foram cultivadas em placas de 96 poços, com fundo

chato e a uma concentração de 1 x 106 células/ml, e incubadas em meio RPMI 1640 a

37º C, em atmosfera com 5% de CO2, durante 12 horas. Posteriormente,  as células

aderentes foram tratadas com uma concentração inicial de 200μg/ml do extrato de  S.

cayennensis ou frações, de forma seriada. Após 1 hora, 25 µL de LPS (200 ng/mL) e

IFN-γ (10 ng/mL) foram adicionados em cada poço. 24 horas mais tarde, 50 µL do

sobrenadante de cada poço foram retirados e transferidos para outra placa, e 10 µL de

MTT (5 mg/mL) e meio RPMI foram adicionados. Após 3 horas, foram acrescentados

100 µL de SDS a 20%, diluído em HCl (0,01 N).  A DO foi medida a 540 nm em

espectrofotômetro (Molecular Devices, SpectraMax® Plus 384), e os resultados foram

expressos  em  porcentagem  de  viabilidade  celular,  calculada  a  partir  da  fórmula:

%Viabilidade = (Absorbância do tratamento / Absorbância do controle negativo) X 100.

3.3.3. Estimulação da linhagem RAW in vitro

As células RAW 264.7 foram transferidas para placas de cultura de 96 poros de fundo

chato,  na  concentração  de  1  x  106  células/ml.  Após  plaqueamento  e  ajuste  na

concentração, o extrato e suas frações foram adicionados nas concentrações 200, 100 e

50 µL/mL. Após 1 hora, as células foram estimuladas com 25 µL de LPS (200 ng/mL) e

IFN-γ (10 ng/mL) durante 24 horas, em ambiente saturado, com 5% de CO2, a 37 ºC.

3.4. Avaliação da produção de óxido nítrico

50 µL do sobrenadante  das células  estimuladas  foram coletados e incubados com o

mesmo  volume  de  reagente  de  Griess  (1  %  sulfanilamida/0.1  % dihidrocloreto  de

diamina  naftaleno/2,5  %  H3PO4)  durante  10  minutos,  a  22  °C.  A  absorbância  foi



determinada a um comprimento de onda de 550 nm, através de espectrofotômetro de

microplacas,  e  sua  conversão  para  concentração  em  micromolar  (µM)  de  NO  foi

realizada a partir da comparação entre as leituras obtidas em uma curva padrão, com

concentrações estabelecidas (5-60 µM) de nitrito de sódio diluído em meio RPMI.

3.5. Avaliação da atividade antioxidante

Preparou-se uma solução estoque contendo 2000 µg de extrato ou fração para cada mL

de  metanol  P.A.  O  experimento  foi  efetivado  utilizando  1,1-difenil-2-picril-hidrazil

(DPPH) em uma concentração  de  40  µg/mL,  também diluído  em metanol  P.A.  As

soluções estoques foram misturadas com a solução de DPPH em concentrações de 25,

50, 100 e 200 µg/mL. O controle negativo para cada experimento foi preparado com a

mesma concentração de metanol P.A. As amostras foram mantidas em ambiente escuro

durante 30 minutos. Determinou-se a absorbância a um comprimento de onda de 517

nm, através de espectrofotômetro de UV-Vis. A atividade antioxidante está relacionada

à percentagem de descoloração do radical DPPH, utilizando a fórmula:  %Inibição =

[(Absorbância do controle – Absorbância da amostra) / Absorbância do controle] X 100.

3.6. Análise estatística

Os testes foram realizados em triplicatas e os resultados foram avaliados  através da

Análise de Variância (ANOVA - One-way Analysis of Variance) seguido do teste de

comparações  múltiplas  (Tukey's  Multiple  Comparison  Test)  utilizando  o  software

Graph Pad Prism. Para o cálculo das IC50 e EC50, utilizou-se o método de regressão

linear no software Windows Excel 2016.
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Tabelas

Tabela  1.  IC50,  expressa  em  µg/mL,  e  índice  de  seletividade  (IS)  do  extrato

hidroalcoólico de S. cayennensis e suas frações.

IC50 (µg/mL) IS atividade anti-inflamatória IS atividade antioxidante

EB 185,11 1,25 1,71

FH 5417,39 137,84 4,12

FC 51,95 0,66 0,25

FAE 7540,62 119,25 138,37

EB: extrato bruto; FH: fração hexânica; FC: fração clorofórmica; FAE: fração acetato

de etila.  Os valores do índice de seletividade (IS) representam a razão entre as IC50,

relacionadas à citotoxicidade e as EC50 relacionadas às atividades anti-inflamatória e

antioxidante.

Tabela 2. Teor de fenóis e flavonoides do extrato hidroalcoólico de S. cayenennensis e

suas frações.

EB FH FC FAE

Fenóis (mg/g) 156,90 ± 2,33a 55,19 ± 5,35 a 231,75 ± 13,68 a 383,16 ± 12,63 a

Flavonoides (mg/g) 18,06 ± 1,21 a 9,34 ± 0,65 a 42,94 ± 1,94 a 32,57 ± 1,89 a

EB: extrato bruto; FH: fração hexânica; FC: fração clorofórmica; FAE: fração acetato

de etila. Os experimentos foram feitos em triplicada e os dados apresentados com média

± desvio padrão. Letras iguais na mesma linha representam diferenças estatísticas (***p

< 0,0001) entre os grupos.



Figuras

Figura 1. Efeito do extrato bruto e frações de S. cayennensis sobre a produção de

óxido  nítrico  por  macrófagos  ativados. Macrófagos  da  linhagem  RAW  foram

incubados por 24h, a 37ºC, 5% de CO2 na presença ou não de diferentes concentrações

de extrato bruto (A), e das frações hexânica (B), clorofórmica (C) e acetato de etila (D)

das  folhas  de  S.  cayennensis,  após  estimulação  com  lipopolissacarídeos  (LPS)  +

inferteron  gama  (IFN-γ).  Os  experimentos  foram  feitos  em  triplicada  e  os  dados

apresentados  com média  ± desvio  padrão. *p < 0,05;  **p < 0,005;  ***p < 0,0001

quando comparado às células não tratadas (0 µg/mL).



Figura 2. Efeito do extrato bruto e frações de  S. cayennensis sobre a inibição de

radicais livres presentes na solução 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH). Soluções

estoques preparadas como o extrato bruto (EB) de  S. cayennensis e frações hexânica

(FH), clorofórmica (FC) e acetato de etila (FAE) foram misturadas com a solução de

DPPH (40 µg/mL) em concentrações de 25, 50, 100 e 200 µg/mL, e após 30 minutos

em ambiente escuro, realizou-se a leitura em espectrofotômetro, com comprimento de

onda de 517 nm. Os experimentos foram feitos em triplicada e os dados apresentados

com média aritimética para cada grupo.



Figura  3.  Efeito  citotóxico  do  extrato  bruto  e  frações  de  S.  cayennensis sobre

linhagem de células RAW. Macrófagos da linhagem RAW foram incubados por 24h, a

37ºC, 5% de CO2 a presença ou não de diferentes concentrações de extrato bruto (A), e

das  frações  hexânica  (B),  clorofórmica  (C)  e  acetato  de  etila  (D)  das  folhas  de  S.

cayennensis. Os experimentos foram feitos em triplicada e os dados apresentados com

média ± desvio padrão.
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