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K   Potássio 
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LPS   Lipopolissacáridos 

MA   Agar de malte 

MAs   Massachusetts 

MBC   Concentração Mínima Bactericida 
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MFC   Concentração Mínima Fungicida 
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MIC   Concentração Mínima Inibitória 

MO   Missouri 

MS   Espetrometria de Massa 
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nd    não detetado 

NMR   Ressonância Magnética Nuclear 

NO   Óxido Nítrico 

pH   Potencial de Hidrogénio 

RNA   Ácido Ribonucleico 
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ROOH  Composto orgânico oxidado 
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tr   Vestigial 

TSB   Caldo de soja tríptico 

U  Unidades de massa 

UK   Reino Unido 

USA   Estados Unidos da América 

UT   Utah 
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Vis   Visível 
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Abstract 

 

Plants were used by our ancestors, not only as food, but also as a therapeutic 

solution. Taking into account their health benefits and, according to the World Health 

Organization (WHO), their use as an ingredient in the pharmaceutical and food 

industries has increased significantly, over time. 

Bioactive compounds are an important group present in plants, acting in the 

prevention of human diseases associated with oxidative stress. The aim of this study 

was to characterize the phenolic composition and evaluate the bioactivity of several 

samples of Lavandula pedunculata (Mill.) Cav, whose seeds were provided from 

various natural populations of different regions of Portugal, and compare aqueous and 

hydroethanolic extracts. From the HPLC-DAD-ESI/MSn analysis thirteen compounds 

were identified, being salvianolic acid B, rosmarinic acid and luteolin-7-O-

glucuronide, the main compounds present. L. pedunculata aqueous extract revealed a 

higher antioxidant potential, which could be related to its higher concentration in 

phenolic compounds; however, the hydroethanolic extract showed a higher anti-

inflammatory potential and anti-proliferative capacity. Thus, this study highlights the 

bioactive effects of this species and opens possibilities for uses in food and 

pharmaceutical formulations. However, there are potential differences in such 

properties according to geographical origin of plant material, as in general, the 

samples from Alentejo presented higher results in all the bioactivities, compared with 

Trás-os-Montes samples. 
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Resumo 

 

As plantas foram usadas pelos nossos ancestrais, não só como alimento, mas 

também como uma solução terapêutica. Tendo em conta os seus benefícios para a 

saúde e, de acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), a sua utilização 

como ingrediente na industria farmacêutica e alimentar, aumentou significativamente, 

ao longo do tempo. 

Os compostos bioativos são um grupo importante presente nas plantas, atuando 

na prevenção de doenças humanas associadas ao stresse oxidativo. O objetivo deste 

estudo foi caracterizar a composição fenólica e avaliar a bioatividade de várias 

amostras de Lavandula pedunculata (Mill.) Cav, cujas sementes são provenientes de 

diversas populações naturais de diferentes regiões de Portugal, e comparar os seus 

extratos aquosos e hidroetanólicos. A partir da análise HPLC-DAD-ESI/MSn foram 

identificados treze compostos, sendo o ácido salvianólico B, o ácido rosmarínico e 

luteolina-7-O-glucurónido, os principais compostos presentes. O extrato aquoso de L. 

pedunculata revelou maior potencial antioxidante, que pode estar relacionado com a 

sua maior concentração em compostos fenólicos; no entanto, o extrato hidroetanólico 

demostrou maior potencial anti-inflamatório e capacidade anti-proliferativa. Assim, 

este estudo destaca os efeitos bioativos desta espécie e abre possibilidades para o seu 

uso em formulações alimentares e farmacêuticas. No entanto, existem potenciais 

diferenças nestas propriedades de acordo com a origem geográfica do material 

vegetal, visto que as amostras do Alentejo apresentaram, em geral, melhores 

resultados para todas as bioatividades, comparativamente com as amostras de Trás-os-

Montes. 
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1.1. As plantas fonte de nutrientes e princípios ativos  

O reino das plantas (Plantae) engloba um vasto grupo de seres pluricelulares, 

eucariontes e autotróficos, capazes de sintetizar aminoácidos e vitaminas através da 

fixação desses elementos inorgânicos, o que lhes permite não depender de uma fonte 

externa de produção de proteínas para sobreviver (Lambers et al., 2017). 

A sua evolução ao longo de milhares de anos e a seleção natural, como resposta 

a diversos tipos de alterações, permitem que hoje em dia, exista uma grande variedade 

de espécies, muitas das quais de extrema relevância na alimentação dos seres 

heterotróficos. Assim, ao longo da história da humanidade, aproximadamente 7000 

espécies de plantas diferentes têm sido utilizadas como alimento pelo homem, sendo 

um recurso essencial para o seu bem-estar, estando direta e indiretamente presentes na 

cadeia alimentar (Lambers et al., 2017). 

No que concerne à sua aplicabilidade terapêutica, um quarto dos medicamentos 

prescritos é derivado ou originário diretamente das plantas e 4 em cada 5 pessoas no 

mundo dependem de plantas para os cuidados de saúde primários (Lambers et al., 

2017). 

As espécies do género Lavandula são muito utilizadas, não só na medicina 

popular, como também na indústria alimentar, no fabrico de bebidas aromatizadas, 

gelados, doces, pastelaria e pastilhas elásticas. São também matéria-prima nas 

indústrias de perfumaria e farmacêutica, fazendo parte da formulação de sabonetes, 

perfumes, colónias, loções para a pele e outros cosméticos (Kim & Lee, 2002). 

Em Portugal, os usos tradicionais das espécies silvestres de Lavandula estão 

sobretudo relacionados com cuidados terapêuticos, cerimónias religiosas, jardinagem, 

aromaterapia e decoração. Também se utilizam como plantas e como plantas 

melíferas na alimentação das abelhas (Zuzarte et al., 2010; Carvalho & Ramos, 2012).  

Considerando a importância da etnoflora na identificação de compostos e 

princípios ativos com interesse alimentar, medicinal e industrial, e a utilização 

tradicional das espécies de Lavandula em várias regiões portuguesas, o estudo de 

material vegetal proveniente destas espécies parece ser promissor no âmbito da 

investigação em farmácia e produtos naturais.  
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1.1.1 Caracterização botânica da espécie estudada 

 
A Lavandula pedunculata (Mill.) Cav., representada na Figura 1, é uma planta 

pertencente à família das Lamiaceae, que habita preferencialmente na metade 

ocidental da Península Ibérica, em Portugal e em Espanha (por exemplo na Galiza, em 

Castela-Leão, Estremadura, Castela - La Mancha), chegando até à parte ocidental da 

Andaluzia, podendo também ocorrer no Norte de África e Turquia (Font Quer,, 1999; 

Zuzarte et al.; 2010). Esta espécie é a mais resistente de todas as espécies do género 

Lavandula, distinguindo-se por aguentar os frios intensos dos climas continentais e 

crescer em altitudes até aos 1500 m (Gonzáles, 2016; Font Quer, 1999). 

A L. pedunculata é conhecida em Portugal por rosmaninho, arçã, rosmaninho 

maior ou lavanda. O tipo biológico da espécie varia entre caméfito (menos de 30cm 

de altura) e nanofanerófito  com um porte até cerca de 170 cm. Trata-se de uma planta 

lenhosa, com folhas verde-acinzentado-tomentosas, inteiras e de margens revolutas; 

as flores estão organizadas em inflorescências do tipo espiga que têm um pedúnculo 

de cerca de mais de duas vezes o comprimento da inflorescência (Morales, 2010). As 

espigas compactas são maiores do que as de uma lavanda comum (Lavandula 

angustifolia Mill.) e têm uma forma ovóide ou subcilíndrica, com 1 a 6 brácteas 

superiores, oblongas de cor violácea a pálido-lilacíneas ou, mais raramente, de cor 

branca, como se pode observar na Figura 2 (Franco, 1984). 
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Figura 1 - Lavandula pedunculata (Mill.) Cav.. Fonte: thegardencentregroup.co.uk 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2 - Pormenor de brácteas oblongas de inflorescência de L. pedunculata 

M.Porto (2017). Flora-On: Flora de Portugal Interativa, Sociedade Portuguesa de Botânica. 

http://www.flora-on.pt/#wLavandula+pedunculata+subsp.+pedunculata. 
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A designação botânica actual corresponde a Lavandula pedunculata (Mill.) 

Cav., no entanto esta espécie pode também ser identificada por diversas sinonímias, 

tais como: Lavandula eliasii Sennen, Lavandula pedunculata subsp. pedunculata, 

Lavandula stoechas subsp. pedunculata (Mill.) Samp. ex Rozeira, e Stoechas 

pedunculata Mill. (The Plant List). 

Esta designação pode incluir ainda os seguintes taxa infraespecíficos: : 

Lavandula pedunculata subsp. atlantica (Braun-Blanq.) Romo, Lavandula 

pedunculata subsp. cariensis (Boiss.) Upson & S.Andrews, Lavandula pedunculata 

subsp. lusitanica (Chaytor) Franco e Lavandula pedunculata subsp. sampaiana 

(Rozeira) Franco (The Plant List). 

 

 

  

http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-109060
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-251898
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-251898
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-109061
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-109061
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-109063
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-109063
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1.2. Propriedades bioativas de Lavandula pedunculata (Mill.) Cav 

1.2.1. A bioatividade de metabolitos secundários 

A elevada preocupação do consumidor em praticar, cada vez mais, uma 

alimentação saudável, faz com que os alimentos ricos em metabolitos bioativos 

estejam diariamente presentes na dieta (Dias et al., 2016). A fruta, os legumes e  

outros alimentos de origem vegetal são extremamente ricos em compostos bioativos 

disponíveis em formas livres ou conjugados solúveis (Acosta-Estrada et al., 2014). 

Estes compostos biológicos podem ser divididos em 2 grandes grupos: 

metabolitos primários e metabolitos secundários. Os metabolitos primários - hidratos 

de carbono, aminoácidos, lípidos e ácidos nucleicos - são responsáveis pelo 

desenvolvimento e crescimento dos organismos. Por outro lado, os metabolitos 

secundários são um grupo de compostos que, embora não sejam essenciais, conferem 

às plantas capacidade para sobreviver e ultrapassar diversos obstáculos (i.e. factores 

climáticos adversos, herbivoria), e permite-lhes interagir com o que as rodeia e 

adaptar-se (Lobo & Lourenço, 2007). A produção de metabolitos secundários 

diferentes, em espécies também diferentes, está principalmente associada à evolução 

seletiva e à necessidade particular de cada indivíduo e espécie.  

A maioria dos compostos bioativos presentes nas plantas são efetivamente 

produzidos como metabolitos secundários. Todos os seres vivos processam estes 

metabolitos para sobreviver e subsistir (Azmir et al., 2013). São muitas vezes 

produzidos como resposta às alterações do meio envolvente; a mesma espécie de 

planta, crescendo em locais distintos poderá ter diferentes concentrações dos 

compostos, ou até mesmo, diferentes compostos na sua constituição (Santos et al., 

2016). 

Entre os vários metabolitos secundários, alguns têm efeitos nos sistemas 

biológicos e são, por isso, considerados bioativos, tendo efeitos farmacológicos ou 

tóxicos em humanos e animais (Azmir et al., 2013; Lobo & Lourenço, 2007). 

Os compostos bioativos são moléculas que exercem um efeito benéfico nos 

organismos vivos, tecidos ou células. Estes estão presentes numa vasta variedade de 

alimentos (frutas, legumes, plantas silvestres, entre outros), e a sua ingestão 

proporciona a melhoria do funcionamento do organismo, no que concerne à 

prevenção e/ou tratamento de várias doenças (Komes et al., 2011). São vários os 
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compostos com potencial bioativo presentes nas plantas, tais como vitaminas, 

carotenoides (licopeno, β-caroteno e xantofilas) e polifenóis (Komes et al., 2011). 

Pelo facto dos compostos fenólicos fazerem parte de um conjunto de plantas e 

atuarem beneficamente no metabolismo humano, torna-se relevante a sua análise, 

bem como o seu efeito e interação terapêutica, nomeadamente em doenças humanas 

(Barbosa-Pereira et al., 2014). 

Os compostos fenólicos são uma grande classe de metabolitos secundários que 

têm como base um grupo hidroxilo ligado diretamente a um grupo hidrocarboneto 

aromático (sendo o mais simples denominado de fenol). Estes compostos são 

classificados como fenóis simples ou polifenóis, dependendo do número de unidades 

de fenol que têm na sua molécula e são sintetizados como resposta a pressões 

ecológicas, como radiação UV, ataques de agentes patogénicos e insetos ou feridas 

(Dias et al., 2016). Caracterizam-se, também, por serem um grupo muito heterogéneo 

de uma grande variedade de compostos, como ácidos fenólicos, cumarinas, 

flavonóides, estilbenos, taninos hidrolisáveis e condensados, lignanas e lenhina (Costa 

et al., 2013a,b; Port et al., 2013). 

Os flavonóides são um dos grupos mais abundantes dentro dos compostos 

fenólicos, e encontram-se principalmente acumulados na epiderme de folhas e na pele 

de frutos, estando envolvidos na proteção contra os raios UV, na pigmentação dos 

frutos, na resistência contra doenças e indução da fixação de azoto (Carocho & 

Ferreira, 2013b). 

O principal mecanismo de ação destes compostos passa pela sua capacidade de 

captar espécies reativas de oxigénio e de quelar iões metálicos, dispondo assim, de 

uma distinta ação antioxidante (Port et al., 2013). 

São várias as vias metabólicas envolvidas na biossíntese de compostos 

fenólicos, no entanto, a via metabólica mais relevante é a do ácido xiquímico e por 

isso a formação do xiquimato é um passo crucial na formação destes compostos 

(Figura 3). Esta via é igualmente responsável pela formação de aminoácidos que, 

consequentemente, vão dar origem a proteínas essenciais à formação de tecidos nas 

plantas, competindo diretamente com a formação de compostos fenólicos (Costa et 

al., 2013b). 
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Figura 3 - Via biossintética de compostos fenólicos (Lobo & Lourenço, 2007) 

 

Ao longo dos anos, os compostos fenólicos têm sido largamente estudados em 

vários alimentos, nomeadamente em plantas, devido às suas capacidades terapêuticas 

em patologias relacionadas com o sistema nervoso e gastrointestinal (Costa et al., 

2013a). 
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1.2.2. O caso particular da espécie L. pedunculata 

O facto de muitas espécies de lavanda produzirem moléculas bioativas confere-

lhes propriedades antimicrobianas, antioxidantes e anticolinesterases. A sua atividade 

antioxidante relaciona-se com a proteção eficiente das células contra o stresse 

oxidativo, atuando como captadores de radicais livres, agentes redutores ou dadores 

de protões (Costa et al., 2013a; Zuzarte et al., 2009). Tendo em conta estas 

características, a espécie L. pedunculata tem sido utilizada popularmente como agente 

terapêutico com ação anti-séptica, para limpeza de feridas, recorrendo a lavagem das 

mesmas com extratos aquosos (infusões) deste material vegetal (Font Quer, 1999). 

Tendo em conta estudos anteriores, foram vários os compostos fenólicos 

detetados na espécie de L. pedunculata, como se encontra esquematizado na Tabela 

1, nomeadamente o ácido 4-O-cafeoilquínico, o ácido 5-O-cafeoilquínico, o ácido 

rosmarínico, a luteolina e a apigenina (Costa et al., 2013b). 

 

 

Tabela 1. Compostos bioativos de L. pedunculata descritos em trabalhos anteriores 

Classe de 

compostos 

Compostos  

bioativos 
Referências 

Ácidos 

Fenólicos 

 

Ácido 4-O-cafeoilquínico, 

Ácido 5-O-Cafeoilquínico, 

Ácido rosmarínico 

Costa et al., 2013b 

Ácido rosmarínico Pereira et al., 2015 

Ácido rosmarínico, 

Ácido 6-hidroxicafeico 
Pedersen, 2000 

Flavonóides 
Luteolina, 

Apigenina 
Costa et al., 2013b 

Fonte: Costa et al., 2013b 

 

Os ácidos cafeoiquínicos detetados são habitualmente encontrados num vasto 

conjunto de plantas e pertencem à família dos ácidos clorogénicos. Em L. 

pedunculata têm sido identificados o ácido 4-O-cafeoilquínico (cuja denominação 

comum é ácido criptoclorogénico), representado na Figura 4, e o ácido 5-O-
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cafeoilquínico (comumente designado de ácido clorogénico), representado na Figura 

5. Estes dois compostos apresentam atividade microbiana, antioxidante, antitumoral e 

anti-histamínica, o que os torna interessantes para aplicação em diversos sectores 

industriais - farmacêutico, alimentar e cosmético (Bajko et al., 2016; Forino et al., 

2015; Miyamae et al., 2011). 

 

 

Figura 4 - Estrutura química do ácido 4-O-cafeoilquínico 

 

 

 

Figura 5 - Estrutura química do ácido 5-O-cafeoilquínico 

 

Outro dos compostos comumente identificado nesta espécie é o ácido 

rosmarínico (Figura 6). Este, para além de possuir propriedades antioxidantes e 

analgésicas, também demonstrou forte atividade anti-inflamatória em ratos, sendo por 

isso um potencial candidato a tratamentos de dores neuropáticas e diferentes 

distúrbios neurológicos associados à inflamação (Adomako-Bonsu et al., 2017; 

Nicolai et al., 2016; Rahbardar et al., 2017). 
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Figura 6 - Estrutura química do ácido rosmarínico 

A luteolina representa outro dos fenóis geralmente identificados nesta espécie 

(Figura 7). É uma flavona presente em muitas frutas e vegetais, que possui potencial 

antioxidante demonstrado, tanto em modelos in vitro como in vivo. As suas 

propriedades antioxidantes, anti-irritantes e anti-inflamatórias, quimiopreventivas e 

quimeoterapêuticas permite-lhe atuar na prevenção e/ou combate de algumas doenças, 

nomeadamente a nível cancerígeno (Kasala et al., 2016). Tendo em conta os estudos 

realizados, este composto pode ser utilizado em suplementos alimentares para o 

tratamento ou prevenção da degeneração macular relacionada com a idade (doença 

caracterizada por inflamação prolongada e excesso de stresse oxidativo) (Hytty et al., 

2017). A luteolina possui, ainda, atividade antiviral contra o vírus da encefalite 

japonesa (Género Flavivirus, família Flaviviridae transmitido pela picada de insectos) 

(Fan et al., 2016). 

 

 

Figura 7 - Estrutura química da luteolina 

 

 

A apigenina, representada na Figura 8, é também um composto frequentemente 

detetado, apresentando atividade antitumoral, especialmente como quimiopreventivo 
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e grande potenciador da atividade quimioterapêutica do 5- fluorouracilo para o 

tratamento de cancro de mama em ratos (Gaballah et al, 2017). A apigenina para além 

do seu potencial antioxidante tem, também, a capacidade de induzir apoptose em 

linhas celulares tumorais de próstata, resistentes às terapêuticas convencionais (Ganai, 

2017; Telange et al., 2016).  

 

 

Figura 8 - Estrutura química da apigenina 

 

A espécie L. pedunculata tem também vindo a ser estudada de forma a 

caracterizar não só os seus compostos biológicos mas também as suas bioatividades, 

que se encontram esquematizadas na Figura 9. 

 

 

 

Figura 9 - Propriedades bioativas dos compostos fenólicos presentes na espécie L. pedunculata  
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Num estudo realizado por Ferreira et al. (2006) foram analisados extratos 

polares (água: etanol) de L. pedunculata que demonstraram uma capacidade 

antioxidante apreciável. De acordo com estes autores, a planta é utilizada, na 

medicina tradicional, na forma de infusão das inflorescências , administrada por via 

oral para tratamentos de ansiedade, insónias, anorexia, tosse e bronquites.  

Costa et al. (2013a) avaliaram também o potencial antioxidante de L. 

pedunculata e demonstraram que esta espécie é uma fonte de compostos naturais 

capazes de prevenir doenças neurodegenerativas. A atividade antioxidante foi também 

confirmada por Pereira et al. (2015), que testaram extratos aquosos e metanólicos e 

concluíram que esta capacidade antioxidante parece correlacionar-se com o alto teor 

em polifenóis totais e flavonóides dos extratos. Esta espécie mostrou, não só potencial 

antioxidante e antibacteriano, mas também ausência de citotoxicidade. Assim, pelo 

facto destes extratos não apresentarem efeitos tóxicos ou diminuírem a viabilidade 

celular, o seu uso em formulações cosméticas não apresenta qualquer risco para a 

saúde humana, sendo, por isso, ideais para serem utilizados em cremes ou outros 

produtos anti-envelhecimento e para tratamentos cutâneos. 

 

1.3. Mecanismos de ação dos compostos bioativos 

1.3.1. Ação antioxidante 

 

Uma vez que os antioxidantes naturais provenientes de plantas podem atuar 

através de vários mecanismos, torna-se importante estudá-los em pormenor e perceber 

a sua relação com diferentes bioatividades (Komes et al., 2011). 

Uma grande parte dos antioxidantes são ácidos fenólicos e flavonóides, que 

exibem poder antioxidante, mas também anti-tumoral, anti-inflamatório, antiviral, 

entre outros (Komes et al., 2011). Estes compostos são capazes de remover espécies 

reactivas de oxigénio formadas nas células e, por isso, proteger o organismo de 

doenças (Bajpai et al., 2015). 

Os radicais livres são produzidos durante o funcionamento normal do 

organismo, nomeadamente no metabolismo celular, em particular das mitocôndrias, 

mas também podem ser influenciados por processos inflamatórios, fagocitose, 

atividade de xantina oxidases, peroxissomas, exercício físico, entre outros. Existem 
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também fatores externos ao organismo como o tabaco, a poluição ambiental, a 

radiação, fármacos, pesticidas, solventes industriais e ozono, que ajudam a promover 

a produção de radicais livres (Prasad et al., 2017). Tanto os fatores endógenos como 

exógenos estão esquematizados na Figura 10.  

Embora o oxigénio seja essencial à vida, as suas espécies reativas têm efeitos 

nefastos no nosso organismo. Ainda que o corpo humano tenha formas de defesa 

contra estes ataques, várias substâncias com efeitos antioxidantes têm vindo a ser 

estudadas, cada vez mais aprofundadamente, no sentido de encontrar fontes exógenas 

que auxiliem as defesas endógenas do organismo (Carocho & Ferreira, 2013a). 

 

 

 

Fatores que influenciam a 

formação de ROS 

 

Endógenos 

Metabolismo 
celular 

Processos 
inflamatórios 

Fagocitose 

Exercicio 
físico 

Xantina 
oxidases 

Exógenos 

Tabaco 

Poluição 
ambiental 

Radiação 

Fármacos 

Pesticidas 

Solventes 
industriais 

Ozono 



Introdução 

32 

 

Figura 10 - Fatores endógenos e exógenos que influenciam a produção de ROS no organismo (Barros 

et al., 2016)  
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O equilíbrio entre a produção e a neutralização destas espécies reactivas de 

oxigénio (ROS) pelos antioxidantes é bastante delicado, e se esse equilíbrio tender 

para o excesso de produção de ROS, a célula começa a sofrer consequências do 

stresse oxidativo (Akhtar et al., 2017). 

Para além das ROS existem também espécies reactivas de azoto (RNS) e de 

enxofre (RSS) e os principais alvos destes radicais livres são proteínas, moléculas de 

DNA e RNA, açúcares e lípidos. Estima-se que cada célula humana seja alvo de ROS, 

em média, 150 vezes durante a sua vida, induzindo stresse oxidativo, que tem sido 

associado a doenças como cancro, doenças cardiovasculares, distúrbios neurológicos, 

hipertensão, problemas de fígado, inflamação, Diabetes mellitus, obesidade, autismo, 

Alzheimer, Parkinson, úlceras gástricas, entre outras (Carocho & Ferreira, 2013a). 

Os antioxidantes são substâncias que retardam, previnem ou removem danos 

oxidativos, tendo também a capacidade de captar ROS, atuando indiretamente na 

regulação das defesas antioxidantes ou inibindo a produção de radicais livres 

(Miranda-Vizuete & Veal, 2017). Com a evolução humana, as defesas endógenas do 

nosso corpo contra os radicais livres, melhoraram gradualmente, permitindo manter 

um balanço entre estes e o stresse oxidativo e, embora tenhamos essas defesas, 

podemos ainda complementá-las pela inclusão de compostos bioativos na dieta 

através dos alimentos ou de suplementos alimentares (Carocho & Ferreira, 2013b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 - Bioatividades de diferentes compostos (Kasala et al., 2016, Miyamae et al., 2011) 
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A ingestão de antioxidantes pode controlar significativamente a severidade de 

doenças crónicas, providenciando uma relação próxima entre a captação de radicais 

livres e o envolvimento das respostas endócrinas, como se encontra representado na 

Figura 11. Assim, a importância da inclusão de antioxidantes na dieta para a 

prevenção de doenças crónicas e uma melhoria da saúde geral tem sido grande alvo 

de pesquisa nas últimas décadas (Bajpai et al., 2015). 

 

1.3.2. Acão antimicrobiana 

 

A presença de compostos fenólicos em plantas está, também, associada a 

atividade antimicrobiana. De acordo com alguns autores, este potencial 

antimicrobiano está relacionado com o alto teor em flavonóides e taninos 

condensados, presentes em algumas espécies (Belhadj et al., 2016). 

A atividade antimicrobiana já foi estudada numa grande variedade de plantas, 

que demostraram ser portadoras de compostos fenólicos eficazes contra 

microrganismos patogénicos como Candida spp., Salmonella spp. e Staphylococcus 

spp.. A utilização de antibióticos para controlar estes microrganismos pode 

desencadear respostas negativas no organismo humano nomeadamente 

hipersensibilidade, imunossupressão, reações alérgicas, má absorção de 

medicamentos e aumento de resistência a patógenos como Staphylococcus e 

Enterococci (Ghimire et al., 2017). Por essa razão, a aplicação de antimicrobianos 

naturais para utilização como conservantes, especialmente na indústria alimentar, tem 

vindo a receber cada vez mais atenção devido à crescente preocupação dos 

consumidores em consumir produtos mais naturais (Cetin-Karaca et al., 2015). 

Os antifúngicos e antibióticos têm sido medicamentos largamente prescritos nas 

últimas décadas e o seu extenso uso, devido a infeções recorrentes, tem levado ao 

aparecimento de microrganismos multirresistentes aos antibióticos e antifúngicos 

convencionais. O desenvolvimento de antibióticos é um tema bastante estudado mas, 

com o seu uso indiscriminado sem se saber exatamente qual o agente infeccioso, não 

só em humanos mas também em animais, têm aparecido cada vez mais 

microorganismos com mutações que os tornam resistentes aos medicamentos 

anteriores. Novos medicamentos sintéticos têm vindo a ser eficazes contra a maioria 

destas infeções, mas o problema dos seus efeitos secundários e toxicidade mantêm-se, 

pois não atacam apenas os microorganismos responsáveis pela infeção mas também a 
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flora saudável dos intestinos, provocando por vezes várias complicações (Martins et 

al., 2014) 

À medida que se foram verificando estes problemas, o interesse global nas 

propriedades antimicrobianas dos compostos fenólicos tem vindo a aumentar, dando-

lhes um reconhecimento acrescido, visto que apesar de serem eficazes, não possuem 

efeitos secundários ou toxicidade quando utilizados corretamente. Estas moléculas 

bioativas apresentam um amplo espectro clinico graças às suas reações de sinergia, 

antagonismo e polivalência, que permitem o desaparecimento ou/e neutralização dos 

seus possíveis efeitos secundários e toxicidade (Martins et al., 2015). 

 

1.3.3. Ação anti-tumoral 

 

Tem-se observado um aumento significativo da prevalência de doenças crónicas 

a nível mundial, conduzindo, consequentemente, ao aumento dos custos de cuidados 

de saúde. Tal facto provoca um interesse acrescido entre os investigadores e o público 

em geral para alimentos com múltiplos benefícios para a saúde, incluindo a 

diminuição do risco de cancro e auxílio no seu tratamento (Kaefer & Milner, 2008). 

Hoje em dia, mais de 60% dos fármacos que intervêm no tratamento do cancro 

provêm de compostos naturais ou derivados dos mesmos, tornando estes compostos 

bioativos, cada vez mais interessantes para a indústria farmacêutica (Martins et al., 

2015). Tendo em conta estudos anteriores, está comprovado que os extratos de plantas 

podem apresentar efeitos antitumorais em linhas celulares, sendo os compostos 

fenólicos (que englobam cerca de 8000 estruturas diferentes no reino das plantas) 

muitas vezes responsáveis por estas propriedades (Carocho & Ferreira, 2013a). 

Até à data, centenas de compostos têm sido identificados como potenciais 

inibidores de doenças oncológicas e também químiopreventivos, vários dos quais são 

ingredientes ativos em ervas e especiarias, bem como frutos e outros vegetais (Kaefer 

& Milner, 2008). 

Os polifenóis são uma das principais classes de compostos orgânicos resultantes 

do metabolismo secundário de plantas, com importantes propriedades comprovadas 

tanto in vitro como in vivo, tendo sido identificada capacidade de inibição de 

crescimento de vários tipos de células tumorais (como por exemplo de linhas 

celulares de cancro da próstata, fígado, mama, cervical e pulmão) e também a 

capacidade de apoptose das mesmas (Bernal et al., 2011; Carocho & Ferreira, 2013a). 
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1.3.4. Absorção e metabolismo 

 

São várias as vias de absorção de compostos bioativos no trato gastrointestinal, 

sendo que microrganismos, enzimas e até transportadores de glucose estão envolvidos 

no seu transporte. As ligações fenólicas são parcialmente destruídas no lúmen 

gastrointestinal, de forma a potencializar a absorção e metabolização e extrair o 

máximo de benefícios (Acosta-Estrada et al., 2014). 

Uma das formas de metabolização ocorre graças à microflora existente no 

cólon, onde se dá a fermentação enzimática devido à libertação das enzimas esterase e 

xilanase (Acosta-Estrada, et al., 2014). Existem compostos bioativos insolúveis, cujas 

ligações sobrevivem à digestão no estômago e no intestino e alcançam o cólon, já que 

as paredes celulares fibrosas são de difícil digestão. Deste modo, alguns fenóis 

simples conseguem ainda ser transportados através da parede intestinal como 

glicósidos por transportadores de açúcar (Acosta-Estrada, et al., 2014). 

O consumo de compostos livres ou com ligações fortes vai permitir obter 

diferentes benefícios para a saúde. Por exemplo, a ingestão de formas com ligações 

fortes tem uma ação protetora contra cancro no cólon, uma vez que são mais 

dificilmente absorvidos e se mantêm por mais tempo nesta zona (Acosta-Estrada, et 

al., 2014). 

 

1.4. Deteção e determinação de moléculas bioativas 
 

Nas últimas décadas, tem sido crescente o interesse em compostos bioativos o 

que conduziu a diversos estudos, nomeadamente no âmbito da sua caracterização. É 

de máxima relevância analisar o seu comportamento, mas também, determinar as 

relações entre as moléculas encontradas, a sua estrutura química e as atividades que 

desempenham (Barros et al., 2009). 

Ao longo dos últimos anos, várias técnicas de análise de moléculas bioativas 

têm sido desenvolvidas em diferentes matrizes, a fim de analisar as suas atividades, 

tanto em alimentos, como em sistemas biológicos. A espectroscopia, eletroquímica e 

a quimioluminescência são algumas das técnicas que permitem avaliar a atividade 

antioxidante, conferida por diferentes compostos, presentes nas matrizes vegetais. 

Contudo, estas não permitem identificar exatamente qual a molécula individual 

responsável por este potencial (Carocho & Ferreira, 2013b). 
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Para tal, e com o propósito de corresponder de forma completa aos objetivos 

dos estudos, outras técnicas de determinação de moléculas individuais têm vindo a ser 

otimizadas. A técnica de deteção mais comum consiste na Cromatografia Líquida de 

Alta Eficiência (HPLC) acoplada a diferentes dispositivos de deteção como o MS 

(espectroscopia de massa), DAD (detetor de foto díodos), UV-Vis (ultravioleta – 

visível) e fluorescência (Gouveia-Figueira & Castilho, 2015). 

A deteção por HPLC consiste numa técnica versátil e amplamente utilizada 

para a separação de compostos. Na maioria dos casos, a separação é efetuada em fase 

reversa (colunas C18), utilizando um sistema de solvente binário, que abrange um 

solvente polar aquoso e um solvente orgânico menos polar. Para tal, são, 

frequentemente, utilizados acetonitrilo e metanol (Barros et al., 2009; Zhang et al., 

2013; Oroian & Escriche, 2015). 

A determinação e avaliação dos compostos é, usualmente, feita através de 

métodos clássicos de deteção UV-Vis a um ou vários comprimentos de onda. No 

entanto, outros métodos como MS, RMN (espectroscopia de ressonância magnética 

nuclear), fluorometria ou eletroquímica podem ser utilizados, dependendo das 

propriedades químicas das moléculas alvo e também dos objetivos da análise (Barros 

et al., 2009). 

Relativamente à espectroscopia de ultravioleta-visível (UV-Vis) consiste na 

absorção ou reflexão na região do espectro ultravioleta e visível, significando isto que 

a luz utilizada é nos comprimentos de onda visíveis e adjacentes. A absorção ou 

reflexão no intervalo do visível altera a cor dos compostos envolvidos. Nesta região 

do espectro eletromagnético, os átomos e moléculas sofrem várias transições 

eletrónicas. Um espectrofotómetro de UV-Vis pode ser utilizado como detetor de 

HPLC. A presença dos analítos vai originar uma resposta proporcional à concentração 

dos mesmos na amostra. Para resultados precisos, a resposta do instrumento ao analíto 

na amostra desconhecida deve ser comparada com a resposta de um padrão (Ciu et al., 

2014). O uso desta tecnologia é, muitas vezes, associada a um sistema de HPLC em 

que é utilizado um sistema de deteção de díodos (DAD), onde uma lâmpada de 

tungsténio emite luz visível enquanto uma lâmpada de deutério emite, para além da 

luz visível, luz ultravioleta. O feixe de luz policromática divide-se em diferentes 

comprimentos de onda e a intensidade de cada um é medida por uma matriz ou foto 

díodo. Este método permite medir simultaneamente todos os comprimentos de onda 

disponíveis, e os espectros podem ser obtidos para múltiplos comprimentos de onda 
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ao mesmo tempo por diferentes matrizes de díodos. Cada substância pode depois ser 

identificada pelo seu espectro, o que torna o DAD uma técnica altamente seletiva (Ciu 

et al., 2014). Deste modo, a deteção UV-Vis ou deteção de díodos (DAD) são, 

normalmente, utilizadas com o objetivo de determinar carotenóides e compostos 

fenólicos, respetivamente (Barros et al., 2009; Zhang et al., 2013; Oroian e Escriche, 

2015). 

A espectrometria de massas (MS) é uma poderosa técnica analítica utilizada 

para identificar compostos desconhecidos de uma amostra ou ainda para elucidar a 

estrutura e propriedades químicas de diferentes moléculas. O processo completo 

envolve a conversão da amostra em iões gasosos, com ou sem fragmentação, que são 

posteriormente caracterizados com base na sua relação massa/carga e abundâncias 

relativas. Assim, esta técnica estuda o efeito de energia ionizante em moléculas 

(Atkins & Jones, 2010). De outro modo, a técnica de ressonância magnética nuclear 

(RMN) permite detetar núcleos atómicos e permite, também, saber em que ambiente é 

que estes se encontram dentro da molécula. A amostra do composto é dissolvida em 

solvente apropriado (como Clorofórmio Deuterado (CDCl3) ou Água Deuterada 

(D2O)) e colocada num campo magnético forte. Todos os núcleos com spin ficam 

com diferentes níveis de energia e o número de diferentes níveis de energia depende 

dos valores de spin, sendo que para 1H e 13C, numa amostra de RMN, existem dois 

níveis de energia. A amostra é irradiada com curtas pulsações de radiofrequências que 

perturbam o equilíbrio entre os dois níveis de energia: alguns núcleos absorvem a 

energia e são promovidos para níveis de energia superiores, sendo que, 

posteriormente a energia devolvida é detetada quando os núcleos voltam ao seu 

estado de energia mais baixo, usando um recetor de ondas rádio (Clayden et al., 

2001). Após a análise da amostra, os resultados são observados num gráfico de 

intensidade (nº de absorções) por frequência. No entanto, na observação de um 

espectro de RMN a escala não surge em unidades de campo magnético, mas sim em 

ppm (partes por milhão) para ser possível comparar diferentes espectros de máquinas 

com campos magnéticos distintos e em diferentes ambientes. Dessa forma, os sinais 

são marcados de acordo com a sua distância a uma amostra de referência. O composto 

mais frequentemente utilizado como referência é o TMS (Tetrametilsilano, 0 ppm), 

que é mais eletropositivo que o carbono e, por isso, a sua frequência de ressonância é 

inferior à da maioria dos compostos orgânicos não ficando no meio do espectro 

(Clayden et al., 2001). 
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Na técnica de fluorometria é utilizado um espectrofluorómetro. Este consiste 

num aparelho que aproveita as propriedades fluorescentes de alguns compostos de 

forma a providenciar informação relativa à concentração e ambiente químico da 

amostra. Este método é utilizado em particular para análises que necessitam de alta 

sensibilidade e seletividade, especialmente quando o analíto não absorve luz 

ultravioleta. A fluorescência é vastamente utilizada em campos alimentares, 

ambientais e farmacêuticos, especialmente com amostras contendo altos níveis de 

impurezas (Scott, 1986). 

A deteção de HPLC-fluorescência tem um importante número de benefícios, 

como alta sensibilidade, alta seletividade e reprodutibilidade. Com a capacidade de 

identificar e quantificar compostos alvo em concentrações muito baixas, tornando-se 

um ótimo complemento para a cromatografia líquida em aplicações que requeiram 

análises eficientes e fidedignas (Scott, 1986). 

Outra das técnicas é o LC-MS (cromatografia liquida acoplada a 

espectrometria de massa), que atualmente se tornou numa técnica amplamente 

utilizada para a identificação de moléculas provenientes de matrizes naturais, tais 

como vários compostos fenólicos, nomeadamente antocianinas, proantocianidinas, 

flavonoides e ácidos fenólicos (Bursal et al., 2013; Flamini, 2003). Esta tecnologia 

envolve o uso de um aparelho de HPLC, que separa inicialmente os vários 

componentes individuais de uma mistura, sendo estes de seguida ionizados e 

separados com base no seu índice a massa/carga elétrica num aparelho de MS. Os iões 

separados, são depois direcionados, para um detetor para que possam ser 

posteriormente quantificados e identificados. As principais vantagens desta técnica 

consistem na sua sensibilidade, especificidade e precisão pois a análise é feita a nível 

molecular (Pitt, 2009). 
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Figura 12 – Técnicas utilizadas para a deteção, quantificação e elucidação de moléculas bioativas (Pereira, 2016). 
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1.5. Objetivos 
 

 O presente trabalho tem como objetivo avaliar a bioatividade de diferentes 

amostras de Lavandula pedunculata (Mill.) Cav., cultivadas no Banco Português de 

Germoplasma (BPGV) a partir de sementes recolhidas em exemplares silvestres, de 

populações naturais de diferentes regiões de Portugal, e conservadas ex-situ no 

BPGV. 

Pretendeu-se ainda estabelecer uma eventual relação entre a composição 

fenólica e a proveniência das diferentes populações/amostras.  

 

Para tal o estudo desenvolveu-se de acordo com as seguintes etapas: 

i) Confirmação da identificação botânica de treze amostras de L. pedunculata 

multiplicadas pelo BPGV.  

ii) Determinação de compostos fenólicos presentes nas espécies silvestres, por 

cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) acoplada a um detetor de arranjo de 

díodos (DAD) e a um espetrómetro de massa (MS). 

iii) Avaliação de diferentes propriedades bioativas: 

 Potencial antioxidante por diferentes ensaios in vitro: atividade captadora 

de radicais livres (ensaio DPPH- 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo), poder 

redutor (ensaios Ferricianeto/azul da Prússia e Folin Ciocalteu), e inibição 

da peroxidação lipídica (ensaio β-caroteno/linoleato e TBARS- espécies 

reativas do ácido tiobarbitúrico- em homogeneizados cerebrais). 

 Potencial citotóxico em linhas celulares tumorais humanas (carcinoma 

hepatocelular - HepG2, cervical - HeLa, pulmão - NCI-H460  e mama - 

MCF-7) e em culturas primárias de células de fígado de porco (não 

tumorais- PLP2), pelo método da sulforrodamina B (SRB). 

 Atividade antimicrobiana: atividade antibacteriana avaliada pelo método de 

microdiluição com o corante INT (cloreto de iodonitrotetrazólio) e 

atividade antifúngica pelo método de diluições sucessivas.  

 Atividade anti-inflamatória em células macrófagas RAW 264.7 de rato. 
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Figura 13 – Esquematização do plano de trabalho 
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2. Material e Métodos 
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2.1. Amostras 
 

 

O material de L. pedunculata ensaiado corresponde à inflorescência e a cerca 

de 10 cm do respetivo pedúnculo, medidos desde o ponto de inserção na espiga, em 

direção à base da planta. 

Este material vegetal foi cedido pelo Banco Português de Germoplasma 

(BPGV) e resultou de ensaios de multiplicação e regeneração de 13 acessos (amostras 

de semente) de L. pedunculata conservadas no BPGV. 

Os acessos estudados são originários de várias regiões de Portugal (ver Tabela 

2) e a sua recolha corresponde ao resultado de missões de colheita de germoplasma 

silvestre levadas a cabo pelo BPGV.  

No âmbito destas missões, as sementes de L. pedunculata foram colhidas, 

limpas e mantidas por técnicas de conservação ex-situ nas instalações do BPGV.  

Em 2013, as sementes destes acessos foram multiplicadas e regeneradas nos 

campos do BPGV, localizados na Quinta de S. José , Merelim, Braga.  

A instalação e o acompanhamento do ensaio de campo incluiu as seguintes 

etapas e tratamentos:  

 Sementeira a 17 de abril de 2013; 

 Transplante para local definitivo a 9 de outubro de 2013; 

 Rega gota a gota, duas vezes por semana, entre junho e setembro; 

 Recurso a soluções de agricultura biológica, como sabão e óleo de 

chorume de urtigas, como fertilizante natural e para a proteção sanitária 

das plantas; 

 Recolha de material para extração de óleos essenciais no primeiro ano 

do ensaio de campo, corte das inflorescências e pedúnculos, realizado 

no período de floração, em maio de 2014; 

 Recolha do material para análise química e bioatividade no segundo ano 

do ensaio de campo, corte das inflorescências e pedúnculos, executado  

no estádio de floração, a 21 de abril de 2015. 

Apesar das amostras ensaiadas terem diferentes proveniências, a circunstância 

de terem sido cultivadas sob as mesmas condições edafo-climáticas nas parcelas do 

BPGV permite eliminar este potencial fator de variação da sua composição química. 
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Realizada a confirmação botânica das treze amostras de L. pedunculata, o 

material correspondente a cada uma das amostras (inflorescências e pedúnculos de 

cada um dos treze acessos) foi liofilizado (FreeZone 4.5, Labconco, Kansas City, 

MO, EUA), reduzido a um pó fino (20 mesh) e misturado para obter uma amostra 

homogénea. 

 

Tabela 2. Informação geográfica acerca das amostras de L. pedunculata estudadas.  

 

Amostras 

 

Número de Acesso 

BPGV 

Origem 
Dados do Site 

Altitude (m)  

1 10378 Marvão. Portalegre 333 

2 09845 Évora 198 

3 09838 Vila Viçosa. Évora 420  

4 11290 Bragança 810 

5 10372 Arronches. Portalegre 375  

6 10400 Portalegre 375 

7 10418 Nisa. Portalegre 291 

8 10387 Ponte de Sôr. Portalegre 175 

9 10391 Évora 155 

10 10412 
Castelo de Vide. 

Portalegre 358 

11 10369 Elvas. Portalegre 267 

12 10379 
Castelo de Vide. 

Portalegre 353 

13 11308 Bragança 667 

 

Mais informação em Lopes & Barata (2017); Acessos de dados de passaporte documentados 

estão disponíveis no banco de dados Grin-Global (http://bpgv.iniav.pt). 
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2.2. Padrões e Reagentes 
 

Atividade antioxidante: o padrão trolox (ácido 6-hydroxi-2,5,7,8-

tetrametilchroman-2-carboxílico), β-caroteno e ácido linoleico foram adquiridos na 

empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). De outro modo, o 2,2-difenil-1-

picrilidrazil (DPPH) foi obtido na empresa Alfa Aesar (Ward Hill, MAs, USA) e o 

Tween 80 na empresa Panreac (Barcelona, Espanha). Todos os outros solventes e 

reagentes foram comprados a revendedores científicos. 

  

Análise citotóxica: O sérum fetal de bovino (FBS), a L-glutamina, a solução 

salina de Hank´s (HBSS), a trypsina-EDTA (ácido etilenediaminatetraacético), a 

solução de penicilina/streptomicina (100 U/mL e 100 mg/mL), o RPMI-1640 (meio 

Roswell Park Memorial Institute) e o meio DMEM (meio de cultura para células 

animais (Dulbecco Modified Eagle)) forma adquiridos na empresa Hyclone (Logan, 

UT, USA). O ácido acético, ácido fórmico, elipticina, sulforodamina B (SRB), azul 

de trypan, ácido tricloroacético (TCA) e Tris foram fornecidos pela Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO, USA). A água foi tratada através de um sistema de purificação Milli-

Q (TGI Pure Water Systems, Greenville, SC, USA).  

 

Compostos fenólicos: O solvente acetonitrilo 99,9% de grau HPLC foi 

fornecidos pela Fisher Scientific (Lisboa, Portugal). Os padrões dos compostos 

fenólicos (apigenina-6-C-glucósido, ácido caféico, ácido clorogénico, hesperetina, 

luteolina-7-O-glucosído, naringenina, quercetina-3-O-rutinósido e ácido rosmarínico) 

foram adquiridos na Extrasyntheses (Genay Cedex, França). 

 

Atividade anti-inflamatória: As células RAW 264.7 foram compradas à 

ECACC (“European Collection of Animal Cell Culture”) (Salisbury, UK) e o  

DMEM à Hyclone (Logan, Utah, USA). O Griess Reagent System Kit foi adquirido 

da Promega (Madison, WI, USA).  

 

Atividade antimicrobiana: Mueller-Hinton agar (MH) e o malte agar (MA) 

foram obtidos no Institute of Immunology and Virology, Torlak (Belgrade, Serbia). 
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2.3. Avaliação do potencial bioativo 
 

2.3.1. Preparação dos extratos 

2.3.1.1. Extrato hidroetanólico 

 

Os extratos foram obtidos a partir do material vegetal seco. Adicionou-se 30 

mL de uma solução EtOH/H2O (80:20, v/v) a 1g de amostra e colocou-se a macerar 

durante 1 hora. Em seguida o sobrenadante foi filtrado utilizando papel Whatman 

Nº4, e o resíduo da planta foi re-extraído adicionando, novamente, 30 mL de 

EtOH/H2O (80:20, v/v). A fração etanólica do extrato foi evaporada a 40 °C (rotary 

evaporator Büchi R-210, Flawil, Switzerland), ficando a fração aquosa que 

posteriormente foi liofilizada (FreeZone 4.5, Labconco, Kansas City, MO, USA). O 

extrato liofilizado foi redissolvido numa concentração de 10 mg/mL em EtOH/H2O 

(80:20, v/v) para os ensaios de atividade antioxidante (secção 2.3.2), e determinação 

do perfil fenólico (secção 2.3.6) e em água destilada numa concentração de 8 mg/mL 

para a avaliação do potencial citotóxico (secção 2.3.3), anti-inflamatório (secção 

2.3.4), antimicrobiano (secção 2.3.5). 

 

2.3.1.2. Extrato aquoso 

 

Os extratos aquosos foram obtidos a partir de infusões. Estas foram 

preparadas a partir do material vegetal seco. A 2 g de amostra, foram adicionados 200 

mL de água a 100 °C, ficando em repouso durante 5 minutos. Posteriormente foram 

filtradas, congeladas e liofilizadas. O extrato obtido foi redissolvido em água 

destilada com uma concentração de 10 mg/mL para os ensaios de atividade 

antioxidante, antimicrobiana,  e determinação do perfil fenólico, e de 8 mg/mL para 

os ensaios de citotoxicidade e atividade anti-inflamatória. 

 

 

2.3.2. Avaliação da atividade antioxidante 

 

2.3.2.1. Avaliação da atividade captadora de radicais DPPH 

 

Para esta técnica foram utilizadas microplacas de 96 poços, nas quais foram 

colocados em cada poço soluções de extrato aquoso ou hidroetanólico (30 μL) de L. 
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pedunculata com diferentes concentrações e adicionada a solução metanólica de 

DPPH (6 x 10
-5

 mol/L; 270 μL). As placas foram deixadas em repouso durante 60 

minutos ao abrigo da luz, de forma a estabilizar os valores de absorvância, sendo que 

a redução do radical DPPH é avaliada pela medição da absorvância a 515 nm num 

leitor de microplacas (Bio-Tek ELX800). 

A atividade captadora de radicais livres (RSA) foi calculada usando a equação:  

% RSA = [(ADPPH-AS) / ADPPH] x 100, 

 

onde AS é a absorvância da solução na presença de extrato numa determinada 

concentração e ADPPH é a absorvância da solução de DPPH. A concentração de 

extrato correspondente a 50% de atividade captadora de radicais (EC50) foi calculada 

a partir da representação gráfica da percentagem de RSA em função da concentração 

do extrato. O padrão utilizado neste ensaio laboratorial foi o Trolox (Barros et al., 

2010). 

 

 

Fundamento teórico:  

O DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazilo) é um radical de azoto estável, que se 

encontra disponível comercialmente, apresentando uma cor púrpura intensa e reage 

com compostos que tenham a capacidade de doar um átomo de hidrogénio. Este 

método baseia-se na captação do DPPH
•
 através da adição de uma espécie ou um 

radical antioxidante que vai descolorar a solução de DPPH (Antolovich et al., 2002; 

Amarowicz et al., 2004). Ocorre, então, a formação da correspondente hidrazina 

(Figura 14) que apresenta uma cor amarela pálida, e a absorvância a 517 nm vai 

diminuir. A atividade captadora de radicais (RSA) é então calculada como 

percentagem da descoloração da solução de DPPH. 
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Figura 14 – Formação da hidrazina de cor amarela pálido 

 

2.3.2.2. Avaliação do poder redutor 

 

Neste ensaio foi utilizado o leitor de microplacas anteriormente descrito. O 

ensaio foi efetuado em placas de 48 poços. Foram colocadas diferentes concentrações 

de extrato (hidroetanólico ou aquoso) (0,5 mL), tampão fosfato de sódio (200 mmol/l; 

pH 6,6; 0,5 mL) e ferricianeto de potássio (1% w/v; 0,5 mL) em eppendorfs que 

foram incubados a 50 °C durante 20 min, adicionando em seguida ácido 

tricloroacético (10% w/v; 0,5 mL). A solução (0,8 mL) foi então colocada em 

microplacas, onde foi, ainda, adicionada água desionizada (0,8 mL) e cloreto de ferro 

(0,1% w/v; 0,16 mL). Seguidamente a absorvância foi medida a 690 nm. 

A concentração de extrato que fornece 0,5 de absorvância (EC50 - 50% do valor 

máximo de absorvância no qual se aplica a Lei de Lambert-Beer) foi calculada a 

partir da representação gráfica da absorvância a 690 nm em função da concentração 

do extrato. Foi usado o Trolox como padrão (Barros et al., 2010). 

 

 

Fundamento teórico: 

Este ensaio permite medir a capacidade dos antioxidantes para reduzir o 

complexo Fe(III)/ferricianeto [FeCl3/K3Fe(CN)6] à forma ferrosa Fe(II) (Berker, 

2007). Assim, dependendo do poder redutor dos compostos, a cor amarela da solução 

do ensaio modifica-se para diferentes tons de verde ou azul, e pode ser medida 

espectrofotometricamente, a 690 nm. 
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A química dos ensaios baseados no ferro pode ser resumida pelas seguintes 

equações: 

 

 
 

 

 

2.3.2.3. Avaliação da inibição da descoloração do β-caroteno 

 

Preparou-se inicialmente uma solução de β-caroteno (2 mg) em clorofórmio (10 

mL), pipetando-se, posteriormente, 2 mL desta solução para um balão de fundo 

redondo. Após a evaporação de clorofórmio a 40 °C no evaporador rotativo, 

adicionou-se emulsificante Tween 80 (400 mg), ácido linoleico (40 mg) e água 

destilada (100 mL), e agitou-se vigorosamente. 

 

Foram colocados 4,8 mL da solução preparada anteriormente em tubos de 

ensaio contendo as soluções de diferentes concentrações de extrato (0,2 mL) e fez-se 

a leitura em espectrofotómetro (Specord 250, AnalytikJena). Em seguida os tubos 

foram encubados a 50 °C, com agitação de 50 rpm, durante 2 horas. Após duas horas 

os tubos foram retirados do banho e voltou a ser medida a absorvância.  

A inibição da descoloração do β-caroteno foi calculada utilizando a seguinte 

equação:  

 

Inibição da descoloração do β caroteno =  
𝐶𝑜𝑛𝑡𝑒ú𝑑𝑜 𝑑𝑒 β caroteno 𝑎𝑝ó𝑠 2ℎ 

𝐶𝑜𝑛𝑡𝑒ú𝑑𝑜 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 𝑑𝑒 β caroteno 
 × 100 

 

A concentração de extrato que origina 50% de atividade antioxidante (EC50) foi 

calculada por interpolação a partir do gráfico de percentagem da inibição da 

descoloração do β-caroteno em função da concentração de extrato. O padrão utilizado 

foi o Trolox (Barros et al., 2010). 
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Fundamento teórico:  

O ensaio de descoloração do β-caroteno é baseado em medidas 

espectrofotométricas da descoloração (oxidação) do β-caroteno e avalia a atividade 

de inibição de radicais livres que são gerados durante a peroxidação do ácido 

linoleico; a absorvância é medida a 470 nm. O mecanismo de reação envolve a 

descoloração dos carotenóides através da oxidação induzida pelo calor. Essa 

descoloração pode ser inibida ou diminuída pela adição de antioxidantes contidos na 

amostra (Amarowicz et al., 2004; Kaur et al., 2006): 

 

β-caroteno-H (laranja) + ROO•                         β-caroteno• (descolorado) + ROOH 

 

β-caroteno-H (laranja) + ROO• + AH                 β-caroteno-H (laranja) + ROOH + A• 

 

2.3.2.4. Inibição da peroxidação lipídica (TBARS) 

 

Para a realização desta metodologia foi utilizada uma porção de cérebro de 

porco, à qual foi adicionado tampão tris-HCl (20mM, pH=7,4), homogeneizado e 

centrifugado (10 min; 3500 g).  

 Aos extratos de diferentes concentrações, contido nos tubos de ensaio (200 

μL), foram adicionados 100 μL de ácido ascórbico, 100 μL de sulfato de ferro e 100 

μL de sobrenadante da suspensão de cérebro.  

Os tubos foram colocados num banho a 37 °C durante 1 hora, ao fim da qual 

foram adicionados 500 μL de ácido tricloroacético (28%) e 380 μL de ácido 

tiobarbitúrico (2%).  

Seguidamente, os tubos foram encubados a 80 °C, durante 20 minutos, após os 

quais foram centrifugados e medida a absorvância do sobrenadante a 532 nm (Barros 

et al., 2010). 

 

 

Fundamento teórico:  

A peroxidação lipídica pode ser determinada através da reação entre os 

produtos de oxidação e o ácido tiobarbitúrico (TBA) produzindo compostos de cor 
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rosa, normalmente denominados como espécies reativas do ácido tiobarbitúrico 

(TBARS). 

Um dos produtos utilizados mais frequentemente como biomarcador de 

peroxidações lipídicas é o malodialdeído (MDA) que quando se associa com o TBA 

na presença de H
+
 formam um complexo MDA-TBA, que apresenta uma tonalidade 

rosa. Nesta metodologia, a oxidação de uma preparação rica em lípidos, é induzida 

pela adição de um ião metálico (ferro ou cobre) e a extensão da reação com o TBA é 

determinada pela capacidade que os antioxidantes presentes na amostra têm de parar 

o processo de oxidação, inibindo assim a formação do complexo de coloração rosa, 

representado na Figura 15 (Gutteridge, 1995; Ng et al., 2000; Kaur & Geetha, 2006). 

 

 

Figura 15 – Formação do Complexo MDA-TBA 

 

2.3.3. Avaliação da atividade antitumoral 

 

O efeito dos extratos no crescimento de linhas celulares tumorais humanas foi 

avaliado através do ensaio da Sulfarodamina B (SRB), a fim de determinar a inibição 

do crescimento celular. Para tal foram utilizadas 4 linhas celulares tumorais: MCF-7 

(carcinoma da mama), NCI-H460 (carcinoma de pulmão), HeLa (carcinoma  

cervical) e HepG2 (carcinoma hepatocelular). 

As células foram mantidas como culturas aderentes em meio RPMI-1640 

contendo 10% heat-inactivated FBS (MCF-7 e NCI-H460) ou em DMEM 

suplementado com 10% FBS, 2 mM glutamina, 100 U/mL penicilina e 100 µg/mL 

streptomicina (células HeLa e HepG2), a 37 °C numa incubadora com ar 

humidificado e 5% CO2. 

Cada linha celular foi preparada à densidade apropriada (1.0×10
4
 células/poço) 

em placas de 96 poços e deixadas a aderir durante 24h. Após esse tempo as células 

foram testadas por 48h com várias concentrações dos extratos.  
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A seguir a este período de incubação, as células aderentes foram fixadas 

adicionando ácido tricloroacético 10% frio (TCA, 100 μL) e deixadas a repousar 

durante 60 min a 4 ºC. As placas foram depois lavadas com água desionizada e secas. 

A cada poço foram adicionados 100 μL da solução SRB (0.1% em 1% de ácido 

acético) e as placas foram deixadas a incubar à temperatura ambiente, por 30 min. A 

SRB em excesso foi removida lavando as placas com ácido acético 1% e foram 

deixadas a secar ao ar. Depois a SRB ligada foi solubilizada com 10 mM Tris (200 

μL) e a absorvância foi medida a 540 nm num leitor de microplacas (Biotek Elx800). 

As curvas de dose-resposta foram obtidas para cada extrato e linha celular 

testadas. Foi também calculado o valor de GI50 que corresponde à concentração de 

extrato que inibe 50% do crescimento celular (Vichai & Kirtikara, 2006; Abreu et al., 

2011). Como controlo positivo foi utilizada a Elipticina.  

 

Para as células não tumorais foi preparada uma cultura celular, a partir de 

fígado de porco obtido no matadouro local, que foi designada de PLP2. O tecido de 

fígado foi lavado com Hank's balanced salt solution contendo 100 U/mL de 

penicilina, 100 μg/mL de streptomicina e dividido em 3 explantes  de 1×1 mm. 

Alguns destes explantes foram colocados em frascos de tecido de 25 cm
2
, com 

meio DMEM suplementado com sérum fetal de bovino 10%, 2mM de aminoácidos 

não essenciais e 100U/mL de penicilina, 100 µg/mL de estreptomicina e incubados a 

37 ºC com atmosfera humidificada e 5% de CO2. O meio foi trocado a cada 2 dias. 

O cultivo das células foi continuado com monotorização direta a cada 2 ou 3 

dias utilizando um microscópio de contraste de fases. 

Posteriormente foi feita uma subcultura de células e estas foram colocadas em 

placas de 96 poços com a densidade de 1.0 x10
4 

células/poço e cultivadas em meio 

DMEM com FBS 10%, 100 U/mL de penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina 

(Abreu et al., 2011). 

 

2.3.4. Avaliação da atividade anti-inflamatória 

 

As células macrófagas RAW 264.7 de rato foram usadas para avaliar a 

atividade anti-inflamatória de acordo com o procedimento de Jabeur et al. (2016). 

Foram feitas cultura de células em meio DMEM, suplementado com 10% de soro 
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bovino inativado por calor e L-glutamina, a 37 °C com 5% de CO2, em ar 

humidificado.  

As células com crescimento ativo foram soltas com um raspador de células, a 

densidade experimental das células foi estabelecida a 5 × 10
5
 células/mL e a 

proporção de células mortas foi inferior a 1%, de acordo com o teste de exclusão de 

Azul de Trypan. Seguidamente, as células foram distribuídas numa placa de 96 poços 

(150000 células/poço) e deixadas a aderir à microplaca durante a noite.  

Posteriormente, as células foram tratadas com diferentes concentrações do 

extrato de L. pedunculata durante 1 hora, seguido de estimulações com 

lipopolisacáridos (LPS) (1 μg/mL) ao longo de 18 horas. Foram preparados controlos 

sem a adição de LPS de forma a observar se estes induziam alterações nos níveis 

basais de óxido nítrico (NO).  

A presença de óxido nítrico foi determinada utilizando um Kit de Reagentes 

Griess (Promega) que contem sulfanilamida, hidrocloreto de N-(1-naftil) 

etilenodiamina (NED) e soluções nitradas. O sobrenadante das células (100 μL) foi 

transferido para a placa e misturado com sulfanilamida e solução NED, 5 a 10 

minutos cada, à temperatura ambiente. O óxido nítrico produzido foi determinado 

medindo a absorvância a 540 nm (leitor de microplacas ELX800 Biotek) e 

comparado com a curva de calibração (Jabeur et al., 2016). 

 

 

2.3.5. Avaliação da atividade antimicrobiana 

 

2.3.5.1. Avaliação da atividade antibacteriana 

 

Para a avaliação da atividade antibacteriana foi seguida a metodologia 

previamente descrita por Carocho et al. (2014). As bactérias Gran-negativas testadas 

foram Enterobacter cloacae (ATCC 35030), Salmonella typhimurium (ATCC 

13311), Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853), Escherichia coli (ATCC –

American type culture collection,  35210); as bactérias Gran-positivas testadas foram 

estirpes de Listeria monocytogenes (NCTC- National collection of type cultures) 

7973), Micrococcus flavus (ATCC 10240), Bacillus cereus (clinical isolate) and 

Staphylococcus aureus (ATCC 6538). A Concentração Mínima Inibitória (MIC) e 

Concentração Mínima Bactericida (MBC) foram determinadas utilizando o método 
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da microdiluição (Espinel-Ingroff, 2001). Para este ensaio utilizaram-se placas de 96 

poços. As culturas de bactérias foram ajustadas através do espectrofotómetro ficando 

com uma concentração de 1×10
5
 CFU/mL, correspondendo a uma suspensão 

bacteriana determinada num espectrofotómetro a 625 nm. As diluições de inóculos 

foram cultivadas em meio sólido para verificar a ausência de contaminação e 

verificar a validade do inóculo. As diferentes diluições de solventes do extrato 

hidroetanólico e infusões foram pipetadas nos poços contendo 100 μL de caldo de 

soja tríptico (TSB) e, posteriormente, foram adicionados 10 μL de inóculo a todos os 

poços. As microplacas foram incubadas durante 24 h a 37 °C. A MIC das amostras 

foi detetada após a adição de 40 μL de cloreto de iodonitrotetrazólio (INT) (0.2 

mg/mL) e incubação a 37°C durante 30 min. A menor concentração que produziu 

uma inibição significativa (cerca de 50%) do crescimento da bactéria, em 

comparação com o controlo positivo, foi identificada como a MIC. As concentrações 

mínimas inibitórias (MIC’s) obtidas a partir do teste de suscetibilidade de várias 

bactérias ao extrato testado foram determinados também por um teste de viabilidade 

microbiana colorimétrica com base na redução de uma cor INT e comparado com 

controlo positivo para cada cepa bacteriana (CSLI, 2006; Tsukatani et al., 2012). 

MBC foi determinado por sub-cultivo em série de 10 μL em microplacas contendo 

100 μL de TSB. A menor concentração que não mostra crescimento após essa 

subcultura foi lida como o MBC. Os compostos padrão, nomeadamente a 

estreptomicina e a ampicilina, foram utilizadas como controlos positivos. 5% DMSO 

(dimetilsulfóxido) foi usado como controlo negativo. 

 

2.3.5.2. Avaliação da atividade antifúngica 

 

Para avaliação da atividade antifúngica foi utilizado o procedimento descrito 

por Carocho et al. (2014), utilizando os seguintes microfungos: Aspergillus 

ochraceus (ATCC 12066), Aspergillus versicolor (ATCC 11730), Aspergillus niger 

(ATCC 6275), Aspergillus fumigatus (ATCC 1022), Trichoderma viride (IAM- 

Culture Collection, Center for Cellular and Molecular Research, Institute of 

Molecular and Cellular Biosciences, Universidade de Tokyo, Japão), Penicillium 

funiculosum (ATCC 36839), P. ochrochloron (ATCC 9112) and P. 

verrucosum var. cyclopium (isolados de alimentos). A Concentração Mínima 

Inibitória (MIC) e Concentração Mínima Fungicida (MFC) foram determinadas 
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utilizando o método da microdiluição. Os micromicetos foram mantidos em agar de 

malte (MA) e as culturas foram armazenadas a 4 °C e subcultivadas uma vez por 

mês. Os esporos fúngicos foram lavados à superfície a partir de placas de agar com 

uma solução salina estéril de 0,85% contendo 0,1% Tween 80 (v/v). A suspensão de 

esporos foi ajustada com uma solução salina estéril a uma concentração de, 

aproximadamente, 1.0×10
5
 num volume final de 100 μL/por poço. O inóculo foi 

armazenado a 4 °C para uso posterior. As diluições dos inóculos foram cultivadas em 

MA sólido, a fim de verificar a ausência de contaminação e a validade do inóculo. 

A determinação da concentração mínima inibitória (MIC’s) foi executada através do 

uso de uma técnica de diluição em série numa microplaca de 96 poços. O extrato 

investigado foi dissolvido em solução a 5% de DMSO e adicionado a meio de malte 

de caldo com inóculo fúngico. As microplacas foram incubadas durante 72 h a 28 °C. 

As concentrações mais baixas sem crescimento visível (no microscópio binocular) 

foram definidas como MIC. A concentração mínima fungicida (MFCs) foi 

determinada por sub-cultivo em série de 2 μL em placas de microtitulação, contendo 

100 μL de caldo de malte em cada poço e posterior incubação durante 72h a 28 °C. A 

menor concentração sem crescimento visível foi definida como o MFC, indicando 

99,5% de morte do inóculo original. 5% de DMSO foi usado como controlo negativo, 

enquanto que o bionazol e o cetoconazol foram usados como controlos positivos. 

 

2.3.6. Determinação do perfil fenólico 

 

Os extratos redissolvidos como mencionado em 2.3.1.1 e em 2.3.1.2 foram 

seguidamente filtrados através de um filtro descartável LC de 0,22-µm antes da sua 

analise cromatográfica. Em seguida a análise foi feita utilizando um sistema de 

HPLC Dionex Ultimate 3000 UPLC (Thermo Scientific, San Jose, CA, USA) 

equipado com uma bomba quaternária, um injetor automático (a 5 ºC), um 

desgasificador e um compartimento de coluna com termóstato automatizado. A 

deteção dos compostos foi efetuada com detetor de díodos (DAD), usando os 

comprimentos de onda de 280 nm, 330 nm e 370 nm e acoplado a um detetor de 

espectrometria de massa (HPLC-DAD-ESI/MSn).  

A separação cromatográfica foi realizada utilizada uma coluna Waters 

Spherisorb S3 ODS-2 C18 (3 μm, 4.6 mm × 150 mm, Waters, Milford, MA, USA), a 

35 ºC. A fase móvel foi 0,1% de ácido fórmico em água (A) e acetonitrilo (B). O 
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gradiente de eluição foi de 15% B (5 min), 15% B a 20% B (5 min), 20-25% B (10 

min), 25-35% B (10 min), 35-50% B (10 min), e a coluna foi reequilibrada (10 min) 

utilizando um fluxo de 0,5 mL/min. 

A deteção de MS foi feita utilizando uma espectrómetro de massa Ion Trap 

Linear LTQ XL (ThermoFinnigan, San Jose, CA, USA), equipada com uma fonte 

ESI (fonte de ionização electrospray). O gás de arraste utilizado foi azoto (50 psi); o 

sistema trabalhou com uma voltagem de spray de 5 kV, a uma temperatura inicial de 

325 °C e tensão capilar de -20 V. A voltagem do tube lens offset foi mantida a -66 V. 

Os espetros foram gravados em modo de ião negativo entre 100 e 1500 m/z. A 

energia de colisão utilizada foi de 35 (unidades arbitrárias). Os dados foram 

recolhidos e analisados utilizando o programa Xcalibur® (ThermoFinnigan, San Jose, 

CA, USA). 

Os compostos foram identificados através da informação obtida (tempos de 

retenção, e espectros UV-Vis e Massa) por comparação com compostos padrão, 

quando disponíveis, ou utilizando dados repostados na literatura. Para a quantificação 

foram obtidas curvas de calibração de compostos fenólicos padrão (apigenin-6-C-

glucósido, ácido caféico, ácido clorogénico, hesperetina, luteolin-7-O-glucósido, 

naringenina, quercetin-3-O-rutinosído, ácido rosmarínico), e foi baseada nos sinais de 

UV-Vis, utilizando o comprimento de onda máximo de absorção de cada composto 

padrão. Para identificar os compostos sem padrão comercial disponível, a 

quantificação foi executada através da curva de calibração de outros compostos do 

mesmo grupo fenólico. Os resultados foram expressos em mg por g de extrato.  

 

2.4. Análise estatística 
 

 

Para cada um dos acessos foram utilizadas três amostras e todos os ensaios 

foram realizados em triplicado. Os resultados foram expressos em valores médios ± 

desvio padrão (SD). Os resultados foram analisados por análise de variância 

(ANOVA) seguida pelo teste HSD de Tukey com α = 0,05. Este tratamento foi 

realizado utilizando o programa SPSS v. 23. 
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3. Resultados e Discussão 
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3.1. Compostos Fenólicos 
 

Os dados relacionados com a identificação dos compostos fenólicos (tempo de 

retenção, λmax na zona do visível, iões moleculares, principais fragmentos em MS
2
 e 

identificação) obtidos por análise de HPLC-DAD-ESI/MSn de Lavandula 

pedunculata (Mill.) Cav. estão apresentados na Tabela 3.  

Todas as amostras analisadas apresentam um perfil idêntico, como o 

apresentado na Figura 16,  revelando a presença de treze compostos fenólicos 

diferentes, tanto nos extratos hidroetanólicos como nos aquosos, sendo nove destes, 

identificados como ácidos fenólicos (principalmente dímeros, trímeros e tetrâmeros 

do ácido cafeico) e quatro como flavonóides (sobretudo derivados glicosados de 

eriodictiol e luteolina). 

O ácido cafeico (composto 4), a luteolina-7-O-glucoronida (composto 8) e o 

ácido rosmarínico (composto 10) foram identificados por comparação com padrões 

comerciais. O ácido rosmarínico tem sido um dos principais compostos identificados 

noutras espécies de Lavandula (Torras-Claveria et al., 2007; Costa et al. 2013a; Costa 

et al., 2013b; Nunes et al., 2016).  

Os compostos 1 e 2, 3 e 7 foram identificados como hexósidos de ácido cafeico, 

p-cumárico e rosmarínico, com base nos respetivos padrões de fragmentação 

libertados a m/z 179 [ácido cafeico-H]
-
, 163 [ácido cumárico-H]

-
 e 359 [ácido 

rosmarínico-H]
-
 após a perda de um hexósido (-162 mu). Com a exceção do hexósido 

do ácido rosmarínico, os compostos mencionados foram encontrados em Lavandula x 

intermedia Emeric ex Loiseleur (Torras-Claveria et al., 2007). 

O composto 9 ([M-H]
-
 a m/z 719) apresentou um fragmento MS

2
 base com m/z 

359 ([M-2H]
2-

, ácido rosmarínico), que permitiu a sua identificação como ácido 

sigerínico (Barros et al., 2013).  

O composto 11 ([M-H]
-
 a m/z 537) apresentou um espectro de UV e padrão de 

fragmentação semelhante, a um trímero do ácido cafeico, sendo identificado como 

ácido litospérmico A (Chen et al., 2011; Zeng et al., 2006; Barros et al., 2013). Outros 

compostos, com o mesmo peso molecular (por exemplo ácidos salvianólicos H/I), 

foram descartados pois os seus padrões de fragmentação são bastante diferentes (Ruan 

et al., 2012; Zeng et al., 2006).  
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 O composto 13 ([M-H]
-
 a m/z 717) apresentou um padrão de fragmentação com 

sucessivas perdas de unidades de 198 mu (danshensu) ou de 180 mu (ácido cafeico), 

coerentes como ácido salvianólico B (também conhecido como ácido litospérmico B) 

(Zeng et al., 2006; Ruan et al., 2012). Estes tipo de compostos ainda não tinham sido 

descritos previamente em espécies de Lavandula. 

Os restantes compostos correspondem a flavonas glicosiladas. Os fragmentos 

MS
2 

do composto 5 ([M-H]
-
 a m/z 623) revelaram a perda alternativa de resíduos 

hexosil (m/z a 461; -162 u) e glucoronil (m/z a 285; -176 u), indicando a localização 

de cada resíduo em diferentes posições da aglicona. Como não foi possível obter 

nenhuma informação sobre a identidade dos açúcar presentes ou a sua posição na 

aglicona, o composto foi identificado como luteolina-O-hexosil-O-glucurónido. O 

composto 6 ([M-H]
-
 a m/z 463) foi identificado como um derivado de eriodictiol 

devido ao seu espectro de UV-Visível e ao seu padrão de fragmentação MS
2
. Este 

pico revelou a perda de glucoronil (-176 u), sendo por isso identificado como 

eriodictiol-O-glucurónido. O composto 12 ([M-H]
-
 a m/z 623) apresentou uma massa 

42 mu acima do composto 8, sendo por isso atribuído a grupo metilo, sendo 

identificado como luteolina-O-metilglucurónido. Estes três últimos compostos foram 

identificados pela primeira vez em espécies de Lavandula. 

Em estudos realizados por Costa et al. (2013a), utilizando extratos polares 

(hidroetanólicos e etanólicos) de Lavandula pedunculata subsp. lusitanica, foram 

detetados seis compostos fenólicos diferentes (ácido 3-O-cafeoilquínico, ácido 4-O-

cafeoilquínico, 5-O-cafeoilquínico, ácido rosmarínico, luteolina e apigenina), no 

entanto, o único ácido comum encontrado foi o ácido rosmarínico, contudo 

apresentou uma menor concentração comparativamente aos valores apresentados 

neste estudo.  

As diferenças observadas na composição química das distintas amostras podem 

ser eventualmente explicadas pela influência que a origem geográfica influi na 

composição química das plantas, nomeadamente no que se refere ao habitat e 

vegetação dominante, e ao efeito das características químicas do solo e dos fatores do 

clima  (Santos et al., 2016). Contudo, no caso das frequentes variações morfológicas 

também observáveis neste espécime, Morales (2010) confirma que ocorrem em toda a 

área de distribuição, não existindo um padrão geográfico de ocorrência dessa 

variabilidade (Morales, 2010).  
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Para alem disso, e com a exceção de Costa et al. (2013a), não existem mais 

estudos descrevendo a composição fenólica da L. pedunculata (Mill.) Cav.. 

Os ácidos fenólicos representam uma parte significativa do perfil fenólico 

(Tabela 4), salientando o ácido salvianólico B (composto 13) e o ácido rosmarínico 

(composto 10) como os compostos fenólicos maioritários presentes em ambos os tipos 

de extrato. Relativamente aos flavonóides, a luteolina-7-O-glucurónido (composto 8) 

foi o composto maioritariamente presente (Tabela 4). 

Em geral, os extratos aquosos apresentaram maior concentração em compostos 

fenólicos, sendo a amostra 8 (proveniente de Ponte de Sôr, Portalegre) a que revelou 

maior concentração de ácidos fenólicos, flavonóides e compostos fenólicos totais para 

ambos os extratos estudados. 
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Tabela 3. Tempo de retenção (Rt), comprimentos de onda de absorvância máxima na região do visível (max), informação dos espetros de massa e identificação de compostos 

fenólicos em amostras de L. pedunculata. 

 

Pico 
Rt  

(min) 

λmax   

(nm) 

[M-H]
-
  

(m/z) 

MS
2
  

(m/z) 
Identificação Tentativa  

1 5.97 320 341 179(100) Hexósido de ácido cafeico 

2 6.57 320 341 179(100) Hexósido de ácido cafeico 

3 8.65 310 325 163(100) Hexósido de ácido p-coumárico 

4 10.16 320 179 119(100) Ácido cafeico 

5 13.22 332 623 461(27),285(100) Luteolina-O-hexosil-O-glucurónido 

6 16.34 284,330sh 463 287(100) Eriodictiol-O-glucurónido 

7 17.64 320 521 359(100),197(8),179(14),161(3),135(5) Hexósido de ácido rosmarínico 

8 18.68 347 461 285(100) Luteolina-7-O-glucurónido 

9 19.23 283,338sh 719 539(29),521(18),359(100),179(32),161(5),135(5) Ácido sangerínico 

10 22.29 325 359 197(27),179(37),161(100),135(5) Ácido rosmarínico 

11
 

23.19 288,328sh 537 493(18),359(100),313(11),295(5),197(3),179(3) Ácido litospérmico A 

12 24.65 340 475 299(100),284(68) luteolina-O-metilglucurónido 

13 25.75 309,338sh 717 

537(47),519(17),493(40),359(97),339(10),321(8),313(17),295(100),197(7),17

9(27) 

Ácido salvianólico B 
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Figura 16 - Perfil cromatográfico da amostra 3 (Vila Viçosa, Évora) registado a 280 nm 
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Tabela 4. Quantificação de compostos fenólicos (mg/g de extrato, média  SD) em extratos hidroetanólicos e aquosos de L. pedunculata. 

 

nd-não detectado; tr-vestigial. TPA- ácidos fenólicos totais; TF- flavonóides totais; TPC- compostos fenólicos totais; 1
LP

- hexósido de ácido cafeico; 2
LP

 - Hexósido de ácido 

cafeíco; 3
LP

 - hexósido de ácido p-coumárico; 4
LP

 - ácido cafeico; 5
LP

 – luteolina-O-hexosil-O-glucurónido; 6
LP

 – eriodictiol-O-glucurónido; 7
LP

- hexósido de ácido 

rosmarínico; 8
LP

 – luteolina-7-O-glucurónido; 9
LP

 - ácido sangerínico; 10
LP

 - ácido rosmarínico; 11
LP

 - ácido litoespérmico A; 12
LP

 - luteolina-O-metilglucurónido; 13
LP

 - 

ácido salvianólico B. Curvas de calibração padrão: ácido cafeico (𝑦 = 388345𝑥 + 406369, 𝑅² =0,994); ácido p-coumarico (𝑦 = 301950𝑥 + 6966,7, 𝑅²=0,999); apigenina-7-O-

glucósido (𝑦 = 10683𝑥 - 45794, 𝑅²=0,996); hesperetina (𝑦 = 34156𝑥 + 268027, 𝑅²=0,999); e ácido rosmarínico (𝑦 =191291𝑥 – 652903, 𝑅²=0,999). Em cada linha e para cada 

extrato (hidroetanólico ou aquoso) letras diferentes significam diferenças significativas entre as quantidades totais de compostos (p<0,05). 

Compostos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

 
Extratos hidroetanólicos 

1 0,28±0,01f 0,034±0,003k 0,179±0,001i tr 0,210±0,005h 0,23±0,01g 0,11±0,04j 2,44±0,02a 0,37±0,01d 0,44±0,01c 0,277±0,004f 0,59±0,02b 0,33±0,02e 

2 0,18±0,02h 0,079±0,003j 0,31±0,001d 0,120±0,003i 0,22±0,02g 0,295±0,001e 0,24±0,01f 1,87±0,02a 0,40±0,01c 0,31±0,02de 0,22±0,01fg 0,54±0,02b 0,115±0,001i 

3 0,77±0,01f 1,002±0,001d 0,80±0,002f 0,50±0,01h 0,95±0,02e 0,98±0,01de 1,48±0,03a 1,27±0,07b 1,16±0,03c 0,98±0,03de 0,80±0,01f 1,26±0,01b 0,57±0,03g 

4 0,63±0,02i 0,805±0,002f 0,88±0,001d 0,639±0,002hi 1,01±0,02c 0,85±0,02e 1,14±0,02b 1,49±0,03a 1,00±0,04c 0,802±0,001f 0,72±0,03g 1,12±0,04b 0,65±0,02h 

5 2,05±0,03f 2,33±0,03c 2,68±0,01b 1,37±0,01k 1,846±0,001g 1,84±0,01g 1,599±0,004i 1,54±0,01j 2,22±0,01d 2,695±0,003a 2,09±0,01e 2,06±0,01f 1,698±0,003h 

6 0,137±0,003h tr 0,40±0,01c 0,74±0,01b 0,082±0,003i tr 0,060±0,001j 0,782±0,003a tr 0,299±0,005d 0,150±0,003g 0,231±0,004e 0,17±0,01f 

7 1,18±0,01g 1,379±0,001de 1,52±0,01b 0,93±0,02i 1,40±0,05cd 1,355±0,004ef 1,39±0,04cde 1,78±0,06a 1,51±0,09b 1,32±0,01f 1,38±0,05de 1,43±0,03c 1,047±0,002h 

8 13,10±0,01l 19,93±0,02e 21,68±0,03c 22,35±0,06b 12,15±0,02m 17,37±0,02i 18,62±0,01g 20,66±0,01d 19,7±0,1f 15,60±0,02k 17,57±0,01h 16,54±0,02j 24,36±0,04a 

9 1,99±0,01e 2,34±0,05c 2,25±0,04d 2,90±0,01a 1,77±0,08g 1,97±0,01ef 2,38±0,03bc 2,4±0,1b 2,84±0,08a 2,20±0,05d 1,93±0,01f 1,13±0,04i 1,41±0,03h 

10 21,4±0,40j 34,4±0,4e 38,5±0,60b 16,9±0,5k 36,0±0,2c 32,5±0,6f 26,11±0,05h 50,9±0,9a 30,4±0,4g 35,2±0,6d 23,5±0,2i 17,0±0,6k 7,5±0,2l 

11 2,89±0,01k 4,27±0,06f 5,4±0,4c 4,00±0,09gh 3,52±0,08j 3,546±0,002ij 3,69±0,09i 6,4±0,1a 5,15±0,04d 4,4±0,1e 3,95±0,1h 4,1±0,6fg 6,0±0,01b 

12 2,520±0,001i 2,73±0,02h 5,09±0,02a 3,57±0,01c 1,78±0,01k 2,41±0,01j 2,76±0,02g nd 3,14±0,01f 2,41±0,01j 5,06±0,01b 3,41±0,03e 3,52±0,001d 

13 20,2±0,50h 36,8±0,3b 30,9±0,5d 14,89±0,04j 30,27±0,04e 30,9±0,8d 29,8±0,4f 44,3±0,2a 34,1±0,5c 30,6±0,4de 25,9±0,4g 16,7±0,5i 8,7±0,01k 

TPA 50±1h 81±1b 81±2b 40,8±0,4j 75,4±0,3d 72,6±0,2e 66±1f 113±1a 77±1c 76,351±0,003c 59±1g 43,97±0,04i 26,3±0,5k 

TF 17,81±0,01l 25,0±0,01e 29,85±0,03a 28,04±0,04c 15,86±0,03m 21,62±0,01j 23,04±0,01g 22,988±0,002h 25,1±0,1d 21,00±0,02k 24,86±0,01f 22,2±0,1i 29,75±0,02b 

TPC 68±1k 106±1c 111±2b 68,9±0,5i 91,3±0,3g 94,2±0,2f 89±1h 136±1a 102±1d 97,36±0,02e 84±1i 66,17±0,02l 56,1±0,5m 

Extratos Aquosos 

1 1,18±0,06d 0,87±0,04g 1,02±0,02e 0,59±0,02h 1,31±0,01b 1,20±0,06cd 1,23±0,01c 7,9±0,1a 1,19±0,06d 0,91±0,05fg 0,96±0,04f 1,02±0,05e 0,28±0,04i 

2 2,36±0,02h 1,97±0,04j 2,65±0,01f 2,55±0,08g 2,31±0,01hi 3,8±0,1c 3,83±0,03c 5,03±0,07a 2,37±0,05h 2,28±0,05i 4,3±0,01b 3,19±0,03d 3,06±0,08e 

3 3,5±0,1d 3,18±0,03g 3,002±0,002h 1,52±0,06l 3,22±0,02f 3,83±0,02c 4,19±0,06a 4,13±0,03b 2,98±0,04h 3,30±0,03e 2,77±0,08j 2,19±0,09k 2,90±0,05i 

4 3,25±0,006f 3,46±0,08e 2,917±0,004h 2,80±0,03i 3,29±0,04f 3,14±0,08g 3,99±0,08b 3,87±0,05c 3,18±0,04g 2,80±0,04i 2,61±0,05j 3,63±0,01d 4,35±0,04a 

5 6,49±0,02c 6,71±0,02b 8,76±0,01a 3,681±0,003k 5,18±0,04f 5,28±0,01d 4,1±0,10i 4,45±0,02g 3,32±0,02l 3,79±0,01j 4,34±0,01h 2,95±0,03m 5,22±0,03e 

6 12,83±0,04d 9,36±0,02h 8,87±0,03i 16,73±0,04a 8,6±0,1k 10,8±0,1g 11,6±0,10f 12,9±0,1d 8,17±0,02l 12,97±0,04c 13,31±0,05b 8,8±0,1j 12,26±0,02e 

7 2,52±0,01cd 2,41±0,09e 3,33±0,01a 1,6±0,2h 2,45±0,08de 2,26±0,04f 2,38±0,07e 2,83±0,01b 2,61±0,03c 3,3±0,2a 2,16±0,09g 2,74±0,01b 2,11±0,06g 

8 70,81±0,04g 64,31±0,02k 76,4±0,1d 101,5±0,1a 42,12±0,01m 66,8±0,1i 65,9±0,1j 84,1±0,1c 73,56±0,09f 67,35±0,08h 73,8±0,1e 53,6±0,2l 99,43±0,02b 

9 4,4±0,1ef 3,26±0,03i 4,4±0,4ef 6,6±0,1a 3,73±0,03h 4,3±0,5g 4,6±0,1e 5,2±0,1d 6,2±0,5b 5,7±0,4c 3,30±0,01i 4,3±0,30g 5,8±0,3c 

10 290,0±0,4e 293±3d 353,0±0,3b 190±2j 288,6±0,2f 318,0±0,7c 211±1i 550±3a 266,3±0,7g 291±4e 218,4±0,5h 52,2±0,6k 27,1±0,3l 

11 11,5±0,3i 13,9±0,4g 16,37±0,06c 15,1±0,4d 9,8±0,3j 12,2±0,6h 9,63±0,02j 16,8±0,2b 14,83±0,07de 14,7±0,4e 14,14±0,09f 16,9±0,1b 26,2±0,6a 

12 11,25±0,03e 7,75±0,02j 16,08±0,01b 15,1±0,1c 4,45±0,04k 8,54±0,04i 8,9±0,1h nd 10,9±0,1f 8,51±0,02i 19,8±0,1a 9,73±0,02g 13,7±0,1d 

13 381±5d 390±2c 366,7±0,9e 212,9±0,4k 309,9±0,4h 405±3b 279±2j 582±1a 343±2f 340±4g 305,7±0,5i 62,8±0,3l 47,7±0,8m 

TPA 699±5d 712±1c 753,4±0,7b 433±3j 621,6±0,8g 754±3b 519±3i 1177±3a 643±2f 664±9e 554,3±0,1h 148,9±0,6k 119±1l 

TF 101,4±0,2e 88,13±0,05j 110,06±0,01d 137,0±0,2a 60,3±0,1l 91,4±0,1h 90,4±0,2i 101,4±0,2e 96,0±0,2f 92,6±0,1g 111,2±0,1c 75,1±0,3k 130,6±0,2b 

TPC 801±5d 801±1d 863,5±0,7b 570±3j 681,9±0,7g 845±3c 610±3i 1278±3a 739±2f 756±9e 665,6±0,2h 224±1l 250±1k 
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3.2. Atividade Antioxidante e Anti-inflamatória 
 

A atividade antioxidante dos extratos hidroetanólicos e aquosos de L. 

pedunculata foi avaliada utilizando diferentes ensaios in vitro (atividade captadora do 

radical DPPH, poder redutor, inibição da descoloração do β-caroteno e inibição da 

peroxidação lipídica – TBARS) e os resultados encontram-se na Tabela 5. 

Todas as amostras, para ambos os extratos estudados, revelaram potencial 

antioxidante. No geral, não existe uma grande divergência dos valores EC50 entre os 

extratos hidroetanólicos e os aquosos. 

O extrato aquoso da amostra 8 (proveniente de Ponte de Sôr, Portalegre) 

revelou maior potencial na captação de radicais DPPH (EC50 = 0.073 mg/mL), 

enquanto que a infusão da amostra 2 (proveniente de Évora) revelou maior poder 

redutor (EC50 = 0.051 mg/mL). O extrato hidroetanólico e aquoso da amostra 10 

(proveniente de Castelo de Vide) apresentaram os valores mais baixos de EC50 para o 

ensaio de inibição da descoloração do β-caroteno, e também os extratos 

hidroetanólicos das amostras 12 (também oriunda de Castelo de Vide, Portalegre) e 

13 (proveniente de Bragança). Relativamente ao ensaio de TBARS, a infusão da 

amostra 1 (proveniente de Marvão, Portalegre) revelou os resultados mais 

promissores (EC50 = 0.014 mg/mL).  

Estes resultados encontram-se em conformidade com os obtidos por Costa et al. 

(2013a), onde o potencial antioxidante da L. pedunculata foi avaliado através do 

ensaio de TBARS e para a concentração mais elevada testada (5 mg/mL), os extratos 

de infusão, água e água:etanol preveniram a produção de MDA. 

Num estudo realizado por Pereira et al. (2015b), a atividade antioxidante de 

diferentes extratos (n-hexano, diclorometano, acetato de etilo, metanol e água) de L. 

pedunculata foram avaliados através do índice de peroxidação lipídica (%), obtendo 

valores entre 26 a 41%. Para além disso, Ferreira et al., (2006) testaram os extratos 

etanólicos e decocções de L. pedunculata utilizando os ensaios de inibição de β-

caroteno e DPPH, nas quais, as amostras revelaram atividade antioxidante, 

apresentando valores entre 93 e 20 mg/mL, respetivamente. 

Os resultados da atividade anti-inflamatória in vitro também foram avaliados e 

encontram-se representados na Tabela 5. Em geral, os extratos hidroetanólicos 

revelaram um potencial anti-inflamatório mais promissor (com valores de EC50 entre 

124 e 216 μg/mL), e mostrando valores inferiores aos obtidos nos extratos aquosos 
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(valores de EC50 entre 140 e 301 μg/mL). Além disso, várias amostras não 

apresentaram atividade anti-inflamatória, sendo a ausência desta bioatividade mais 

elevada no extrato aquoso. O extrato hidroetanólico da amostra 6 (proveniente de 

Portalegre) apresentou o maior potencial anti-inflamatório, enquanto que o extrato 

aquoso da amostra 8 (oriunda de Ponte de Sôr, Portalegre) revelou a maior eficiência. 

Algieri et al. (2016), estudaram a atividade anti-inflamatória de extratos 

hidroetanólicos de L. stoechas, que exibiram uma inibição significativa do edema em 

patas de rato induzido por carragenina. Deste modo, os extratos hidroetanólicos 

podem ser também considerados uma boa fonte de moléculas com propriedades anti-

inflamatórias. 
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Tabela 5. Atividade Antioxidante e anti inflamatória de extratos hidroetanólicos e aquosos de L. pedunculata  (média  SD). 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

Extratos Hidroetanólicos 

Atividade antioxidante (Valores EC50, mg/mL) 

Atividade captadora 

de radicais DPPH  

0,14± 

0,01ef 

0,139± 

0,003ef 

0,139± 

0,002ef 

0,21± 

0,01b 

0,137± 

0,003f 

0,139± 

0,001f 

0,150± 

0,002d 

0,087± 

0,002g 

0,150± 

0,002d 

0,15± 

0,01de 

0,181± 

0,002c 

0,14± 

0,01ef 

0,26± 

0,01a 

Poder Redutor  
0,110± 

0,001f 

0,098± 

0,001g 

0,118± 

0,001e 

0,149± 

0,002b 

0,097± 

0,002g 

0,107± 

0,002f 

0,129± 

0,001d 

0,072± 

0,001h 

0,067± 

0,001i 

0,13± 

0,01c 

0,133± 

0,003cd 

0,133± 

0,001cd 

0,22± 

0,01a 

Inibição da 
descoloração do β-

caroteno 

1,01± 

0,09d 

0,82± 

0,03e 

1,06± 

0,06d 

0,51± 

0,08f 

1,18± 

0,04c 

1,58± 

0,08b 

0,54± 

0,04f 

1,83± 

0,2a 

0,37± 

0,02g 

0,25± 

0,01h 

0,19± 

0,02h 

0,223± 

0,003h 

0,21± 

0,01h 

Inibição de TBARS  
0,028± 
0,001g 

0,017± 
0,001i 

0,026± 
0,001h 

0,035± 
0,001e 

0,04± 
0,01d 

0,06± 
0,01a 

0,04± 
0,01c 

0,03± 
0,01h 

0,04± 
0,01d 

0,048± 
0,002b 

0,062± 
0,004a 

0,03± 
0,01gh 

0,03± 
0,01f 

Potencial Anti-inflamatório (Valores EC50, µg/mL) 

Produção de Óxido 

Nítrico (NO)  

190± 

3c 

198± 

5b 

190± 

6c 
> 400 > 400 

124± 

8f 
> 400 > 400 > 400 

216± 

12a 

171± 

3d 

162± 

4e 
> 400 

Extratos Aquosos 

Atividade antioxidante (Valores EC50, mg/mL) 

Atividade captadora 

de radicais DPPH  

0,109± 

0,004f 

0,099± 

0,002g 

0,099± 

0,001g 

0,07± 

0,01i 

0,099± 

0,002g 

0,115± 

0,001e 

0,125± 

0,002d 

0,073± 

0,001h 

0,098± 

0,003g 

0,115± 

0,002e 

0,133± 

0,01c 

0,14± 

0,01b 

0,191± 

0,002a 

Poder Redutor  
0,101± 

0,002f 

0,051± 

0,002i 

0,113± 

0,004e 

0,137± 

0,005b 

0,099± 

0,003f 

0,093± 

0,004g 

0,111± 

0,003e 

0,073± 

0,002h 

0,110± 

0,002e 

0,125± 

0,004cd 

0,12± 

0,01d 

0,13± 

0,01c 

0,167± 

0,001a 

Inibição da 
descoloração do β-

caroteno 

0,27± 

0,01f 

0,25± 

0,01fg 

0,27± 

0,01f 

0,39± 

0,01d 

0,47± 

0,01b 

0,47± 

0,02b 

0,42± 

0,02c 

0,39± 

0,02d 

0,45± 

0,01b 

0,24± 

0,01g 

0,305± 

0,004e 

0,39± 

0,03d 

0,53± 

0,02a 

Inibição de TBARS  
0,014± 
0,001i 

0,02± 
0,01de 

0,016± 
0,001h 

0,029± 
0,001c 

0,02± 
0,01fg 

0,022± 
0,001f 

0,02± 
0,01g 

0,02± 
0,01g 

0,021± 
0,001g 

0,04± 
0,01a 

0,025± 
0,01d 

0,02± 
0,01e 

0,036± 
0,001b 

Potencial Anti-inflamatório (Valores EC50, µg/mL) 

Produção de Óxido 

Nítrico (NO)  
> 400 > 400 > 400 301±7a 237±7b > 400 205±7c 140±5d > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 

* EC50: Concentração de extrato correspondendo a 50% de atividade antioxidante ou 0,5 da absorvância no ensaio do poder redutor. Trolox (control positivo) Valores EC50: 

41 µg/mL (poder redutor), 42 µg/mL (atividade captadora de radicais DPPH), 18 µg/mL (inibição da descoloração do β-caroteno) e 23 µg/mL (inibição de TBARS). 

Atividade anti-inflamatória está expressa em valores de EC50 correspondentes a 50% da inibição da produção de NO (Oxido nítrico) em comparação com o controlo negativo 

(100% de produção de NO). Dexametasona (controlo positivo) Valores de EC50: 16 µg/mL. Em cada linha letras diferentes representam diferenças significativas (p < 0,05). 
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3.3. Citotoxicidade 
 

Na Tabela 6 encontram-se os resultados obtidos relativamente ao efeito dos 

extratos aquosos (preparados a partir de infusões) e hidroetanólicos (EtOH/H2O, 

80:20) de L. pedunculata na inibição do crescimento de quatro linhas celulares 

tumorais (MCF-7, NCI-H460, HeLa e HepG2). Neste estudo, foi evidente a atividade 

citotóxica de L. pedunculata em todas as linhas tumorais testadas. 

Comparando os dois tipos de extratos, o extrato aquoso demostrou maior 

potencial anti-proliferativo num maior número de amostras estudadas e em mais 

linhas celulares. No entanto, foi o extrato hidroetanólico que, no geral, demonstrou 

maior potencial citotóxico, isto é, menor valor de GI50.  

O extrato hidroetanólico da amostra 6 (proveniente de Portalegre) apresentou o 

melhor potencial citotóxico nas linhas celulares MCF-7 (com valores entre 53 e 236 

μg/mL) e HepG2 (com valores entre 34 e 212 μg/mL). Por outro lado, a amostra 12 

(proveniente de Castelo de Vide, Portalegre) apresentou uma capacidade anti-

proliferativa mais elevada na linha celular NCI-H460 (valores GI50 = 119 μg/mL); e a 

amostra 10 (também proveniente de Castelo de Vide, Portalegre) tem um valor de 

GI50 menor na linha celular HeLa (62 μg/mL). Por sua vez, o extrato aquoso da 

amostra 9 (proveniente de Évora) revelou um melhor potencial citotóxico em linhas 

celulares MCF-7 e HepG2, com valores de 150 e 118 μg/mL, respetivamente. Em 

geral, na linha celular NCI-H460, os valores variaram entre 374 e 113 μg/mL, 

destacando-se a amostra 4 (proveniente de Bragança) com a atividade anti-

proliferativa mais elevada. No entanto, para a linha celular HeLa, a amostra 12 

(proveniente de Castelo de Vide, Portalegre) apresentou os valores de GI50 mais 

baixos (82 μg/mL), ou seja, melhor potencial anti-proliferativo. 

Considerando a cultura de células PLP2, as amostras testadas não apresentaram 

toxicidade (GI50 > 400 μg/mL), com a exceção do extrato hidroetanólico da amostra 

12 (proveniente de Castelo de Vide, Portalegre), e os extratos aquosos das amostras 7 

(proveniente de Nisa, Portalegre), 8 (proveniente de Ponte de Sôr, Portalegre) e 9 (de 

Évora). No entanto, as concentrações observadas eram superiores às obtidas para a 

inibição das linhas celulares tumorais.  

Apesar de todas as amostras pertencerem à mesma espécie, é frequente ocorrer 

a heterogeneidade de resultados observada. As características da área geográfica de 

recolha das sementes pode influenciar diretamente a composição química das plantas, 
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devido a fatores bióticos e abióticos (Santos et al., 2016).  Visto que neste estudo, as 

sementes são provenientes de diferentes áreas geográficas de Portugal, a origem pode 

ser um dos fatores importantes a considerar para explicar as oscilações observadas no 

potencial bioativo das amostras estudadas. 

Até à data, existem poucos estudos citotóxicos utilizando esta espécie, contudo 

os resultados descritos na literatura revelam um potencial citotóxico menor do que o 

obtido neste estudo. De acordo com Pereira et al. (2015), os resultados obtidos com 

extratos metanólicos de L. pedunculata sugerem que para concentrações até 15 µg/mL 

e num período de incubação de 24 horas, não foram observados quaisquer efeitos 

citotóxicos relevantes. Tang et al. (2017) testou cinco linhas celulares tumorais 

humanas (NB4, A549, SHSY5Y, PC3 e MCF-7) utilizando extratos metanólicos de L. 

angustifolia e estes apresentaram uma baixa atividade inibitória em todas as linhas 

celulares testadas (valores de IC50 entre 2,2 e 8,2 mM). 
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Tabela 6. Propriedades Citotóxicas de extratos hidroetanólicos e aquosos de L. pedunculata (média  SD). 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

Extratos hidroetanólicos 

Linhas celulares tumorais (Valores GI50, µg/mL) 
MCF-7 

(carcinoma 
mamário) 

61±2f 57±3fg 58±2fg 115±9c 82±8d 53±5g 70±2e 61±4f 60±4f 53±3g 61±3f 236±8a 212±1b 

NCI-H460 

(carcinoma 
pulmonar) 

285±22bc 275±22c 277±10c > 400 > 400 340±21a > 400 > 400 > 400 > 400 297±6b 119±7e 241±23d 

HeLa (carcinoma 

cervical) 
70±5de 65,0±0,2fgh 69±2def 200±14c 216±7b 66,2±0,2efgh 67±2efgh 63,3±0,1gh 73,1±0,3d 62,2±0,6h 65±2fgh 68±3efg 222±6a 

HepG2 

(carcinoma 

hepatocellular) 
82±4e 67±1f 94±6d 144±10c 191±16b 34±3g 212±19a 67±10f 100±3d 62±5f 65±1f 203±14a 204±4a 

Células não tumorais (Valores GI50, µg/mL) 

PLP2 > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 291±11 > 400 
Extratos aquosos 

Linhas celulares tumorais (Valores GI50, µg/mL) 
MCF-7 

(carcinoma 
mamário) 

> 400 270±14c 267±2c 287±8b 267,7±0,3c 222±14e 223±6e 185±16g 150±9h 290±12b 256,2±0,6d 270±14f 342±14a 

NCI-H460 

(carcinoma 
pulmonar) 

329±15c 256±5e 334±15c 113±9i 142±12h 226±14f 188±12g 183±11g 258±14e 245±13e 349±5b 293±12d 374±7a 

HeLa (carcinoma 

cervical) 
> 400 > 400 310,2±0,4b 

343,92±0,01
a 

253±23d 262±14d 199±12f 159±16g 286±4c 195±11f 224±11e 82±14h 298±17bc 

HepG2 

(carcinoma 

hepatocelular) 
315±6a 254±14c 251±14c 293±10b > 400 211±17d 194±15e 179±14f 118±8h 256±4c 191±143ef 148±1g 324±6a 

Células não tumorais (Valores GI50, µg/mL) 

PLP2 > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 349±12b 362±21a 240±16c > 400 > 400 > 400 > 400 

Valores GI50 – concentração que inibiu 50% do crescimento celular. Valores GI50 de Elipticina (controlo positivo): 1,21 µg/mL (MCF-7), 1,03 µg/mL (NCI-H460), 0,91 

µg/mL (HeLa), 1,10 µg/mL (HepG2) e 2,29 µg/mL (PLP2). Em cada linha letras diferentes representam diferenças significativas (p < 0,05). 
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3.4. Atividade Antimicrobiana 
 

Os resultados das atividades antibacteriana e antifúngica dos extratos 

hidroetanólicos e aquosos de L. pedunculata são apresentados nas Tabelas 7 e 8. As 

amostras foram testadas contra um conjunto de oito estirpes de bactérias e fungos, 

especificamente selecionados com base na sua importância para a saúde pública. Para 

a avaliação do potencial antibacteriano foram usadas as estirpes Bacillus cereus, 

Micrococcus flavus, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia 

coli, Enterobacter cloacae, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella typhimirium. De 

igual modo, para a determinação do potencial antifúngico, foram usadas as estirpes 

Aspergillus fumigatus, Aspergillus versicolor, Aspergillus ochraceus, Aspergillus 

niger, Trichoderma viride, Penicillium funiculosum, Penicillium ochrochloron e 

Penicillium verrucosum var. cyclopium.  

Para a atividade antibacteriana (Tabela 7) dos extratos hidroetanólicos, as 

amostras 1 (proveniente de Marvão, Portalegre) e 5 (proveniente de Arronches, 

Portalegre) revelaram a atividade mais elevada (MICs menores) para todas as estirpes 

testadas. Nestes casos, os valores de MIC variaram entre 0,002 mg/mL para a amostra 

1 da estirpe Staphylococcus aureus e 0,04 mg/mL na amostra 5 para a estirpe de 

Enterobacter cloacae. O valor de MBC mais baixo foi observado para as amostras 1 e 

3 (provenientes de Marvão, Portalegre e Vila Viçosa, Évora, respetivamente) na 

inibição da estirpe de Staphylococcus aureus (0,04 mg/mL).  

Na avaliação do extrato aquoso de L. pedunculata, a amostra 5 apresentou o 

MIC e MBC mais baixos, sendo mais potente para a estirpe de Bacillus cereus (MIC 

= 0,075 mg/mL e MBC = 0,15 mg/mL), juntamente com o MBC da amostra 8 (de 

Ponte de Sôr, Portalegre) na estirpe de Escherichia coli (também com valores de 0,15 

mg/mL). 

Estes resultados estão de acordo com estudos realizados anteriormente, onde 

outras espécies de plantas também apresentaram atividade antimicrobiana, como por 

exemplo, as flores de Castanea sativa Mill. (Carocho et al., 2014), as partes aéreas de 

Alnus rugosa L. (Rashed et al., 2014) e de Veronica urticifolia Jacq. (Zivkovic et al., 

2014). Em Nikolic et al. (2014) foram estudados óleos essenciais de diferentes 

espécies de tomilho, especificamente T. serpyllum, T. algeriensis e T. vulgaris, que 

demostraram atividade antimicrobiana. No entanto, não foram encontrados estudos 

reportando a atividade antibacteriana de espécies de Lavandula. 
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Considerando a atividade antifúngica, todos os extratos hidroetanólicos das 13 

amostras de L. pedunculata estudadas revelaram atividade inibitória e fungicida, 

como podemos observar na Tabela 8. A amostra 3 apresentou o melhor valor de 

MIC, para os extratos hidroetanólicos, em todas as estirpes testadas, com exceção de 

Aspergillus versicolor e Aspergillus ochraceus, onde as amostras 2 e 9 (ambas 

provenientes de Évora), apresentaram maior potencial, respetivamente. Globalmente, 

em relação ao MFC, a maioria das amostras revelou resultados promissores, sendo o 

melhor resultado para a amostra 13, no extrato aquoso.  

Relativamente aos extratos aquosos, nem todas as amostras obtiveram 

resultados positivos em todas as estirpes de fungos estudadas, no entanto as amostras 

2, 11, 12 e 13 apresentaram potencial inibitório e fungicida para todas as estirpes de 

fungos estudadas. A amostra 11 apresentou o maior potencial inibitório para todas as 

estirpes de fungos analisadas, com exceção de Penicillium funiculosum, onde a 

amostra 2 apresentou os melhores resultados. A melhor capacidade fungicida foi 

evidente na amostra 11 contra a estirpe de Aspergillus versicolor. 

Não foram encontrados estudos relativos à atividade antifúngica de L. 

pedunculata. Contudo, os resultados obtidos para o potencial antifúngico desta 

espécie estão de acordo com outros ensaios realizados em espécies vegetais, tais como 

Castanea sativa (Carocho et al., 2014) e Alnus rugosa (Rashed et al., 2014).  
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Tabela 7. Atividade antibacteriana (MIC e MBC, mg/mL) de extratos hidroetanólicos e aquosos de L. 

pedunculata. 

 
Atividades antibacteriana 

Extratos Hidroetanólicos 

  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 S A 

MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC 

MBC MBC MBC MBC MBC MBC MBC MBC MBC MBC MBC MBC MBC MBC MBC 

B.c. 
0,05 0,075 0,075 0,075 0,05 0,075 0,075 0,075 0,075 0,075 0,075 0,075 0,20 0,10 0,25 

0,075 0,15 0,15 0,15 0,075 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,30 0,20 0,40 

M.f. 
0,075 0,10 0,10 0,10 0,075 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,30 0,20 0,20 0,25 

0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,45 0,30 0,30 0,40 

S.a. 
0,02 0,04 0,03 0,15 0,10 0,15 0,15 0,15 0,20 0,15 0,20 0,45 0,20 0,04 0,25 

0,04 0,075 0,04 0,30 0,15 0,30 0,30 0,30 0,15 0,30 0,30 0,60 0,30 0,10 0,45 

L.m. 
0,10 0,15 0,10 0,15 0,10 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,20 0,45 0,20 0,20 0,40 

0,15 0,30 0,15 0,30 0,15 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,60 0,30 0,30 0,50 

E.c. 
0,075 0,10 0,10 0,10 0,075 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,20 0,45 0,20 0,40 

0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,30 0,60 0,30 0,50 

En.cl. 
0,04 0,04 0,04 0,05 0,04 0,04 0,10 0,075 0,075 0,075 0,075 0,20 0,45 0,20 0,25 

0,075 0,075 0,075 0,75 0,075 0,075 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,30 0,60 0,30 0,50 

P.a. 
0,10 0,15 0,10 0,15 0,10 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,30 0,15 0,20 0,75 

0,15 0,30 0,15 0,30 0,15 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,45 0,30 0,30 1,20 

S.t. 
0,15 0,15 0,15 0,20 0,10 0,20 0,20 0,15 0,20 0,20 0,20 0,15 0,15 0,25 0,40 

0,30 0,30 0,30 0,30 0,15 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,50 0,75 

Extratos Aquosos 

  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 S A 

MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC 

MBC MBC MBC MBC MBC MBC MBC MBC MBC MBC MBC MBC MBC MBC MBC 

B.c. 
0,20 0,30 0,15 0,30 0,075 0,20 0,15 0,20 0,15 0,15 0,15 0,30 0,15 0,10 0,25 

0,30 0,45 0,30 0,45 0,15 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,45 0,30 0,20 0,40 

M.f. 
0,20 0,30 0,20 0,30 0,20 0,30 0,20 0,20 0,20 0,15 0,20 0,45 0,20 0,20 0,25 

0,30 0,45 0,30 0,45 0,30 0,45 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,60 0,30 0,30 0,40 

S.a. 
0,30 0,30 0,30 0,30 0,45 0,30 0,20 0,20 0,15 0,30 0,30 0,30 0,30 0,04 0,25 

0,45 0,45 0,60 0,45 0,60 0,45 0,30 0,30 0,30 0,45 0,45 0,60 0,60 0,10 0,45 

L.m. 
0,30 0,30 0,30 0,30 0,45 0,30 0,30 0,30 0,15 0,30 0,30 0,30 0,30 0,20 0,40 

0,60 0,60 0,60 0,60 0,60 0,45 0,45 0,45 0,30 0,45 0,45 0,60 0,60 0,30 0,50 

E.c. 
0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,10 0,20 0,45 0,20 0,45 0,20 0,20 0,40 

0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,15 0,30 0,60 0,30 0,90 0,30 0,30 0,50 

En.cl. 
0,15 0,20 0,20 0,20 0,20 0,15 0,20 0,15 0,15 0,20 0,15 0,20 0,15 0,20 0,25 

0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,50 

P.a. 
0,30 0,45 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,15 0,15 0,30 0,30 0,30 0,30 0,20 0,75 

0,45 0,60 0,60 0,60 0,60 0,45 0,60 0,45 0,30 0,45 0,60 0,60 0,60 0,30 1,20 

S.t. 
0,45 0,45 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,15 0,30 0,30 0,30 0,30 0,25 0,40 

0,60 0,60 0,60 0,60 0,60 0,60 0,60 0,45 0,30 0,45 0,60 0,60 0,60 0,50 0,75 

 
MIC: Concentração Mínima Inibitória; MBC: Concentração Mínima Bactericida S: Streptomicina; A: 

Ampicilina; B.c.: Bacillus cereus; M.f.: Micrococcus flavus; S.a.: Staphylococcus aureus; L.m.: 

Listeria monocytogenes; E.c.: Escherichia coli; En.cl.: Enterobacter cloacae; P.a.: Pseudomonas 

aeruginosa; S.t.: Salmonella typhimirium 
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Tabela 8. Atividade antifúngica (MIC e MFC, mg/mL) de extratos hidroetanólicos e aquosos de L. 

pedunculata. 

 
Actividade Antifungica 

Extratos Hidroetanólicos 

  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 K B 

MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC 

MFC MFC MFC MFC MFC MFC MFC MFC MFC MFC MFC MFC MFC MFC MFC 

A.fum. 
0,075 0,15 0,075 0,075 0,10 0,04 0,15 0,075 0,10 0,15 0,15 0,20 0,20 0,25 0,15 

0,15 0,30 0,15 0,15 0,15 0,075 0,30 0,15 0,15 0,30 0,30 0,30 0,30 0,50 0,20 

A.v. 
0,04 0,03 0,04 0,04 0,075 0,04 0,04 0,04 0,075 0,15 0,075 0,15 0,15 0,20 0,10 

0,075 0,075 0,15 0,075 0,15 0,075 0,075 0,075 0,15 0,30 0,15 0,30 0,30 0,50 0,20 

A.o. 
0,04 0,04 0,05 0,04 0,075 0,04 0,05 0,04 0,02 0,075 0,04 0,10 0,20 1,50 0,15 

0,075 0,075 0,075 0,075 0,15 0,075 0,075 0,10 0,04 0,15 0,075 0,30 0,30 2,00 0,20 

A.n. 
0,05 0,075 0,04 0,075 0,15 0,075 0,15 0,075 0,15 0,15 0,20 0,15 0,20 0,20 0,15 

0,075 0,15 0,075 0,15 0,30 0,15 0,30 0,15 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,50 0,20 

T.v. 
0,02 0,04 0,02 0,03 0,075 0,03 0,03 0,05 0,015 0,05 0,03 0,075 0,10 1,00 0,15 

0,04 0,075 0,04 0,04 0,15 0,04 0,04 0,075 0,02 0,075 0,04 0,15 0,15 1,00 0,20 

P.f. 
0,075 0,075 0,04 0,075 0,20 0,075 0,075 0,04 0,075 0,075 0,15 0,20 0,20 0,20 0,20 

0,15 0,15 0,075 0,15 0,30 0,015 0,15 0,075 0,15 0,15 0,30 0,30 0,30 0,50 0,25 

P.o. 
0,04 0,04 0,03 0,04 0,10 0,04 0,04 0,15 0,04 0,075 0,075 0,30 0,30 2,50 0,20 

0,075 0,075 0,04 0,075 0,15 0,075 0,075 0,20 0,075 0,15 0,15 0,45 0,45 3,50 0,25 

P.v.c. 
0,075 0,15 0,05 0,10 0,20 0,075 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,30 0,30 0,20 0,10 

0,15 0,30 0,075 0,15 0,30 0,15 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,45 0,45 0,30 0,20 

Extratos Aquosos 

  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 K B 

MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC 

MFC MFC MFC MFC MFC MFC MFC MFC MFC MFC MFC MFC MFC MFC MFC 

A.fum. 
0,30 0,30 0,60 - 0,60 0,30 - - 0,60 0,60 0,30 0,30 0,45 0,25 0,15 

0,60 0,60 1,20 - 1,20 0,60 - - 0,90 1,20 0,45 0,60 0,90 0,50 0,20 

A.v. 
0,30 0,30 0,30 0,60 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,20 0,10 0,15 0,20 0,20 0,10 

0,60 0,60 0,60 1,20 0,60 0,60 0,60 0,60 0,60 0,45 0,20 0,30 0,30 0,50 0,20 

A.o. 
0,60 0,90 - - - 0,60 0,30 - 0,20 0,30 0,15 0,30 0,20 1,50 0,15 

1,20 1,20 - - - 1,20 0,60 - 0,45 0,60 0,30 0,45 0,45 2,00 0,20 

A.n. 
- 0,30 - - - 0,60 - - 0,30 - 0,20 0,45 0,45 0,20 0,15 

- 0,60 - - - 1,20 - - 0,45 - 0,45 0,90 0,90 0,50 0,20 

T.v. 
0,60 0,30 0,60 0,60 - 0,60 - - 0,10 0,30 0,20 0,45 0,45 1,00 0,15 

1,20 0,60 1,20 1,20 - 1,20 - - 0,30 0,60 0,45 0,60 0,60 1,00 0,20 

P.f. 
0,60 0,30 0,60 - 0,60 - - - - - 0,45 0,45 0,45 0,20 0,20 

1,20 0,60 1,20 - 1,20 - - - - - 0,60 0,90 0,90 0,50 0,25 

P.o. 
0,90 0,45 0,60 - 0,60 - - - 0,20 - 0,45 0,45 0,45 2,50 0,20 

1,20 0,60 1,20 - 1,20 - - - 0,45 - 0,60 0,90 0,90 3,50 0,25 

P.v.c. 
- 0,60 0,60 - - - - - 0,20 0,45 0,45 0,45 0,45 0,20 0,10 

- 1,20 1,20 - - - - - 0,45 0,90 0,60 0,90 0,90 0,30 0,20 

 

MIC: Concentração Mínima Inibitória; MFC: Concentração Mínima Fungicida; K: Ketoconazole; B: 

Bifonazole; A.fum.: Aspergillus fumigatus; A.v.: Aspergillus versicolor; A.o.: Aspergillus ochraceus; 

A.n.: Aspergillus niger; T.v.: Trichoderma viride; P.f.: Penicillium funiculosum; P.o.: Penicillium 

ochrochloron; P.v.c.: Penicillium verrucosum var. cyclopium. (-) – não apresentou inibição à 

concentração testada. 
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O estudo de matrizes naturais permite um conhecimento aprofundado da sua 

composição química, e portanto, proporciona informação detalhada com uma 

aplicabilidade mais adequada. Nesse sentido foram estudadas amostras de Lavandula 

pedunculata (Mill.) Cav., provenientes de diferentes populações silvestres do 

Alentejo e Trás-os-Montes. 

A maioria das amostras estudadas apresentam propriedades bioativas diversas, 

tais como citotoxicidade, potencial antioxidante, anti-inflamatório e antimicrobiano. 

Ao analisar os dois tipos de extratos estudados (aquoso e hidroetanólico), os extratos 

aquosos demostraram maiores concentrações de compostos fenólicos e maior 

atividade antioxidante, no entanto, os extratos hidroetanólicos revelaram maior 

potencial anti-inflamatório na maioria das amostras, e também uma maior capacidade 

anti-proliferativa. É também relevante destacar que para a actividade antibacteriana e 

antifúngica, alguns dos resultados obtidos conseguiram superar os resultados dos 

farmacos convêncionais. 

Para além das importantes propriedades bioativas que se evidenciam em L. 

pedunculata, estes resultados destacam também a existência de variações entre 

amostras com diferentes origens geográficas, verificando-se que, em geral, as 

amostras do Alentejo apresentaram melhores resultados em todas as bioatividades 

comparativamente com as amostras de Trás-os-Montes.  

Foram identificados 13 compostos fenólicos, à exceção da amostra 8 que não 

apresentou luteolina-O-metilglucurónido, sendo que todas as amostras demonstraram 

diferenças estaticamente significativas entre os compostos fenólicos detetados. A 

luteolina-7-O-glucurónido (composto 8) foi o flavonoide maioritário e o ácido 

rosmarínico (composto 10) e ácido salvianólico B foram os ácidos fenólicos que 

evidenciaram maior concentração. Estes compostos podem estar correlacionados com 

as bioatividades apresentadas pelas amostras. 

Tendo em conta estes resultados, verificou-se que é importante proceder a mais 

estudos para correlacionar os fatores bióticos e abióticos com a composição química 

desta espécie. 

Deste modo, e como perspetivas futuras, seria interessante ter em atenção a 

possibilidade de existirem quimiotipos e realizar uma análise mais aprofundada a 

nível nutricional e químico de material vegetal desta espécie, a fim de perceber 

melhor a influência da origem geográfica e do processamento do material vegetal no 

teor dos compostos presentes.  
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