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RESUMO

A espécie Hyptis pectinata (sambacaitd) é utilizada na medicina tradicional pelas populagdes
para o tratamento de condi¢des como rinofaringite, doencas de pele, distarbios gastricos, febre
e contra infecgBes causadas por bactérias e fungos. O presente estudo teve como objetivo
avaliar a atividade antimicrobiana, antioxidante, citotoxica e cicatrizante do sambacaita. As
partes das plantas foram separadas em folhas e caule e submetidas a extracdo em etanol por
maceracdo para obtencdo dos extratos etanolicos. Posteriormente, esses extratos foram
submetidos ao fracionamento para obtencdo das fraces hexanica, cloroférmica, acetato de
etila e metanolica. Foram realizados testes in vitro de prospeccédo fitoquimica; Citotoxidade
por meio do teste de viabilidade celular pelo MTT,; atividade antioxidante pelo sequestro do
radical livre DPPH; antimicrobiano pelo método de microdiluicdo em caldo. A avaliacdo da
capacidade cicatrizante foi realizada in vivo, utilizando-se ratos como modelo animal. O teste
de prospeccdo fitoguimica identificou a presenca das classes de metabolitos secundarios
taninos, terpenos, alcaloides e flavonas, flavandis e xantonas no extrato etanolico das folhas
(EEF) e terpenos no extrato etandlico do caule (EEC). Os extratos EEF, suas fraces e o
extrato EEC ndo apresentaram citotoxidade. J& as fracfes hexanica, cloroférmica e de acetado
de etila do EEC apresentaram citotoxidade evidenciada pela lise celular. Apenas o EEF
apresentou capacidade sequestradora do Radical livre DPPH com uma ICsq de 133,32 pg/ml.
Os extratos EEF e EEC, bem como suas fracfes apresentaram atividade inibitoria contra
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis. O EEF inibiu Staphylococcus aureus
com uma MIC 500 pg/mL e suas fracbes metandlica e acetato de etila com uma MIC de 250
pg/mL. J& o extrato EEC ndo foi capaz de inibir este mesmo microrganismo. Sua fracéo
cloroférmica apresentou MIC de 500 pg/mL e sua fracdo acetato de etila 250 pg/ml. No que
se refere ao potencial cicatrizante, o EEF ndo apresentou atividade cicatrizante quando
comparado ao grupo controle positivo. Ndo houve alteracbes macroscopicas significativas nos
6rgdos dos animais ap0s eutanasia, bem como a andlise bioquimica da funcéo renal e hepatica
ndo evidenciou diferencas significantes entre as médias dos grupos. Também ndo houve
diferencas significantes entre os grupos nos achados histolégicos das feridas. Conclui-se que a
planta estudada apresentou atividade antimicrobiana moderada frente aos microrganismos
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, capacidade de sequestrar o radical livre
DPPH, o que demonstra seu potencial antioxidante e ndo apresentou atividade cicatrizante.
Diante dos resultados encontrados, faz-se necessario o investimento em estudos que explorem
cada vez mais o potencial medicinal da mesma.

Palavras-chave: Hyptis; Antimicrobianos; Antioxidantes; Viabilidade Celular; Cicatrizacdo



ABSTRACT

Hyptis pectinata species (sambacaitd) is used in traditional medicine by people for the
treatment of conditions such as rhinopharyngitis, skin disorders, gastric disorders, fever and
infections caused by bacteria and fungi. This study aimed to evaluate the antimicrobial
activity, antioxidant, cytotoxic and healing of sambacaita. The parts of the plants were
separated into leaves and stems and subjected to extraction by maceration in ethanol to obtain
the ethanol extract. Thereafter, the extracts were subjected to fractionation to obtain fractions
of hexane, chloroform, ethyl acetate and methanol. Tests were performed in vitro
phytochemical prospecting; Cytotoxicity via cell viability by the MTT test; Antioxidant
activity for the kidnapping of free radical DPPH; Antimicrobial by the microdilution broth
method; The evaluation of capacity was carried healing in vivo using mice as animal model.
The phytochemical screening test identified the presence of classes of secondary metabolites
tannins, terpenes, alkaloids and flavones, flavanols and xanthones in the ethanol extract of the
leaves (EEF) and terpenes in ethanol extract of stalk (EEC). The EEF extracts, their fractions
and extract the EEC showed no cytotoxicity. Since the fractions hexane, chloroform and ethyl
Acetat EEC showed cytotoxicity evidenced by cell lysis. As the EPS showed scavenging
capacity of free radical DPPH with an IC50 of 133.32 pug/mL. The EEF and EEC extracts and
its fractions showed inhibitory activity against Staphylococcus aureus and Staphylococcus
epidermidis. The EEF inhibited with a Staphylococcus aureus MIC 500 pg/mL and its
methanolic fractions, ethyl acetate and methanol with an MIC of 250 pg/mL. Since the EEC
extract was not able to inhibit this same microrganism. It’s chloroform fraction showed MIC
of 500 pg/mL and its ethyl acetate fraction 250 pg/mL. As regards the healing potential, the
EEF showed no wound healing activity when compared to the positive control group. There
were no significant macroscopic changes in the organs of animals after euthanasia and
biochemical analysis of renal and hepatic function showed no significant differences between
the groups means. There were also no significant differences between the groups in the
histological findings of the wounds. We conclude that the plant studied showed moderate
antimicrobial activity against the microorganism Staphylococcus aureus and Staphylococcus
epidermidis, ability to scavenge the free radical DPPH, demonstrating its antioxidant potential
and showed no healing activity. Before found results, the investment is necessary in studies
exploring more and more the medicinal potential of it.

Keywords: Hyptis; Antimicrobials; Antioxidants; Cell Survival; Wound Healing;
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1 INTRODUGCAO

Este trabalho tem como objeto de estudo as propriedades bioldgicas da espécie Hyptis
pectinata no que se refere a atividade antimicrobiana, antioxidante e cicatrizante de seu
extrato etanolico.

O reconhecimento da importancia e eficAcia do uso de plantas medicinais pela
populacdo despertou na comunidade cientifica o interesse em estudar e comprovar, a partir de
estudos cientificos, as praticas tradicionais que percorrem geracdes (OLIVEIRA et al., 2009).
Deste modo, o0 estudo de plantas medicinais, a partir de sua utilizacdo pela populacéo, pode
fornecer informacdes Uteis para estudos farmacologicos e fitoquimicos (BRASILEIRO et al.,
2008).

Bruning et al. (2012) afirmam que dois fatores tém influenciado no aumento do uso de
medicamentos a base de plantas (fitoterapicos) no Brasil. O primeiro decorre dos avangos
advindos na é&rea cientifica, que permitiram o desenvolvimento de fitoterapicos seguros e
eficazes. O segundo é a crescente tendéncia pela busca de terapias menos agressivas ao
organismo pela populacéo.

O uso generalizado dos antimicrobianos na pratica médica contribuiu para o
surgimento de microrganismos resistentes aos farmacos disponiveis no mercado, havendo,
ainda, aqueles que passaram a ser resistentes a mdltiplas drogas, constituindo o0s
microrganismos multirresistentes (CALBO, 2012).

Neste contexto, o uso de produtos naturais surge como uma das alternativas no
tratamento de diversas infeccdes e, desta forma, a descoberta de plantas da flora brasileira
com potencial terapéutico torna-se cada vez mais relevante, pois a sociedade necessita de
novos farmacos que sejam de qualidade e acessiveis economicamente (CARELLI et al.,
2011).

No que se refere ao uso de plantas medicinais para o tratamento de feridas, este tem
sido incrementado nos ultimos anos com a busca de principios ativos, isolados de plantas, que
apresentem efetivo papel no processo de cicatrizacdo (ALMEIDA et al., 2012).

A espécie Hyptis pectinata L. Poit, conhecida popularmente como sambacaita esta
presente em todo territério nacional (HARLEI, 2014). E utilizada pela populacdo para o
tratamento de rinofaringite, congestdo nasal, doencas de pele, distirbios gastricos, febre e
contra infecgbes causadas por bactérias e fungos (SANTOS et al, 2008). Suas folhas e caule
sdo usadas em infusdo para o tratamento de inflamacbes na pele e infec¢bes bacterianas
(FALCAO et al., 2013).
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Estudos ja realizados identificaram no Oleo essencial da Hyptis pectinata L. Poit
compostos que possuem atividade antioxidante, antinociceptiva, anti-inflamatéria e
antimicrobiana desta espécie, evidenciando o potencial biologico desta planta (SERAFINI,
2012; SANTOS 2008).

Diante dos resultados obtidos em estudos anteriores comprovando as acdes
farmacoldgicas da Hyptis pectinata L. Poit, e a necessidade de ampliar o conhecimento sobre
seu uso na terapia complementar, este estudo propde a avaliagcdo da atividade antimicrobiana,

antioxidante e cicatrizante do extrato etanolico das folhas e caule de Hyptis pectinata L. Poit.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Plantas medicinais e seu uso em pesquisas

Desde os primordios o poder curativo das plantas tem sido conhecido pela espécie
humana. Mesmo de forma empirica, as antigas civiliza¢des j& percebiam que muitas plantas
continham em suas esséncias principios ativos, que ao serem utilizados revelavam seu poder
curativo sobre determinadas doencas ou sintomas (BADKE et al., 2011).

Durante o processo evolutivo, o0 homem aprendeu a selecionar plantas, tanto para seu
alimento, quanto para a cura ou alivio de seus males. Tal processo resultou no dominio do
conhecimento do uso das plantas medicinais por alguns povos (DE MELO et al., 2012). Este
conhecimento tradicional tem sido repassado de geracdo a geracdo se constituindo,
principalmente, nos paises em desenvolvimento, uma das principais formas de tratamento das
doencas, conhecido como tratamento tradicional (KOVALSKI, 2011).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Sadde (OMS, 2013), para milhdes de
pessoas no mundo o tratamento tradicional a base de plantas medicinais representa a principal
fonte de cuidados de salude, quando nédo a Unica.

No Brasil, apesar do avanco técnico-cientifico na indlstria farmacéutica e dos
diversos incentivos fornecidos para a utilizacdo de medicamentos industrializados, a maior
parte da populacdo ainda se utiliza das plantas medicinais para o cuidado de suas
enfermidades (BADKE et al., 2011).

Diante disto, diversos estudos etnobotanicos vém sendo realizados no Brasil. Em sua
maioria, sdo desenvolvidos na Atencdo Basica, pois esta se insere no cotidiano das pessoas e
em suas comunidades, sejam elas urbanas ou rurais. Tais estudos evidenciam que as
comunidades utilizam grande diversidade de plantas medicinais, as quais geralmente sdo
usadas para a cura da gripe, dor de barriga, parasitoses, febre, inflamac¢es, cuidados no pos-
parto, como calmante, entre outras finalidades. No entanto, este uso €, em sua maioria,
empirico, sendo necessarios estudos que gerem conhecimento cientifico acerca dessas plantas
(FURLAN, 2006; BADKE et al., 2011; BRUNING; MOSEGUI; VIANNA, 2012; PINTO;
AMOROZO; CARVALHO et al., 2013; SOUZA et al., 2013).

A fim de normatizar e harmonizar o uso da medicina tradicional na populacdo
brasileira, o Brasil, a partir de 2006 vem investindo em politicas e programas nacionais que
promovem a seguranga, eficacia e qualidade dos fitoterapicos; aumentam sua disponibilidade
e acessibilidade; e fomentam o uso racional tanto pelos provedores quanto pelos
consumidores (BRASIL, 2012).
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Neste mesmo ano foi criada a Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares (PNPIC), que trouxe diretrizes e a¢Oes para inser¢do de servicos e produtos
relacionados a medicina tradicional chinesa/acupuntura, homeopatia e plantas medicinais e
fitoterapia, assim como para observatorios de salde do termalismo social e da medicina
antroposofica no ambito do Sistema Unico de Satde/SUS (BRASIL, 2006).

Com o avanco da PNPIC foi criada em 2008 a Politica Nacional de Plantas Medicinais
e Fitoterapicos (PNPMF), a qual aborda e contempla o desenvolvimento de toda a cadeia
produtiva de plantas medicinais. Esta politica traz como objetivo garantir a populacdo
brasileira 0 acesso seguro e o uso racional dessas plantas promovendo o uso sustentavel da
biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da inddstria nacional. Seu
fortalecimento tem sido apoiado pelo Ministério da Salde com a implantacdo de acgdes
estratégicas, dentre elas, a criacdo do Comité Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
instituido em 2014 (BRASIL, 2006).

A fim de incentivar a pesquisa de plantas medicinais também foi criado o Programa de
Pesquisas de Plantas Medicinais (PPPM) com o objetivo de contribuir com o
desenvolvimento de uma terapéutica complementar, com embasamento cientifico, a partir de
pesquisas que confirmassem as propriedades terapéuticas das plantas brasileiras
potencialmente medicinais utilizadas em larga escala pela populagédo (BRASIL, 2006).

Diante disto, reflete-se sobre a necessidade de estudos experimentais em todo territorio
brasileiro, com enfoque nas plantas medicinais em maior uso pelas pessoas, a fim de que este

uso passe a ser embasado em provas cientificas e de forma segura.

2.2 A espécie Hyptis pectinata L. Poit

Esta espécie vegetal pertence a familia Lamiaceae composta por 250 géneros, dos
quais 0 maior é o Hyptis jacg. com aproximadamente 400 espécies. A espécie Hyptis
pectinata L. Poit ou Mesosphaerum pectinatum (L.) Kuntze (Figura 2), conhecida
popularmente como sambacaitd ou canudinho, estd presente em todo territorio nacional, nos
dominios fitogeograficos da Amazonia, Caatinga, Cerrado e Floresta atlantica (HARLEI,
2014). E uma planta herbacea com folhas fortemente aromaticas, pequenas flores bilabiais e
pode medir de 1 a 2 metros de altura (BASILIO et al., 2006).
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Figura 1 - Hyptis pectinata L. Poit

Fonte: AUATRALIAN TROPICAL REINFOREST PLANTS, 2015

E amplamente utilizado na medicina tradicional pelas populagbes locais para o
tratamento de condi¢cBes como rinofaringite, congestdo nasal, doencas de pele, disturbios
gastricos, febre e contra infeccGes causadas por bactérias e fungos (SANTOS et al, 2008).
Encontra-se entre as plantas mais comercializadas para fins medicinais em um municipio do
estado de Alagoas (LOS; BARROS; NEVES, 2012). Suas folhas e cascas sio usadas em
infusdo para o tratamento de inflamagdes na laringe e na pele, infeccBes bacterianas, dor e
cancer (RAYMUNDO et al., 2011; FALCAO et al., 2013).

Estudos ja realizados identificaram no éleo essencial da Hyptis pectinata L. Poit os
compostos sesquiterpenoides com altos teores de calamusenone, f-cariofileno, cis--guainene
e Oxido de cariofileno, responsaveis pela atividade antioxidante, antinociceptiva, anti-
inflamatdria e antimicrobiana desta espécie (SANTOS, et al., 2008; SERAFINI, 2012).

Outros estudos realizados in vivo, comprovaram a atividade antinociceptica, anti-
inflamatoria e antibacteriana. (LISBOA et al., 2006; RAYUNDO et al., 2011). O uso de seu
o6leo essencial foi capaz de inibir o crescimento de espécies de bactérias Gram negativas como
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella enteritidis (SANTOS, et al.,
2008).

Tambem exerce significativo efeito estimulante sobre a regeneracéo do figado, estudo
comprovado apds hepatectomia parcial em ratos (SILVA, 2002). Quanto a sua acgdo
cicatrizante, ainda ndo existem estudos que possam comprova-la. No entanto, um estudo
realizado com a espécie Hyptis sauveolens, pertencente ao mesmo género e familia, mostrou
que tal espécie atuou promovendo uma reepitelizacdo mais acentuada em feridas produzidas
em ratos (ANTONIO, 2005).
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A literatura cientifica disponivel nos Gltimos dez anos sobre a planta Hypits pectinata,

comprova algumas propriedades bioldgicas, conforme o Quadro 2, evidenciando o excelente

potencial dessa espécie para a descoberta de novos compostos com interesse no

desenvolvimento de novos produtos terapéuticos.

Quadro 1 - Levantamento bibliografico sobre as atividades bioldgicas comprovadas da espécie

Hyptis pectinata.

Parte da planta

Tipo de extrato/Oleo

Atividade biol6gica comprovada

Referéncias

estudada essencial
Folhas FracGes Hexanica, Acdo Antinociceptiva in vivo. Lisboa et al (2006)
Cloroférmica e Acetato
de etila.

Folhas Extrato aquoso Capacidade de estimular a Melo et al. (2006)
regeneracdo hepatica e leve efeito
hepatoprotetor.

Folhas Oleo essencial Atividade Antimicrobiana in Nascimento et al. (2007)
vitro contra cepas de
Streptococcus mutans.

Folhas Oleo essencial Atividade Antimicrobiana in vitro Santos et al. (2008)
contra bactérias Gram (+).

Folhas Oleo essencial Atividade Antinociceptiva in vivo. Arrigoni-Blank et al.

(2008)

Folhas Oleo essencial Atividade Antinociceptiva e Anti- Raymundo et al. (2011)
inflamatoria in vivo.

Folhas Oleo essencial Atividade Antioxidante in vitro. Serafini et al. (2012)

Folhas Extrato etandlico, Atividade Leishmanicida in vitro Falcao et al. (2013)

Fracdo metanolica, contra formas promastigota de
Fracdo hexanica e Leishmania
Fracdo acetato de etila ~ braziliensis.
Folhas Extrato aquoso Atividade Antioxidante in vitro; Paixao et al. (2013)

Acdo Anti-inflamatéria e
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Antinociceptiva in vivo.

Folhas Extrato Aquoso Atividade Lesishmanicida in vitro  De-Queiroz et al. (2014)
contra formas promastigotas e
amastigotas  de Leishmania

amazonenses

Folhas Oleo essencial Atividade Antinociceptiva in vivo. Menezes et al. (2015)

Fonte: AUTOR, 2015.

Sua atividade anti-inflamatoria se da pelo seu possivel efeito na inibicdo da producao
de prostraglandinas, mediadores quimicos responsaveis pela resposta inflamatdria, observado
em estudo com 6Gleo essencial desta planta (RAYMUNDO et al., 2009). Seu 6leo essencial e
extrato metandlico também apresentaram atividade antinociceptiva, no qual os autores
identificaram e associaram tal propriedade a acdo desta planta nos receptores opidides e
colinérgicos, demonstrando que sua atuacdo é a nivel central (LISBOA et al., 2006;
ARRIGONI-BLANK et al., 2008).

Diante dos resultados obtidos descritos acima que comprovam, por meio de estudos in
vivo e in vitro, as acBes farmacoldgicas da espécie Hyptis pectinata L. Poit, e diante da
necessidade de expandir o conhecimento sobre seu uso na terapia complementar, com a

perspectiva de desenvolvimento futuro de fitoterapicos, justifica-se o presente estudo.

2.3 Microrganismos, infec¢éo e atividade antimicrobiana

Os microrganismos sdo formas de vida individualmente muito pequenas para que
possam ser vistas a olho nu. Fazem parte deste grupo as bactérias, os fungos, protozoéarios e
algas microscépicas. Também estdo inclusos os virus, apesar de serem considerados apenas
entidades celulares (TORTORA, 2012).

Quando um determinado microrganismo patogénico (capaz de causar infecgéo)
consegue penetrar em um organismo, de forma que se multiplique ou se desenvolva ocorre 0
que se chama de infecgdo. Uma infeccdo pode ou néo evoluir para uma doenca infecciosa, que
implica na apresentagdo de manifestagdes clinicas, os sinais e sintomas (RIBEIRO, 2009).

As bactérias pertencem ao reino dos procariotos e podem ser classificadas em trés
grupos basicos de acordo com sua forma: cocos, bacilos e espiroquetas. Quanto as bactérias
de importancia médica, estas se classificam em dois grupos de acordo com a composic¢do de

sua parede: Gram positivas e Gram negativas (LEVINSON, 2010).
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A parede das bactérias Gram positivas sdo formadas basicamente por peptidioglicano
e ndo se deixam descorar pelo alcool. J& a parede das bactérias Gram negativas € mais
complexa, formada por uma ou poucas camadas de peptioglicano e por uma membrana
externa formada por dupla camada lipidica e se deixam descorar pelo alcool. A membrana
externa confere a bactéria Gram negativa uma barreira adicional que dificulta a passagem de
algumas substéncias. Alguns antibioticos, corantes, metais pesados e sais biliares ndo
penetram na parede de Gram negativas com a mesma facilidade que penetram em uma de
Gram positivas (TRABULSI, 2008).

Estudos realizados mostram que as bactérias Gram positivas de maior importancia
médica sdo Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus spp. e
Enterococcus faecalis (LEAO et al., 2007). Das Gram negativas, destacam-se Escherichia
coli, Proteus species, Salmonella species, Shigella species, Enterobacter species,
Pseudomonas aeruginosa, Hemophilus influenzae, Bacteroides fragilis, Acinetobacter
baumannii, e Klebsiella pneumoniae (LEVINSON, 2010; CORTES et al., 2013; GARCIA et
al., 2013). O quadro 1 demonstra as principais doencas infeciosas causadas por cada uma

dessas bactérias.

Quadro 2 - Classificacdo de bactérias de importancia médica

Gram Positivas Doencas representadas
Staphylococcus aureus Abscesso de pele e outros 6rgéos
Streptococcus spp Pneumonia, Infec¢Bes do Trato Respiratério, Celulite
Enterococcus faecalis InfeccBes severas do Trato Urinario, Endocardite
Gram negativas
Escherichia coli Infeccdo do Trato Urindrio, Diarreia
Proteus spp Infec¢do do Trato Urinario
Salmonella spp Enterocolite, Febre Tiféide
Shigella spp Enterocolite
Enterobacter spp Infec¢do do Trato Urinario
Pseudomonas aeruginosa Infeccdo do Trato Urinario, Pneumonia
Bacteroides fragilis Peritonite
Hemophilus influenzae Meningite
Acinetobacter baumannii Infecgdes do Trato Respiratdrio, InfeccOes de Feridas
Klebsiella pneumoniae Infeccdo do Trato Respiratorio, Infeccdo do Trato

Urinario, Infec¢do de Feridas

Fonte: LEVINSON, 2010.

Os fungos por sua vez sdo seres vivos eucariotos e fazem parte de um reino préprio, o
Fungi. Podem possuir apenas um ndcleo como as leveduras ou multinucleados como os

fungos filamentosos ou bolores e os cogumelos (TRABULSI, 2008).
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Embora sejam estimados em 250 mil espécies, menos de 150 sdo considerados
patdgenos aos seres humanos. Dentre as centenas de espécies descritas, leveduras do género
Candida, em especial a espécie Candida albicans, sdo as maiores agentes de infeccdo
hospitalar (ANVISA, 2004).

Apesar do género Candida ser, sem divida, o mais importante, outros géneros de
fungos apresentam importancia para a area meédica. Sdo eles Pichia spp (Hansenula sp),
Rhodotorula spp, Trichosporon sp, Aspergillus spp, Fusarium spp, Acremonium spp e
Penicillium spp (ANVISA, 2004).

Ao passo que a ciéncia evoluiu, foram sendo descobertas substancias capazes de
impedir a morte em decorréncia de doencas infecciosas aumentando, assim, a expectativa de
vida da populacdo. Tais substancias sdo chamadas de antimicrobianos.

Os agentes antimicrobianos possuem a capacidade de inibir vias ou alvos que sdo
essenciais para a replicacdo e sobrevivéncia dos microorganismos (GOLAN, 2009). Podem
agir matando (bactericidas e fungicidas), ou interferindo em seu crescimento (bacteriostaticos
e fungistaticos). A atividade dos agentes antibacterianos pode ser a partir da inibicdo da
sintese de parede celular, da inibi¢do da sintese proteica, do dano a membrana plasmatica, da
inibicdo da sintese de &cidos nucleicos e da inibigdo da sintese de metabdlitos essenciais
(TORTORA, 2012). Uma vez que a sintese da parede celular encontra-se comprometida,
ocorrera, consequentemente, a lise celular (GOLAN, 2009).

Os fungos, por possuirem membrana celular semelhante a das células humanas e
carecerem de parede celular, formam um grupo no qual a terapéutica torna-se mais
problematica, uma vez que agentes antifungicos, possivelmente, agirdo sobre a célula do
hospedeiro (GOLAN, 2009).

A atividade antimicrobiana observada nas plantas medicinais é resultado da presenca
de diversas substancias presentes em seus extratos e 0leos essenciais. Diversos estudos tém
sido realizados a fim de comprovar e identificar tais substancias, de modo que produtos
oriundos dessas plantas possam ser comercializados para 0 uso como antibacteriano e
antifangico (DUARTE, 2006).

A atividade antimicrobiana tem sido atribuida a presenca de pequenos terpenoides,
alcaloides e compostos fendlicos, como timol e flavanoides. Os terpenoides atuam
desintegrando a membrana citoplasmatica; os alcaloides interagem com a parede celular e 0
DNA; os compostos fendlicos por sua vez impedem a entrada de substrato na célula e

desintegram a membrana citoplasmatica (SILVA, 2010).
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E neste contexto que cada vez mais a atividade antimicrobiana das plantas deve ser
estudada a fim de que fitoterdpicos possam cada vez mais atuar como novas formas

farmacoldgicas de tratamento.

2.4 Feridas e cicatrizacao

Ferida é definida como toda e qualquer ruptura da integridade de um tecido ou 6rgéo.
Pode ser causada por agentes quimicos, fisicos ou bioldgicos. O dano causado ao tecido a
partir da ferida desencadeia a regeneracdo, um complexo de respostas que envolvem
fendmenos quimicos, fisicos, e biologicos e proliferagdo celular no interior da ferida, em
estagios interdependentes e simultaneos, com vistas a restauracéo tecidual (CORTES, 2013).

A cicatrizacdo € o processo pelo qual um tecido lesado é substituido por tecido
conjuntivo vascularizado, quer a lesdo tenha sido traumatica, ou necrotica (OLIVEIRA,
DIAS, 2012). Tem sido didaticamente dividida em trés fases: inflamatoria, proliferativa e de
remodelagem (HATANAKA,; CURI, 2007).

A fase inflamatdria inicia-se logo ap6s a ocorréncia do ferimento, com dano vascular,
caracterizado por hemorragia e perdura por cerca de trés dias. Este dano expde o colageno da
matriz extracelular permitindo a ativacdo de plaquetas, que preenche a area lesada. Ha
ativacdo da cascata de coagulacdo, liberacdo de fatores de crescimento e ativacao de células
parenquimatosas pela lesdo (TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008).

A ativacdo destas células parenquimatosas produzem numerosos mediadores
vasoativos e fatores quimiotaticos como histamina, serotonina e bradicinina, que por sua vez
causam vasodilatacdo e aumento de fluxo sanguineo no local e, consequentemente, sinais
inflamat6rios como calor e rubor. Ocorre também o aumento da permeabilidade capilar,
causando extravasamento de liquidos para o espaco extracelular, e consequente edema. Esses
fendmenos vasculares auxiliam no recrutamento das células inflamatdrias para o local da
ferida (TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008; PAGNANO et al.,2009).

Estas células inflamatorias s@o os neutréfilos e monadcitos, que migram para o leito da
ferida e atuam na fagocitose de bactérias, fragmentos celulares e corpos estranhos. Também
produzem fatores de crescimento, que preparam a ferida para a proxima fase da cicatrizacéo,
quando fibroblastos e celulas endoteliais também sdo recrutados (MENDONCA,;
COUTINHO-NETO, 2009).

Os macrofagos, derivados de mondcitos, sdo considerados a célula reguladora mais
importante da fase inflamatoria, pois a partir da fagocitose contribuem para a progressdo da

cicatrizacdo para a fase proliferativa, através da inducdo da angiogénese e da formacédo de
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tecido de granulacdo. Sdo também responsaveis pela libertacdo de fatores de crescimento
(PDGF, TGF-a, TGF-B), fator de crescimento dos fibroblastos (FGF) e fator de crescimento
do endotélio vascular (VEGF) (LAUREANO; RODRIGUES, 2011).

A fase proliferativa inicia-se por volta do 4° dia ap0s a leséo tecidual e se estende,
aproximadamente, até o término da segunda semana (CAMPOS; BORGES-BRANCO;
GROTH, 2007). Nesta fase ocorre a reparacdo do tecido conjuntivo e do epitélio. Na
reparacao do tecido conjuntivo ocorre a formacao do tecido de granulacdo, com proliferacdo
endotelial e de fibroblastos (OLIVEIRA; DIAS, 2012).

Os fibroblastos iniciam a sintese e a secrecdo de componentes da matriz extracelular,
como glicosaminoglicanos e fibras colagenas tipo | e Ill, associadas a proliferacdo e ao
crescimento interno dos capilares (angiogénese). Como consequéncia da angiogénese, 0
tecido conjuntivo é formado, recebendo a denominacéo de tecido de granulacdo. A partir dai,
inicia-se a fase de contracdo das paredes marginais da lesdo. Esta acdo € realizada pelos
fibroblastos ativados, os quais se diferenciam em miofibroblastos. Estes, por sua vez
aproximam as bordas da ferida, forcando as fibras de colageno a se sobreporem e se
entrelacarem, diminuindo o tamanho da lesdo e consequentemente, ocasionando o fechamento
da mesma (PAGANELA et al., 2009).

A fase de remodelagem dura meses e é responsavel pelo aumento da forca de tenséo e
pela diminuicdo do tamanho da cicatriz. E o periodo no qual os elementos reparativos da
cicatrizacdo sdo transformados para tecido maduro de caracteristicas bem diferenciadas
(OLIVEIRA; DIAS, 2012).

Na fase inicial da remodelagem ocorre deposicdo de fibronectina, colageno, acido
hialurdnico e proteoglicanos no leito da ferida. Neste momento, o tecido de granulag&o é rico
em colageno tipo Il e vasos, sendo progressivamente substituido por uma cicatriz com
predominio de colageno tipo | (LORENO; RODRIGUES, 2011).

As fibras de colageno tipo 111 comegam a ser produzidas cerca de 48 a 72 horas apos a
lesdo, com producdo méxima apds 5 a 7 dias e um maximo acumulado apés 2 a 3 semanas.
Ao longo do ano seguinte a lesdo, ocorre a substituicdo progressiva do colageno tipo Il por
coldgeno tipo I, que por sua vez é estavel e semelhante ao pré-lesional. Paralelamente, a forca
de tenséo aumenta apds 1 més correspondendo a cerca de 40% do verificado na pele integra e
ao fim de 1 ano com um valor maximo de 70% (LORENO; RODRIGUES, 2011).

O processo cicatricial € comum a todas as feridas, independentemente do agente que a
causou, € sisttmico e dindmico e estd diretamente relacionado as condi¢fes gerais do
organismo (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007). A figura 1 mostra de forma
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didatica as trés fases da cicatrizacdo e a deposi¢do dos componentes da matriz cicatricial ao

longo do tempo.

Figura 2 - Fases da cicatrizacdo e a deposicdo dos componentes da matriz cicatricial ao longo do
tempo.
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Fonte: ISAAC et al., 2010.

Apesar dos avancos tecnoldgicos, o insucesso na prevencdo de feridas e em seu
tratamento ainda constitui um desafio interdisciplinar que ndo deve ser subestimado (FEIJO;
CRUZ; LIMA, 2008).

Desde seu surgimento como profissdo, o cuidado em feridas faz parte da assisténcia
em enfermagem, sendo grande o ndmero de estudos publicados com esta tematica,
demonstrando o importante papel e responsabilidade do enfermeiro nesse processo
(FERREIRA et al., 2013).

No cuidado em feridas é fundamental que o enfermeiro busque novas maneiras de
cuidar, fundamentada na realidade individual e subjetiva de cada pessoa portadora de ferida,
bem como esteja atento as inovagdes de cuidado nesta area, visando a melhoria da qualidade
da assisténcia (CARNEIRO; SOUZA; GAMA, 2010).

Ainda no contexto da cicatrizacdo de feridas, o uso de plantas medicinais é
mencionado desde a pré-histdria, quando eram utilizadas plantas e extratos vegetais na forma
de cataplasmas com o objetivo de estancar hemorragias e favorecer a cicatrizacdo (PIRIZ et
al., 2014).
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Na atualidade, estudos experimentais a base de plantas medicinais estdo sendo
desenvolvidos, ja existindo, inclusive produtos no mercado derivados de plantas, para fins
medicinais (VARGAS et al., 2012). Diante disto, reafirma-se o importante papel da

enfermagem no desenvolvimento de novas tecnologias para o tratamento de feridas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar o potencial antimicrobiano, antioxidante e cicatrizante dos extratos

etandlicos das folhas e caule de Hyptis pectinata L. Poit.

3.2 Objetivos especificos

Realizar particdo dos extratos etandlicos para e obtencdo das fracBes hexanica,
cloroférmica, acetato de etila e metanolica;

Realizar prospeccéo fitoquimica dos extratos etanolicos;

Verificar a citotoxicidade dos extratos por meio do teste de viabilidade celular;

Avaliar a atividade antioxidante dos extratos etandlicos, por meio da capacidade
sequestradora do radical livre DPPH;

Qualificar a atividade antimicrobiana in vitro dos extratos frente as bactérias Gram
positivas: Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e Staphylococcus epidermidis,
Gram Negativas: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae, e
ao fungo Candida albicans;

Avaliar a atividade cicatrizante in vivo do extrato etanélico das folhas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Tipo de estudo:

Pesquisa bésica, de abordagem quantitativa do tipo experimental. Este tipo de pesquisa
tem como objetivo gerar novos conhecimentos Uteis para o avango da ciéncia (KAUARK;
MANHAES; MEDEIROS, 2010).

4.2 Locais de realizacao:

Os testes deste estudo foram realizados no Laboratorio de Pesquisa em Tratamento de
Feridas/LpTF da Escola de Enfermagem e Farmécia, em parceria com o Laboratério de
Farmacologia e Imunidade/LaFl, o Laboratério de Pesquisa em Quimica dos Produtos
Naturais — Fitoquimica do Instituto de Quimica e Biotecnologia (LPqPN — Fitoquimica/IQB),
o0 Laboratério de Tecnologia de Controle de Medicamentos/LTCM da Escola de Enfermagem
e Farmacia e o Laboratorio de Biociéncias Farmacéuticas, todos pertencentes a Universidade
Federal de Alagoas (UFAL).

4.3 Aspectos éticos

O projeto do presente estudo foi encaminhado & Comissdo de Etica no uso de Animais
da Universidade Federal de Alagoas, sendo aprovado em 12 de Fevereiro de 2015 com n° do
Processo 058/2014 (Anexo A). Os protocolos foram conduzidos respeitando-se os principios
éticos na experimentacdo animal, seguindo a diretriz brasileira para o cuidado e utilizacdo de
animais, determinada pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério
(COBEA, 2013).

4.4 Coleta e identificacdo das amostras

As folhas e caule da Hyptis pectinata foram coletados no Arboretum da UFAL
(Coordenadas Geografica S 9°33°11,9” W35°46°11,81°") em 25/09/2014, as 9:30 horas, em
dia ensolarado. Amostra do material vegetal coletado foi encaminhada para o Herbéario do
Instituto do Meio Ambiente de Alagoas (IMA-AL), onde a exsicata encontra-se depositada
sob 0 MAC n°23601 (Anexo B).

4.5 Preparo dos extratos etanolicos e seu fracionamento
Realizou-se a separacdo das partes da amostra coletada (folhas e caule), bem como o

descarte das folhas visivelmente desgastadas ou com fungos. Logo apds, as partes foram
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colocadas para secagem, realizada a sombra, com ar circulante durante 30 dias até ser possivel
identificar que as mesmas estavam secas.

Posteriormente, as partes foram trituradas e submetidas & maceracdo com Alcool
etilico a 97%. A filtragem foi realizada a cada 72 horas até o esgotamento da extracdo. A cada
filtracdo, a solugdo com extrato foi concentrada em evaporador rotativo a 40 °C e mantido em
dessecador com silica gel para evaporacdo do solvente residual e obtencdo do extrato

etanolico das folhas (EEF) e do extrato etanolico do caule (EEC) (Figura 3).

Figura 3 - Processo de Obtenc¢do do Extrato Etandlico das Folhas (EEF) e do Extrato Etandlico
do Caule (EEC)

FOLHAS SECA MACERACAO FILTRACAO ROTAEVAPORACAO EXTRATO ETANOLICO
TRITURADA DAS FOLHAS DAS FOLHAS

CAULE SECO MACERACAO DO = ROTAEVAPORACAO EXTRATO ETANOLICO
TRITURADOS CAULE FILTRACAO DO CAULE

Fonte: AUTOR, 2015.

Apos a obtencdo do EEF e EEC de Hyptis pectinata foi realizado o processo de
fracionamento com solventes organicos de polaridades crescentes, visando uma semi-
purificacdo das substancias através de suas polaridades (FILHO; YUNES, 1997). Os extratos
etandlicos foram submetidos a filtracdo em silica, utilizando-se o0s solventes hexano,
cloroférmio, acetato de etila e metanol (Figura 4), nesta ordem. As fracGes foram
concentradas em evaporador rotativo e mantidas em dessecador com silica gel para
evaporacéo do solvente residual (PARACAMPO, 2009).
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Figura 4 - Procedimento de obtencdo das fragdes dos extratos etandlicos em ordem crescente de

polaridade.

EXTRATO ETANOLICO DAS
FOLHAS OU CAULE

HEXANO
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Residuo

CLOROFORMIO
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Etila

Fracdo De Acetato de

METANOL

Fonte: AUTOR, 2015.

| Fracdo Metandlica I

As provaveis classes de metabolitos secundarios que se espera separar por meio do

fracionamento e semipurificagdo com solventes organicos descritas por Filho e Yunes (1997),

encontra-se na figura 5.

Figura 5 - Esquema da provavel separacao dos principais metabolitos secundarios presentes em

plantas
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Fonte: FILHO; YUNES, 1997.
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4.6 Ensaios bioldgicos

4.6.1 Prospeccao fitoquimica

Este teste teve como objetivo identificar as classes dos constituintes quimicos
bioproduzidos pelo metabolismo secundério contidos nos EEF e EEC de Hyptis pectinata.
Para tanto, utilizou-se a metodologia de Matos (1997), em que os métodos utilizados séo

qualitativos. Foi avaliada a presenca das seguintes classes:

Alcaloides

Para identificar a presenca de alcaloides uma aliquota de 5 mg dos extratos etandlicos
de Hyptis pectinata foram dissolvidas em 1mL de etanol a 80% e, em seguida, foram
adicionados 4 mL de &cido cloridrico (HCI) a 5%. Quatro porcbes de 1 mL desta solugédo
foram separadas em tubos de ensaio e foram adicionadas gotas do reagente de Dragendorff,
K(Bily). A precipitacdo de coloragdo vermelho-tijolo indicou uma reagéo positiva.

Acidos organicos
Uma aliquota de 5 mg dos extratos de Hyptis pectinata foi dissolvida em 3 mL de 4gua
destilada e foram adicionadas gotas de reativo de Pascova de colora¢do azul-violeta. A

descoloracéo deste reativo pela reagdo com os extratos indicou uma reacdo positiva.

Antraquinonas e Naftoquinonas

A presenca de antraquinonas foi identificada a partir da dissolugdo de 5 mg dos
extratos de Hyptis pectinata em agua destilada e, logo apds, em 3 mL de benzeno. Foram
adicionados 2 mL de hidroxido de aménio (NH4OH) a 10% e, em seguida, a solucdo foi
agitada suavemente. A coloracdo rdésea, vermelha ou violeta na fase aquosa, indicou uma

reacao positiva.

Terpenos

Foi dissolvida em 3 mL de agua destilada uma aliquota de 5 mg dos extratos de Hyptis
pectinata. Em seguida, redissolvida em 3 mL de cloroférmio. Adicionou-se 2 mL de anidrido
acetico, e ap0s agitacdo suave, foi adicionado 1 mL de acido sulfurico concentrado, formando
duas fases imisciveis, uma aquosa e outra cloroformica. A presenca de cores azuis
evanescentes, seguida de verde persistente, na fase cloroférmica, indicou a presenca desta

classe de constituintes.
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Saponinas

Uma aliquota de 5 mg dos extratos etanolicos de Hyptis pectinata foi dissolvida em 1
mL de etanol 80% e apos, diluido em até 15 mL de agua destilada. Em seguida, a solucéo foi
agitada vigorosamente durante alguns minutos num tubo de ensaio fechado. A formacao de
uma camada de espuma, e sua permanéncia estavel por mais de 30 minutos, representou

resultado positivo para saponinas.

Taninos

Os taninos presentes foram identificados a partir da dissolu¢do de 5 mg dos extratos
etandlicos de Hyptis pectinata em 10 mL de agua destilada. Em seguida, foi adicionada uma
gota de solucdo de cloreto férrico (FeCls) 1%. A mudanca de coloracdo ou formacdo de

precipitado indicou a presenca de taninos.

Flavanoides, Flavanois, Flavonas e Xantonas

Em um tubo de ensaio contendo 5 mg dos extratos etanolicos Hyptis pectinata
adicionou-se quatro fragmentos de magneésio granulado. Posteriormente, o tubo de ensaio foi
acidulado com 0,5 mL de HCI. O aparecimento da cor vermelha foi indicativo da presenca de
flavanoides. Em seguida, o tubo de ensaio foi alcalinizado com NaOH 1 mol™. A observacio
do surgimento de uma coloragdo amarela no pH alcalino indicou a presenca de flavonas,

flavanois e xantonas.

4.6.2 Ensaio da viabilidade celular pelo método MTT

O objetivo deste teste foi avaliar o dano induzido pelos EEF e EEG de Hyptis
pectinata e suas fracdes hexanica, cloroférmica, acetato de etila e metanélica no metabolismo
das mitocondrias celulares. Para tanto, seguiu-se a metodologia de Mosmann (1983) com
adaptacdes. A citotoxicidade € avaliada com a ajuda de um corante, 0 Metiltetrazolio
(brometo de 3- (4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H tetrazdlio), por meio da viabilidade de
macrofagos da linhagem J774 (ANVISA, 2012).

O Metiltetrazdlio ou MTT (sal de tetrazolio) possui coloragcdo amarela. As enzimas
desidrogenases presentes nas mitocondrias ativas dos macrdfagos sdo responsaveis pela
clivagem do sal de tetrazolio, resultando na formacdo de cristais de formazan, que por sua vez
possui coloracdo violeta. A quantidade de cristais formada é diretamente proporcional ao
namero de células viaveis. Assim, quanto mais escura a coloracao ao final da reacdo, maior é
a viabilidade celular (PERES et al., 2008; GOES et al., 2012).
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Os macrofagos da linhagem J774 foram mantidos em garrafas de cultura em 10 mL de
meio de cultura Roswell Park Memorial Institute (RPMI) suplementado com soro fetal bovino
(SFB) a 10% em estufa de CO,. No momento do uso, as células foram contadas, ajustadas em
meio RPMI e suplementadas com 10% de SFB.

Logo apos, os macrofagos J774 foram plaqueados em placas de 96 pocos, na
densidade de 2x10° células por poco e mantidos em estufa de CO, para aderéncia das células
viaveis no fundo dos pocos durante uma hora. Apos esse periodo, os extratos EEF e EEC de
Hyptis pectinata e suas fracOes, previamente solubilizadas em DMSO a 0,1% nas
concentracdes de 100, 10, 1 e 0,1 ug/mL, foram adicionados nos 96 pogos (100 uL/pogo).
Posteriormente, as placas foram incubadas durante 48 horas em estufa a 37 °C e a 5% CO,
com os macréfagos aderidos (SILVA; ALBUQUERQUE, 2011).

Apds o periodo de incubacdo, o sobrenadante foi descartado e cada poco recebeu 100
uL da solugcdo de MTT a 10% e, entdo, as placas foram reincubadas durante 2 horas em estufa
a 37 °C e a 5% de CO,. Os pogos controles continham células cultivadas somente com meio
de cultura e células cultivadas na presenca do diluente das substancias DMSO.

Para a quantificacdo do sal de formazan (coloragédo violeta) reduzido, as placas foram
lidas com o auxilio de um leitor de microplacas no comprimento de onda de 550 nm
(ANVISA, 2012).

4.6.3 Avaliacdo da capacidade sequestradora de radicais livres

O método DPPH ¢ utilizado em mais de 90% dos estudos de avaliacdo antioxidante de
substancias. E considerado facil, altamente sensivel, preciso, rapido, simples e econdmico.
Sua avaliacdo consiste no principio, no qual um radical sintético (DPPH) é gerado e a
capacidade de uma amostra para eliminar ou neutraliza-lo € monitorada através de um
espectrofotometro UV/visivel (OLIVEIRA, 2015).

4.6.3.1 Ensaios qualitativos

O EEF e EEC foram submetidos a ensaios para avaliagdo qualitativa da possivel
capacidade sequestradora de radicais livres frente ao radical sintético DPPH, seguindo a
metodologia de Soler-Rivas et al. (2000).

As amostras dos extratos etanolicos Hyptis pectinata foram solubilizadas em Metanol
(MeOH). Aliquotas de 2 pL de cada amostra foram aplicadas com auxilio de capilares de
vidro em cromatoplacas 5 x 20 (silica gel 60 F,s4, Merck) e eluidas em sistemas de solventes

adequados.
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Apos eliminacdo dos solventes & temperatura ambiente, foi aplicado, conforme mostra
a figura 6, o controle positivo, (+)-catequina (2 pL, 1 mg/mL em cloroférmio), do lado direito
da placa a uma altura equivalente a metade da mesma. Em seguida, as cromatoplacas foram
imersas, durante 10 segundos, em solucdo metandlica do radical sintético DPPH (2,2-difenil-
1-picrilidazila) e em seguida secas a temperatura ambiente. O surgimento de manchas
amareladas sob um fundo roxo nos fatores de Retencdo (Rfs) dos extratos avaliados sugere

uma possivel capacidade sequestradora de radicais livres.

Figura 6 - (A) Estrutura quimica do Controle Positivo (+)-catequina (B) Estrutura quimica do
Radical Sintético DPPH

Fonte: MOLYNEUX, 2004, MATSUBARA; RODRIGUEZ-AMAYA, 2006.

4.6.3.2 Ensaios Quantitativos

O EEF e EEC, apds apresentarem resultado positivo (mancha amarela) no ensaio
qualitativo, foram submetidos a ensaios para avaliacdo quantitativa frente ao radical sintético
DPPH. Este ensaio é baseado na capacidade do extrato de sequestrar o radical livre estavel
(DPPH) por meio da visualiza¢do do descoramento de uma solu¢do composta por este radical,

que é de cor violeta, quando adicionado o extrato teste (ALVES et al., 2007).

Obtencéo da Curva de Calibracéo

Para realizagdo desse teste foi determinada a curva de calibragéo do radical DPPH.
Inicialmente, preparou-se 50 mL de uma solucéo estoque de DPPH em metanol (MeOH) grau
espectroscopico — HPLC na concentragao de 40 pg/mL~100 uMol/L. A partir desta solugéo,
foram feitas diluicOes seriadas de 40, 35, 30, 25, 20, 15, 10, 5 e 1 mg/L para a curva de
calibracdo e submetidas & andlise em espectrofotometro UV/VIS, modelo SP-220 da
Biospectro e UV mini-1240 Shimadzu a 515 nm. As medidas foram feitas em triplicata,
utilizando-se cubetas de poliestireno com percurso 6ptico de 1 cm, contendo 1 mL de cada

solugéo. Como controle positivo (branco) utilizou-se MeOH grau HPLC.
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A curva calibrada foi construida a partir dos valores médios de absorbancia de cada
solucdo do DPPH versus as concentragfes usadas (1 a 40 mg/L) por meio da analise de
regressdo linear utilizando o programa Microcal OriginPro 8.0. Esta analise forneceu a
equacdo matematica da curva de calibracdo: y= a + b.x, no qual: a = coeficiente linear; b =
coeficiente angular ou inclinagdo da reta; x = concentragdo de DPPH aos 60 minutos; com seu
desvio padrédo e coeficiente de correlacdo linear (r). A curva obtida encontra-se no apéndice
A.

Preparo das solucdes e Analise cinética da Reacao

O EEF e EEC de Hyptis pectinata foram preparados a partir de 2 mg de cada extrato e
foram solubilizados em MeOH grau HPLC obtendo-se concentragdes de 25 a 200 pg/mL (25;
50; 100; 150 e 200 pug/mL). Aliquotas de 0,1 mL de cada uma dessas concentracdes foram
diluidas em 0,9 mL de solu¢do metandlica do radical DPPH (100 umol/L). As solucGes foram
protegidas da presenca de luz, homogeneizadas e as leituras de, no minimo, cinco diferentes
concentracdes foram realizadas. A leitura da absorbancia de cada uma das seis concentracdes,
em triplicata foi realizada em um intervalo de 0, 15, 30, 45 e 60 minutos em
espectrofotdbmetro a 515 nm. A partir da equagdo matematica y = a + b.x e dos valores de
absorbancias obtidos pela média no tempo de 60 minutos, juntamente com os coeficientes
angulares e lineares da reta da curva de calibracdo, foi possivel determinar a percentagem de
DPPH que permanece no meio apds reacdo com as amostras, ou seja, a percentagem de DPPH
remanescente (% DPPHgewm), conforme férmula descrita por Sanchez-Moreno et al. (1998):

*. DPPHzsw = [DPPHIT=t =x 100
[DPPH]T=:

Em que:
%DPPHgem = percentagem da concentragcdo de DPPHggwm;
[DPPH]+= = concentracdo de DPPH aos 60 minutos (tso);
[DPPH]r=o = concentracdo de DPPH inicial no meio (40 mg/L ou 100 umol/L).

A curva das amostras foi construida relacionando a percentagem da concentracdo de
DPPHgem as concentragOes avaliadas de cada extrato nas concentragdes de 25 a 200 pg/mL,
por meio da analise de regressao linear simples. A quantidade de anti-radical necessaria para
reduzir a concentracdo inicial de DPPH em 50% (Clso) foi obtida usando o modelo
matematico y = a + b.x, na concentragdo de DPPH aos 60 minutos. Quanto maior 0 consumo

de DPPH por uma amostra, menor sera sua Clsp € maior a sua capacidade de sequestrar
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radicais livres. Os extratos que apresentaram valores de Clsp <200 pug/mL foram considerados

promissores.
4.6.4 Avaliacdo da atividade antimicrobiana in vitro

Microrganismos utilizados

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana foram utilizadas linhagens de
microrganismos padronizadas pela American Type Cell Cellection — ATCC/Manassas -
VA/USA. Foram avaliadas bactérias Gram-positivas: Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Staphylococcus epidermidis (ATCC 31488) e Enteroccocus faecalis (ATCC 29212); Gram-
negativas: Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia coli (ATCC 25922),
Salmonella enterica (ATCC 1307), e o fungo Candida albicans (ATCC 24433).

Preparacéo do inéculo

As linhagens bacterianas e fungica liofilizadas foram cultivadas no caldo de cultivo
Brain Heart Infusion (BHI), que promove a ativacdo e a propagac¢do dos microrganismos.
Para cada linhagem foram adicionados 2,5 mL deste meio de cultura, em tubos de ensaios (15
x 100 mm), e com ajuda de uma pinca estéril, 0 microrganismo em sua forma inativa foi
introduzido. Em seguida, os tubos de ensaio foram levados a uma estufa bacterioldgica por 24
h a 35 °C para bactérias e por 48 h a 28 °C para fungos.

Apds esse periodo, com o auxilio de uma al¢a de platina, os microrganismos foram
semeados em placas de Petri com meio de cultivo Agar Miieller-Hinton (AMH) para
propagacao de bactérias, e Agar Sabouraud Dextrose (ASD) para fungos. As placas foram
reincubadas em estufa bacteriol6gica nas mesmas condi¢cdes (NCCLS, 2002; NCLSI 2012).

Para a padronizacdo da densidade do indculo, foi utilizado o controle de turbidez
optica de bario (BaSO,), correspondente a uma solucdo da escala padrdo de turvacdo de Mc
Farland do tubo 0,5, que resulta em uma suspensdo contendo aproximadamente 1 a 2 x 10°
UFC/mL de bactérias e 1,5 x 10° UFC/mL de leveduras (NCCLS, 2002; NCLSI 2012).

Determinagéo da concentracgéo inibitéria minima
A determinacdo da Concentracdo Minima Inibitoria foi avaliada por meio do método
de Microdiluicdo em Caldo, seguindo a metodologia descrita por Ayres et al. (2008),

Karaman et al. (2003) e Silva Junior et al. (2009) com adaptagdes.
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Para este teste, as amostras dos extratos EEF e EEC, bem como de suas fragdes
(hexanica, cloroférmica, acetato de etila e metandlica), foram solubilizadas em Cremophor a
2%, obtendo-se uma solucdo estoque com concentracao de 2000 ug/mL (10 mg da amostra/ 5
ml de solucdo de Cremophor a 2%).

Os ino6culos foram preparados em solucdo salina tamponada estéril e a suspensdo
bacteriana foi determinada pela turvagdo do tubo 0,5 da escala de Mc Farland (1,5 x 10°
UFC/mL), diluida numa proporcdo de 1:10 a fim de se obter uma diluicdo 10’ UFC/mL,
sendo a concentracao final de bactérias entre 5 x 10° UFC/mL e 5 x 10* UFC/pogo ao inocular
5 uL dessa suspensdo no caldo. A suspensao fungica, também determinada pela turvagdo do
tubo 0,5 da escala de Mc Farland (1,5 x 10° UFC/mL) foi diluida na proporcéo de 1:50 a fim
de se obter uma diluicéo 2 x 10* UFC/mL, sendo a concentracéo final desejada de 0,5 a 2,5 x
10° UFC/mL ao inocular 50 pL dessa suspensdo em cada pogo (NCCLS, 2002; NCLSI 2012).

O teste, conforme mostra a figura 7, foi realizado em microplacas de poliestireno
estéreis de 96 pocos, com 12 colunas (1 a 12) e 8 linhas (A H). Todos os orificios a partir da
linha A foram preenchidos com 100 pL de caldo de cultivo Miieller-Hinton (MH). Um
volume de 100 pL da solug@o estoque, na concentracdo de 2000 pg/mL, das diversas amostras
vegetais testadas foi inoculado, em triplicata, nas colunas de 1 a 9 da linha A, alcangcando uma
concentracéo final nesse pogo de 1000 pug/mL.

Figura 7 - Esquema do procedimento para realizagdo do teste Microdilui¢cdo em Caldo

4.5 ou 50 nl. do Indéculo nos pogos das colunasde 1 a 11
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Fonte: AUTORA, 2015

Legenda: CN — Coluna destinada ao Controle Negativo. 100 pL do caldo de cultivo de MH + 100 pL do
solvente utilizado para solubilizar a amostra (100 pL de Cremophor + 4,90 ml de SF a 0,9%) + 5 ou 50 pL do
indculo microbiano;

CC — Coluna destinada ao Controle de Crescimento; 100 pL do caldo de cultivo de MH + 5 ou 50 L do in6culo
microbiano;

CE — Coluna destinada ao Controle de Esterilidade da placa. 100 pL do caldo de cultivo de MH;

1. 100 pl de caldo de Cultivo MH em todos os 96 pogos
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Em seguida, uma aliquota de 100 pL do conteudo de cada orificio da linha A foi
transferido para os orificios da linha B, e ap6s homogeneizacdo o mesmo volume foi
transferido para a linha C, repetindo-se este procedimento até a linha H. Obtendo-se as
concentracdes decrescentes em ug/mL de 1000 (Linha A); 500 (Linha B); 250 (Linha C); 125
(Linha D); 62,5 (Linha E); 31,2 (Linha F); 15,6 (Linha G) e 7,8 (Linha H).

Posteriormente, em cada orificio foram adicionados 5 pL de in6culo bacteriano e 50
uL de indculo fungico. Os orificios das colunas 10, 11 e 12 foram destinados para os testes de
controle do experimento. Para o controle positivo da viabilidade bacteriana, utilizou-se o
caldo de cultivo MH e o indculo microbiano (5 puL ou 50 ugL); o controle negativo foi
avaliado por meio da atividade inibitéria do solvente Cremophor a 2%; e para o controle de
esterilidade, utilizou-se apenas o caldo de cultivo MH.

As placas foram incubadas em estufa bacteriologica a 35 °C por 18 h para as bactérias
e a 28 °C por 48 h para o fungo. Apos este periodo, foram adicionados 20 pL de solugéo
aquosa de Cloreto 2,3,5 Trifenil Tetrazolium (TTC) a 0,5% em cada pogo e as placas foram
reincubadas por mais 3 h.

O TTC ¢ incolor na forma oxidada e vermelho quando reduzido. Os Microrganismos
vivos reduzem o TTC por agdo enzimaética, originando o trifenil formazan (Figura 8), o qual é
mantido dentro de granulos nas células, as quais se tornam vermelhas (RAMOS,
PIZZOLITO; PI1ZZOLITTO, 2008). Assim, mudanca de incolor para coloracdo vermelha
significou a presenca de microrganismos e a auséncia da coloracao vermelha significou prova

positiva da acdo inibitdria do extrato sobre 0os microrganismos testados.

Figura 8 - Esquema de reducéo do Cloreto 2,3,5 Trifenil Tetrazolium (TTC)
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Fonte: VIEIRA, 2008.

O grau de atividade antimicrobiana foi determinado segundo os seguintes critérios:
CIM de atée 100 pg/mL (Ativa), CIM de 100-500 pg/mL (Atividade Inibitoria Moderada),
CIM de 500-1000 pug/mL (Atividade Fraca) e CIM maiores que 1000 ug/mL (inativos). A

validade deste teste é verificada na constatacdo do crescimento microbiano no controle
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positivo e a CIM foi considerada como a menor concentracdo do extrato em ug/mL capaz de
inibir completamente o crescimento microbiano (DALL"ANGOL et al., 2003).

4.6.5 Ensaio para avaliacdo do potencial cicatrizante in vivo

Por ter apresentado melhores resultados nos testes in vitro (presenca de maior niUmero
de metabdlitos secundarios, atividade antioxidante e baixa citotoxidade), o Extrato Etandlico
das Folhas (EEF) de Hyptis pectinata foi selecionado para o teste cicatrizante in vivo. Para a
realizacdo deste teste, adotou-se a metodologia utilizada por Sarmento (2014) para a

construcdo do protocolo experimental, com certas adaptaces.

Animais

Foram utilizados 27 ratos (Ratus novergicus albinus - linhagem Wistar), adultos,
fémeas, pesando entre 160 e 210 gamas, com idade de quatro meses adquiridos no Biotério da
Universidade Estadual de Ciéncias da Salde - UNCISAL e transferidos para o LpTF,
respeitando-se os Principios Eticos na Experimentacdo Animal. Os animais ficaram em
observacdo por 21 dias antes do bioensaio para verificacdo das condigdes clinicas e
identificacdo de variaveis que pudessem influenciar no resultado do experimento.

Os ratos foram pesados e separados pelo método probabilistico de escolhas aleatorias
em 3 grupos (n= 9) e identificados a partir da terapéutica: Controle Positivo (CP); Controle
Negativo (CN); Experimental T (ET). Os animais foram mantidos individualmente em
gaiolas de polietileno forradas com serragem, em fotoperiodo de 12 horas de claro e escuro,
ruidos minimos e temperatura ambiente 21 + 1 °C, mantida por ar condicionado. Alimentacédo

com racdo comercial (Nuvilab®) e 4gua “ad libitum”.

Técnica operatdria

Cada animal foi submetido a verificagdo do peso corporeo para célculo da anestesia. O
procedimento anestésico foi realizado por via intraperitoneal com 50 mg/Kg de ketamina a
10% e 10 mg/Kg de xilazina a 2 %, administrando-se 0,1 mL para cada 100 g de massa
corporea do animal (UDEGBUNAM et al., 2014).

Em seguida, procedeu-se a verificacdo da temperatura por via retal, epilagdo do dorso
e antissepsia da pele com clorexidina degermante a 2%. Na area epilada, com um punch n° 12
(12 mm) realizou-se a confecgdo de uma leséo excisiva no dorso do animal a partir da linha

mediana dorsal até o nivel do tecido aponeurdtico (Figura 9). Em seguida, as les6es foram
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limpas com solucéo fisioldgica a 0,9% e cobertas com gazes estéreis e ataduras, aguardando-

se 24 horas para o inicio da terapéutica.

Figura 9 - Sequéncia adotada na técnica Operatoria

Fonte: AUTORA, 2015

Legenda: A- Epilacdo do dorso; B - Antissepcia com clorexidina degermante a 2%; C, D- Confec¢do da leséo
com um punch n°® 12 (12 mm); E- Limpeza da lesdo com SF a 0,95 estéril; F — Ocluséo da ferida com gaze
estéril e atadura;

Tratamento das feridas

Os cremes utilizados neste experimento foram manipulados por um farmacéutico,
contendo a mesma base (&lcool cetoestearilico, alcool cetoestearilico etoxilado,
propilenoglicol, lanolina, éleo de améndoas doce, oleato de gliceril A, petrolato branco e agua
purificada), tendo-se o cuidado de seguir técnicas assépticas.

Ap6s 24 horas, iniciou-se o tratamento conforme a especificacdo de cada grupo,
descrita abaixo:
CP (Controle Positivo): Creme base contendo Dexpantenol a 5%;
ET (Experimental T): Creme base contendo a concentracdo de 5% do extrato etandlico da
folha de Hyptis pectinata;
CN (Controle Negativo): Creme base;

Os animais foram avaliados a cada 24 horas por 14 dias (BATISTA et al., 2012;
DHAPTE et al., 2014; SARMENTO et al., 2014) para a observacao clinica das lesdes quanto
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a presenca de efeitos adversos, irritacdo perilesional e retracdo cicatricial. Todos os dados
foram registrados em protocolos pré-estabelecidos.

Todas as feridas foram tratadas diariamente, limpas com solucéo isotdnica de Cloreto
de Sddio a 0,9% estéril, seguida pela aplicacdo da cobertura primaria contendo a terapéutica
especifica de cada grupo, seguida pela cobertura secundaria com gaze seca estéril e atadura de

crepe.

Periodos de Avaliacéo

Nos 3°, 7° 11° e 14° dias de pos-operatério (DPO) foi realizada a avaliacdo
macroscopica da ferida de todos os animais segundo protocolo pré-estabelecido (Apéndice B).
Nos 3° 7° e 14° DPO, trés animais de cada grupo (totalizando 9 animais por dia) foram
eutanasiados para retirada da ferida, dos érgdos (figado e rins) e do sangue.

Apos procedimento anestésico, o animal foi colocado na posic¢do dorsal e submetido a
exsanguinacdo cardiaca, obtendo-se 5 mL de sangue para 0s seguintes testes séricos: Alanina
aminostransferase (ALT), Aspartato aminotransferase (AST), uréia e creatinia, a fim de que
seja avaliada a funcdo hepatica e renal. Posteriormente, foram retirados de cada animal, os
rins e figado, os quais foram pesados e colocados em recipientes identificados, em formol a
10%, para a avaliacdo histopatoldgica.

Os animais foram monitorados por meio dos seguintes parametros de avaliacao:

A Observacdao clinica: aspecto geral, peso do animal e temperatura corpdrea.

B. Analise_macroscépica das feridas: presenca ou auséncia de tecido de granulacéo,

inflamacgdo, sangramento local, fibrina, exsudato, extensdo da crosta ou tecido necrético
(total, parcial ou ausente) e mensuracao do tamanho da lesdo. Com um paquimetro, mediu-se
0 maior e menor didmetro da ferida. A partir dessas medidas, a érea da ferida foi calculada por
meio da férmula A: = X R x r, onde A corresponde a &rea da ferida, R 0 maior raio, r o menor
raio e = uma constante com valor de 3,14 (SILVA, 2006). O grau de contracédo da ferida foi
obtido seguindo a formula abaixo, desenvolvida por Agren et al. (1997):

(Area inicial — drea do dia da medida)
% de Contracdo no dia da medida: x 100
Area inicial

C. Analise_microscopica das feridas: apds a eutanasia, a ferida de trés animais por

grupo foi coletada, tendo-se o cuidado de abranger todo o leito da ferida e sua borda,

acondicionadas em recipiente hermeticamente fechado contendo formaldeido a 10% e
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posteriormente foram submetidas a procedimento histoldgico pela coloracdo de Hematoxilina-
eosina (HE). A leitura das laminas foi realizada pelo patologista Dr. Ricardo Houly.

A analise do material retirado teve como referéncia as fases do processo de
cicatrizacdo: inflamatdria, proliferativa e de remodelacdo. Para analise quantitativa dos
resultados da avaliacdo histoldgica, foram eleitos os escores (Tabela 1) com base na literatura
e preenchidos em protocolo pré-estabelecido (Apéndice C). A intensidade das varidveis (1+ a
5+) foi multiplicada por fatores positivos ou negativos (constituintes da sétima coluna da
tabela) baseados na sua importancia para a cicatrizagdo. A soma destes produtos correspondeu
ao escore total para cada animal, o qual foi, posteriormente, somado aos escores dos demais
animais do grupo e obtida a média. Quanto maior o escore do animal, melhor encontra-se o
processo de cicatrizacdo (SARMENTO et al., 2014; MEDEIROS et al., 1999).

Tabela 1 - Escores utilizados para avaliagdo do exame histopatoldgico

Variaveis Ausente Presente Discreto  Moderado  Intenso  Fator  Total
Crosta +1 +2 - - ; 1
Inflamag&o aguda - - +3 +4 +5 -4
Colagenizacéo - ; +3 +4 +5 +5
Proliferacéo ) i +3 +4 +5 +5
fibroblastica

izaca +3 +4 +5 +5
Neovascularizagao - -
Reepitelizagéo - ; +3 +4 +5 +5
Tecido d? 1 0 ] ] ] +10
granulacéo
+ +2 - - - +10

Fibras de colageno

Testes estatisticos

A anlise estatistica foi realizada com o uso do sistema GraphPad Prism® 6. Nos testes
de citotoxidade e potencial cicatrizante, as variaveis numéricas foram avaliadas pelo teste de
Anélise de Variancia (ANOVA) com um fator de interag&o entre si, com pos-teste de Dunnett
para analise do efeito entre os grupos. Para a analise da atividade antioxidante utilizou-se o

teste de regressao linear simples. O nivel de significancia estabelecido foi de 5% (p<0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento dos extratos etandlicos e suas fracoes

ApoOs evaporacdo do solvente residual, obteve-se os extratos EEF e EEC. O
rendimento de cada extrato encontra-se descrito na Tabela 2, na qual observa-se que o EEF
obteve maior rendimento quando comparado ao EEC. A fracdo do EEF que apresentou maior
rendimento foi a hexanica, enquanto que a do EEC foi a acetato de etila. Observando a Tabela
2, pode-se sugerir que nas folhas tem-se mais metabolitos secundarios com menor polaridade
que as fracdes do caule, as quais se apresentaram em menor quantidade. O rendimento das

fracOes do caule foi maior para as fragdes polares.

Tabela 2 - Rendimento dos extratos etanolicos de Hyptis pectinatae suas fragdes.

Extratos Rendimentos (g)
EEF 4,62
Fracéo hexanica do EEF 0,84
Frac&o cloroférmica do EEF 0,18
Frag&o acetato de etila do EEF 0,21
Fracdo metanolica do EEF 0,30
EEC 4,20
Fracdo hexénica do EEC 0,22
Fracéo cloroférmica do EEC 0,34
Fracdo acetato de etila do EEC 0,61
Fracdo metandlica do EEC 0,43

Fonte: AUTORA, 2015

O maior rendimento da fragdo hexéanica evidenciado no EEF certamente se deu devido
a presenca de terpenos demonstrada na prospeccao fitoquimica, uma vez que esta classe de
metabolitos secundarios possui afinidade com o hexano, um solvente de baixa polaridade. O
mesmo pode ser observado pelo EEC, onde a fracdo acetato de etila obteve maior rendimento,
tendo alguns triterpenoides afinidade com este solvente (FILHO; YUNES, 1997).

5.2 Prospeccéo Fitoquimica

A prospeccéo fitoquimica evidenciou a presenca de classes de constituintes quimicos
nos dois extratos etanolicos de Hyptis pectinata. Foi possivel a identificacdo de Taninos,
Alcaloides, Flavonas, Xantonas e Flavandis e Terpenos estando apenas este Gltimo presente
nos dois extratos, enquanto que os demais foram identificados apenas no extrato EEF,

conforme mostra a Tabela 3.
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Tabela 3 - Prospeccéo fitoquimica dos EEF e EEC de Hyptis pectinata.

Extrato Etanolico de Hyptis pectinata

Constituintes Quimicos Folhas Caule
Antraquinonas - -
Saponinas - -
Taninos + -
Alcaloides + -
Acidos Organicos - -
Terpenos + +
Flavonas, Flavanois e Xantonas + -

Fonte: AUTORA, 2015
Legenda: (-) Ausente; (+) Presente

Os metabolitos secundarios sdo produtos oriundos do metabolismo das plantas. Sua
acao ndo se limita a atividade biologica exercida nas plantas, pois esses produtos possuem
uma imensa atividade farmacoldgica para saude humana, o que vem despertando cada vez
mais o interesse de pesquisadores (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Diferentemente dos metabdlitos primarios, que estdo presentes em todas as plantas,
nem todos os secundarios podem ser encontrados em todas as espécies, sendo sua producao
muitas vezes restrita a um género especifico ou uma familia (GARCIA; CARRIL, 2009). No
género Hyptis foram identificados, a partir de estudos de prospecgdo fitoquimica, a presenca
dos metabolitos secundarios lignanas, alcaloides, flavonoides e terpenos, estando este Gltimo
em maior quantidade (FRANCO et al., 2011; PICKING et al., 2013; DIAN-HONG XU et al.,
2014).

Figura 10 - Identificagdo das classes de compostos metabdlitos nos EEF e EEC de Hyptis
pectinata

Fonte: AUTORA, 2015
Legenda: A - Mudanca para coloracédo verde escuro do EEF de Hyptis pectinata apds adigdo de 1 gota de cloreto

férrico (FeCl) 1%, evidenciando presenga de Taninos no EEF; B - Precipitacdo de coloracdo vermelho-tijolo no
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EEF, evidenciando presenca de Alcaloides; C — Mudanga para coloragdo amarela do EEF apds adigdo de NaOH,
evidenciando presenca de flavonas, flavanois e xantonas; D - Mudanca para coloracdo verde persistente dos EEF

e EEC ap06s adicdo de 1 mL de acido sulfidrico, evidenciando presenca de Terpenos;

A evidéncia de coloracao verde escura indicou (Figura 10- A) a presenca de Taninos
Condensados no EEF de Hyptis pectinata. Os taninos sdo compostos fendlicos que
apresentam solubilidade em agua e peso molecular compreendido entre 500 e 3000 Dalton,
possuindo a habilidade de formar complexos insollveis em agua com proteinas, gelatinas e
alcaloides (MONTEIRO et al., 2005).

Os taninos condensados sdo polimeros de flavan-3-ol e/ou flavan-3,4-diol, produtos do
metabolismo do fenilpropanol. Sua atividade bioldgica relaciona-se, principalmente, com suas
propriedades adstringente, exercendo efeito antidiarreico e antisséptico. Atua em processos de
cura de feridas, queimaduras e inflamacdes, pois possui a capacidade de formar uma camada
protetora (complexo tanino-proteina e/ou polissacarideo) sobre tecidos epiteliais lesionados, e
assim, o processo curativo pode ocorrer naturalmente logo abaixo dessa camada
(MONTEIRO et al., 2005).

Os taninos podem ser encontrados em plantas da familia Lamiaceae os quais,
possivelmente, junto com os flavanoides sdo responsaveis pela atividade antioxidante dessas
plantas (NAKASHIMA, 2004; KOMES et al., 2010; VLADIMIR-KNEZEVIC et al., 2011).

A precipitacdo de coloracdo vermelho-tijolo no EEF de Hyptis pectinata (Figura 10 -
B) indicou a presenca de Alcaloides neste extrato. Cerca de 20% das plantas conhecidas
acumulam alcaloides. Esta classe de substancia de metabolismo secundério é famosa pela
acentuada acdo sobre o sistema nervoso central, sendo muitos deles utilizados como venenos
ou alucindgenos. Dentre as vérias atividades bioldgicas, € atribuida a acdo antimalérica,
antimicrobiana, anticancerigena, anti-inflamatéria, além de poder ser utilizado no tratamento
do diabetes, como afrodisiaco, vasodilatador, antisséptico e cicatrizante (OLIVEITA et al.,
2009).

Apesar da ocorréncia de alcaloides no género Hyptis ser rara, estudos foram capazes
de identificar sua presenca em pequena quantidade nas espécies Hyptis platanifolia e Hyptis
verticillata (SILVA; MENDES; GOES NETO, 2011; FALCAO; MENEZES, 2013).

A mudanga para uma coloracdo amarela apos alcalinizacdo (Figura 10 - C) indicou a
possivel presenca dos metabdlitos secundarios Flavanois, Flavonas e Xantona. Estes

metabolitos constituem as principais classes dos flavonoides e sdo conhecidos por suas
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atividades bioldgicas, onde se destaca a atividade antioxidante (HUBER; RODRIGUEZ-
AMAYA, 2008).

Estas classes de flavonoides tém sido isolados em diversas plantas da familia
Lamiaceae e relacionados as atividades anti-inflamatoria, antioxidante, anticancer e
antimutagénica (GOHARI et al., 2009; CULHAOGLU et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2014).

A presenca de cores azuis evanescentes, seguida de verde persistente na fase
cloroférmica (Figura 10 - D) indicou a presenca de Terpenos. Estes estdo presentes em 0leos
essenciais de plantas, constituem uma ampla classe de produtos naturais e exercem diversas
fungBes no reino vegetal e na satde humana. S&o hidrocarbonetos formados pela fusdo de
unidades de Isopreno (CsHg). A unido sucessiva de dois, trés, quatro e seis unidades de
isopreno dao origem, respectivamente, a monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos e
triterpenos (ORMENO; FERNANDEZ, 2012).

Nesta classe, existem mais de 40 mil estruturas diferentes, que atuam como agentes
farmacéuticos, propriedades comprovadas por meio de estudos que evidenciaram atividades
bioldgicas como anti-inflamatoria, analgésica e antipirética (SILVA; DUARTE; VIEIRA
FILHO, 2014).

Estudos realizados a partir da investigacdo fitoquimica do 6leo essencial de Hyptis
pectinata, identificaram a presenca de monoterpenos e sesquiterpenos entre os metabdlitos
secundarios (CALDAS et al., 2011; KOBA et al., 2014; MENEZES et al., 2015). Outro
estudo realizado por Serafini et al. (2012), também com Oleo essencial desta planta,
identificou a classe de sesquiterpenos e associou sua presenca a atividade antioxidante
evidenciada por seu estudo.

Sua presenca também foi associada a atividade antinociceptiva, uma vez que o Gleo
essencial de Hyptis pectinata, apds prévia identificacdo de sesquiterpenos como metabolito
predominante, foi capaz de reduzir significativamente o nimero de contorc¢des induzidas por
acido acetico, bem como atrasou o tempo de reacdo a placa quente quando comparado com o
grupo controle (ARRIGONI-BLANK et al., 2008). Santos et al. (2008) também atribuiu a
atividade antimicrobiana do 06leo essencial de Hyptis pectinata em seu estudo a presenca de
sesquiterpenos e monoterpenos.

O timol, um monoterpeno fenolico presente na espécie Hyptis pectinata, possui
inmeras atividades bioldgicas. E capaz de modular a sintese de prostaglandinas e, assim
exercer acdo anti-inflamatoria, bem como exerce acdo antioxidante. Estudos também foram

capazes de comprovar sua agdo cicatrizante, seja pelo recrutamento de macroéfagos na fase
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inflamatéria ou pelo aumento na producdo de fibroblastos (FALCAO; MENEZES, 2003;
BARRETO et al., 2014;).

Neste sentido, os resultados encontrados no teste de prospeccdo fitoquimica,
identificaram classes de metabdlitos secundarios de grande importancia bioldgica. Desta
forma, a planta Hyptis pectinata torna-se apta para realizacdo de testes que explorem sua
atividade antioxidante, antimicrobiana e cicatrizantes, uma vez que o0s metebo6litos
encontrados conforme demosntrado na literatura apresentaram tais atividades em estudos

anteriores.

5.3 Ensaio de Viabilidade Celular pelo Método MTT

O método MTT foi utilizado para avaliar a possivel citotoxicidade dos extratos EFF,
EEC e de suas fracGes. Conforme mostra o grafico 1, o extrato EEC ndo apresentou
citotoxicidade frente a linhagem celular de macr6fagos J774 nas concentracdes de 100, 10, 1 e
0,1 pg/mL. Suas fracbes hexanica, cloroférmica e de acetato de etila causaram lise celular
significativa quando comparada ao grupo controle DMSO 0,1% na concentracdo de 100
pug/mL, ndo sendo tdxico nas demais concentragfes. Ja a fragdo metanolica ndo evidenciou
citotoxidade significativa.

Poucos sdo os estudos sobre a citotoxidade da espécie Hyptis pectinata disponiveis na
literatura. A anélise da atividade antineoplasica frente a linhagem tumoral HT29 do extrato
etanolico do caule desta espécie, demonstrou que este ndo apresentou acdo citotdxica
suficiente para ser utilizado como antitumoral (SILVA; ALBUQUERQUE, 2011). Tal dado

corrobora com o encontrado no presente estudo.

Gréfico 1 - Efeito do EEC e suas fragdes no ensaio de MTT
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Nota: Os dados representam a média + e.p.m da absorbancia comparados ao controle através de uma Analise de
Variancia (One-way ANOVA) seguidos do teste de Dunnett, onde ***p <0,001 comparado ao grupo controle
DMSO 0,1%.
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Ja o extrato EEF e suas fragGes, conforme demonstra o grafico 2, ndo apresentou
citotoxidade, pois nas concentragfes de 100, 10, 1 e 0,1 pg/mL ndo houve reducdo da

viabilidade celular, bem como nas de suas fragdes na concentracao de 100 ug/mL.

Gréfico 2 - Efeito do EEF e suas fra¢es no ensaio de MTT
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Nota: Os dados representam a média + e.p.m da absorbancia comparados ao controle através de uma Anélise de
Variancia (One-way ANOVA) seguidos do teste de Dunnett, onde ***p <0,001 comparado ao grupo controle
DMSO.

O extrato hidroalcdlico de toda planta H. pectinata foi submetido ao teste de
toxicidade e ndo se mostrou toxico contra eritrocitos e células mononucleares do sangue
periférico de ratos, bem como ndo foi identificado alterac6es histopatologica do figado, rins e
baco dos animais submetidos a este extrato (BARBOSA et al., 2012).

Assim, ndo foram constatados neste estudo sinais de citotoxidade para o EEF e de suas
fracdes, bem como o EEC, o que faz estes extratos serem promissores para estudos in vivo. Ja
as fracdes do EEC que apresentaram citotoxidade, podem ser estudadas como potenciais

antitumorais, ndo descartando seu possivel uso para a medicina.

5.4 Atividade da capacidade sequestradora de radicais livres

5.4.1 Ensaios qualitativos

Os extratos EEF e EEC foram expostos a 30 ml no sistema de eluente de solventes,
primeiramente em hexano/acetato na propor¢do 9:1 (27:3 mL), porém ndo apresentaram
eluicdo. Assim, adicionou-se 3 mL de Acetato e seguiu-se a sequéncia de 8:2; 7:3 e 6:4.

O extrato EEF eluiu no Hexano/Acetato na proporgdo 7:3 e o Extrato EEC na de 6:4.
As cromatoplacas de silica gel foram reveladas em lampada ultravioleta nos comprimentos de

onda 254 e 365 nm, conforme mostra a figura 11.
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Figura 11 - Cromatoplacas dos ensaios qualitativos da atividade antirradicalar dos extratos EEF
e EEC de Hyptis pectinata ap6s reacdo com o radical livre sintético DPPH

Fatores de Retencao do

Extrato
- -
| () —catequina

Extrato Etandlico Extrato Etandlico
das Folhas do Caule

Fonte: Autora, 2015
Legenda: Fatores de retencdo dos extratos: manchas amareladas sob um fundo roxo, sugerindo possivel
capacidade sequestradora de radicais livres; (+)-catequina: controle positivo padrao.

Os extratos testados sugeriram uma possivel capacidade sequestradora de radicais
livres, indicada pela presenca de manchas amareladas sobre o fundo roxo das cromatoplacas,
guando comparadas ao controle positivo (+)-catequina, 0 que os tornam candidatos ao teste de

avaliacdo quantitativa da atividade antioxidante.

5.4.2 Ensaios Quantitativos

A Tabela 4 mostra as médias das triplicatas dos valores obtidos nas leituras da
absorbancia das concentracbes 200, 150, 100, 50 e 25 pg/mL dos extratos testados aos 60
minutos para posterior célculo da concentracdo de DPPH.

Tabela 4 - Média da absorbancia das triplicatas dos valores no ts, dos EEF e EEC

Concentracges do Média da Absorbancia no tgg
Extrato (ug/mL) Extrato Etandlico das Extrato Etanélico do
Folhas Caule
200 0,432 0,870
150 0,508 0,808
100 0,653 0,852
50 0,731 0,879
25 0,792 0,846

Fonte: AUTORA, 2015

O Extrato EEC de Hyptis pectinata (Tabela 5) ndo apresentou atividade sequestradora
frente ao radical livre de DPPH, uma vez que apresentou uma concentracdo maior a 200

pHg/mL no tempo 60 minutos.
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Tabela 5 - Tratamento estatistico da incapacidade sequestradora de radicais livres do EEC de
Hyptis pectinata

PARAMETRO VALOR ERRO
A 77,61 1,725
B -0,0232 0,01402
R SD N p
0,48 2,008 5 0,19661

Fonte: AUTORA, 2015; Legenda: SD = (Desvio Padrdo); N = (NUmero de concentracGes testadas); p = (Nivel

de significancia)

Y= A+B.x = 50= 77,6089 + (-0,0232) . x == x=50 - 77,6089/-0,0232 == x= 1190,038+
2,00pg/mL

No que se refere ao extrato etandlico das folhas, este extrato apresentou atividade

sequestradora do radical livre com uma concentracao de 133,32+1,59 pg/mL (Tabela 6).

Tabela 6 - Tratamento estatistico da capacidade sequestradora de radicais livres do EEF de
Hyptis pectinata

PARAMETRO VALOR ERRO
A 75,21 1,366
B -0,18913 0,01111
R SD N p
0,99 1,590 5 0,00044

FONTE: AUTORA, 2015; Legenda: - SD = (Desvio Padrdo); N = (NUmero de concentracGes testadas); p =
(Nivel de significancia)

Y=A+B.x = 50= 7521486 + (-0,18913) . X wmp Xx= 50 - 75,21486 /-0,18913 wmp X=
133,32+1,59 pug/mL

Extratos de plantas do mesmo género de Hyptis pectinata como Hyptis suaveolens,
Hyptis rhomboidea e Hyptis brevipes também evidenciaram capacidade sequestradora de
radicais livres, destacando-se as espécies Hyptis suaveolens, que apresentou uma ICso de 12,43
pug/mL, Hyptis fasciculata e Hyptis fruticosa ambas com uma ICsy de 35 pg/mL, o que
comprova o potencial medicinal deste género (SILVA et al., 2009; ANDRADE et al., 2010;
D.-H. Xu et al., 2013; GHAFFARI et al., 2014).
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Gréfico 3 - (A) Curva da percentagem do radical livre sintético DPPH remanescente frente ao
Extrato Etandlico do Caule de Hyptis pectinata; (B) Curva da percentagem do DPPH
remanescente frente ao Extrato Etandélico das Folhas de Hyptis pectinata
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Fonte: AUTORA, 2015
Nota: Os dados representam a percentagem da concentracdo de DPPH remanescente (DPPHggm %) nas
diferentes concentracGes dos extratos através da andlise de regressao linear simples. *p= 0,00044

Corroborando com tais resultados, o extrato aquoso das folhas de Hyptis pectinata
também apresentou moderada acdo Antioxidante frente ao radical livie DPPH (PAIXAO et
al., 2013). Em outro estudo dirigido por Serafini et al. (2012), o Oleo Essencial das Folhas de
Hyptis pectinata também evidenciou significativa atividade antioxidante, atribuida a presenca
de sesquiterpenos, composto presente de forma majoritaria no 6leo essencial estudado.

Os radicais livres sdo atomos e moléculas produzidas pelo organismo resultantes do
funcionamento normal do corpo, mas que também podem ter sua producdo acentuada por
fatores ambientais como radiagdo, poluicdo e tabagismo. O excesso de radicais livres no
organismo pode levar ao estresse oxidativo e, consequentemente, a oxidagdo das células e
resultar no envelhecimento e desenvolvimento de patologias como diabetes, cancer,
aterosclerose, declinio do sistema imune e disfuncdes cerebrais (VARGAS; HOELZEL,
ROSA, 2008).

Os antioxidantes sdo substancias capazes de retardar a velocidade de oxidacdo das
células e inibem os radicais livres prevenindo, consequentemente, o desenvolvimento de
doencgas, bem como retardando o envelhecimento. Desta forma, estabilizam ou desativam os
radicais livres antes que estes ataquem os alvos bioldgicos nas células (PEREIRA,;
CARDOQSO, 2012).

Nas plantas, a atividade antioxidante tem sido associada a presenga de compostos
fenolicos como fendis simples, acidos fendlicos, cumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos

condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas. A atividade destes compostos deve-se,
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principalmente, as suas propriedades redutoras. Estas caracteristicas desempenham um papel
importante na neutralizagdo ou sequestro de radicais livres, agindo tanto na etapa de iniciacéo
como na propagacao do processo oxidativo (SOUZA et al., 2007).

No que se refere a cicatrizacdo, a inflamacdo gerada pela lesdo tecidual resulta na
formacdo continua de metabdlitos reativos levando a uma excessiva produgdo de metabolitos
de oxigénio, gerando uma condi¢do de estresse oxidativo que resulta em peroxidagdo de
lipideos, quebra de DNA e inativacdo enzimatica, com consequente aceleracdo do processo
degenerativo e perda da estabilidade celular (' ACAMPORA et al., 2007; PEREIRA;
CARDOSO, 2012).

Substancias com atividade antioxidante impedem o dano oxidativo e morte celular
eliminando radicais de oxigénio, protegendo contra a peroxidacdo lipidica e interrompendo a
reacao em cadeia de formacdo de radicais livres, prevenindo, assim, a degeneracdo das células
envolvidas da cicatrizagdo, promovendo a contragdo da ferida e aumentando a formacao de
capilares e fibroblastos (' ACAMPORA et al., 2007; PAWAR; TOPPO, 2012).

Por fim, apesar de ser o mais utilizado, o teste do sequestro do radical sintético DPPH
ndo € o unico. Outros métodos de determinacdo de atividade antioxidante in vitro estdo
disponiveis sendo necessario, assim, submeter os extratos de Hyptis pectinata estudados a
outros métodos que confirmem sua atividade antioxidante (ALVES et al., 2010).

5.5 Concentracdo Inibitéria Minima

Os extratos EEF e EEC, bem como de suas fracdes apresentaram melhores resultados
frente as bactérias Gram-positivas. A inibicdo das bactérias Gram-negativas ocorreu somente
em concentragdes elevadas (1000 pg/mL) (Tabela 7).

O extrato EEF apresentou melhor resultado quando comparado ao extrato EEC, uma
vez que apresentou atividade inibitéria moderada com uma CIM de 500 pg/mL frente aos
microrganismos Gram-positivos S. aureus e S. epidermidis.

No que se refere as fracdes, a cloroférmica, acetato de etila e metandlica das folhas
apresentaram os melhores resultados, inibindo S. aureus em uma concentragdo de 250 pg/mL
(Atividade Inibitéria Moderada) (Figura 12). As fraces cloroférmica e acetato de etila do
extrato EEC também apresentaram atividade inibitoria moderada frente S aureus,
apresentando uma CIM de 500 pg/mL e 250 pg/mL, respectivamente (Figura 13).
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Tabela 7 - Concentracdo inibitéria minima (CIM) dos extratos etanolicos de Hyptis pectinata,

bem como de suas fragdes frente aos microrganismos avaliados.

AMOSTRAS
TESTADAS CIM (pg/mL)
Microrganismos

FOLHA S. aureus S. epidermidis P. aeruginosa S.entérica E.faecales E .coli
Extrato Etandlico 500 500 - - - -
Fracdo Hexéanica - - - - - -
Fracdo Cloroférmica 250 - - - - -
Fracdo Acetato de 250 500 - - - 1000
Etila
Fracdo Metanolica 250 - - 1000 - 1000
CAULE
Extrato Etanélico - - - - - -
Fracédo Hexanica 1000 - - - - 1000
Fracdo Cloroférmica 500 1000 - - - -
Fracdo Acetato de 250 1000 - - - -

Etila

Fracdo Metanolica

*Os testes foram feitos em Triplicata

Fonte: AUTORA, 2015.

Legenda: - (extrato inativo frente as linhagens de microrganismos testados)

Figura 12 - Resultado da acdo inibitdria das fragdes cloroférmica, acetato de etila e metandlica
do EEF de Hyptis pectinata frente a linhagem bacteriana de Staphylococcus aureus

*Qs testes foram feitos em triplicata

Fracao
Cloroférmica

Fonte: AUTORA, 2015.

Fracao Acetato de
Etila

Fracao Metanélica
FOLHAS
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Quando comparado com estudos realizados com plantas da mesma familia e género de
Hyptis pectinata utilizando-se a técnica de microdilui¢do em caldo, os resultados encontrados
também se assemelham. O extrato etandlico de Hyptis sidifolia apresentou uma CIM de 1000
pg/mL contra S. aureus, ndo sendo evidenciada atividade contra E. coli (BUSSMANN et al.,
2011).

O extrato etandlico de Hyptis martiusii apresentou atividade inibitoria contra S. aureus
com uma CIM de 256 pg/mL. Tambeém foi capaz de inibir E. coli e P. aeruginosa com MIC
de 512 e 1024 pg/mL, respectivamente (COUTINHO, 2008). O extrato etandlico de Hyptis
crenata foi capaz de inibir as bactérias Gram-negativas Enterococcus faecalis em 500 pg/mL
e S. aureus em 250 pg/mL e, assim como o presente estudo, as fracdes que apresentaram
melhores resultados foram a Cloroférmica e de Acetato de Etila com MIC de 62,5 pg/mL a
fracdo Cloroférmica para S. aureus e 31,3 ug/mL a fragdo de Acetato de Etila para E. faecalis
(VIOLANTE, 2012).

Figura 13 - Resultado da acéo inibitdria das fragdes cloroférmica, acetato de etila e metanolica
do EEC de Hyptis pectinata frente a linhagem bacteriana de Staphylococcus aureus

Fracio Hexdnica Fracio Fracio
Caule Clroroférmica Acetato de Etila
Caule Caule

*QOs testes foram feitos em triplicata
Fonte: AUTORA, 2015.

Os dados encontrados assemelham-se a um estudo realizado por Santos (2008), no que
se refere @ maior atividade inibitoria frente a S. aureus seguida por S. epidermidis. Neste
estudo, que avaliou a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Hyptis pectinata, apesar
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de ter sido identificado inibigc&o de crescimento bacteriano, este foi com uma CIM de 12.500
pg/mL para S. aureus e de 18.750 pg/mL para S. epidermidis.

Apesar da referéncia do teste de Microdiluicdo em caldo para 6leo essencial seja
diferente da utilizada para extrato (CIM entre 50-500 pg/mL - elevada atividade; entre 600-
1.500 pg/mL — moderada atividade; acima de 1.500 ug/mL — fraca atividade) (SANTURIO et
al., 2007), os valores encontrados no estudo anterior mostram apenas sensibilidade dos
microorganismos testados ao 6leo essencial de Hyptis pectinata.

No entanto, outro estudo realizado a fim de identificar a CIM, também do Oleo
essencial de Hyptis pectinata, contra 9 cepas de Streptococcus mutan (bactéria Gram-positiva)
isoladas a partir de voluntarios, este foi capaz de inibir todas as cepas em uma CIM de 200
pg/mL, evidenciando o potencial antimicrobiano desta planta contra bactérias Gram-positivas
(NASCIMENTO et al, 2008).

Esta acdo inibitéria frente ao S. aureus pode estar relacionada a acdo do Pectinolideo
A, composto isolado da Hyptis pectinata, capaz de inibir este microorganismo em 12,5
pg/mL. Outras substancias isoladas desta planta denominadas Pectinolideo B e C, bem como
a presenca do Timol, um monoterpeno, também apresentam atividade antimicrobiana e
antisséptica (FALCAO; MENEZES, 2003; SABITHA et al., 2013).

Os extratos de Hyptis pectinata ndo apresentaram atividade antiflngica frente a

Candida albicans.

5.6 Potencial Cicatrizante in vivo

5.6.1 Observacéo Clinica
5.6.1.1 Peso

Os animais foram pesados no dia da cirurgia (D0), e nos dias de biopsia (D3, D7 e
D14). A média dos valores obtidos foi calculada em cada subgrupo de acordo com o dia de
mensuracdo. Conforme mostra o grafico 4, houve discreta diminui¢cdo no peso dos animais
conforme decorreram os dias do experimento. A média de peso no DO foi de 198,9 + 1,4 g,
chegando a 175,2 + 4,06 g no D14. A variacdo das médias dos grupos foi discreta, sendo
considerada estatisticamente insignificante (p=0,5432).

A perda de massa corpdrea observada nos animais é esperada apos um procedimento
cirargico, pois o incomodo geral gerado pelo ferimento, aliada a dificuldade de locomocéo

devido ao curativo na parte dorsal do animal diminuem seu acesso a racéo.
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Grafico 4 - Média dos pesos dos animais durante o ensaio de cicatrizagdo in vivo.
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Nota: Os dados representam a média + e.p.m dos pesos dos grupos dos grupos ET, CP e CN através da Analise
de Variancia (One-way ANOVA) seguidos do teste de Dunnett.

A diminuicdo do peso corporal dos animais nos primeiros dias de po6s-operatorio
também pode estar relacionada ao processo inflamatdrio nas lesdes dos ratos, uma vez que
este processo produz citocinas inflamatorias e fator de necrose tumoral. Estes por sua vez
causam perda de peso devido a estimulacdo do aumento sérico de leptina, uma proteina
relacionada com a sensacdo de saciedade. Niveis aumentados desta proteina induzem o
organismo ao gasto energético e a uma diminuicdo no consumo de alimento, resultando em
falta de apetite e perda de peso (VIEIRA et al., 2008; NASCIMENTO et al., 2011)

5.6.1.2 Temperatura

A temperatura retal foi mensurada diariamente (DO — D14) a fim de utiliza-la,
juntamente com a avaliacdo do estado geral, como parametro das condi¢bes clinica dos
animais. De acordo com o gréafico 5, o valor da temperatura corporal dos animais variaram
entre 352 e 37,5 °C. Apesar dos grupos terem diferenciagdes nos valores de suas
temperaturas durante todo experimento, ndo houve diferenca estatistica significante entre as
médias dos grupos nos referidos dias de mensuragéo (p=0,4163).

O aumento acentuado da temperatura nos grupos ET e CN nos trés primeiro dias de
pos-operatério € esperado e deve-se a elevacdo do metabolismo e ao processo inflamatério
agudo induzido pela lesdo. Tal aumento da temperatura corporal € mediado
predominantemente por uma citocina, a interleucina-1 (STRACIER, 2008). Nota-se que apds

0 3° DPO a temperatura dos animais manteve-se entre 36 e 37 °C.
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Grafico 5 - Média das temperaturas dos animais durante o ensaio de cicatrizagdo in vivo
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Nota: Os dados representam a média das temperaturas dos grupos dos grupos ET, CP e CN através da Analise de
Variancia (One-way ANOVA) seguidos do teste de Dunnett.

5.6.2 Morfometria

A mensuracdo do tamanho das feridas foi realizada nos dias DO, D3, D7, D11 e D14,
A medicdo foi feita com o auxilio de um paquimetro, a fim de calcular a area das lesbes e
observar a contracdo de suas bordas. A média da area das feridas nos respectivos dias de

mensuracdo pode ser verificada na tabela 8 e no grafico 6.

Tabela 8 - Valores médios das areas (cm?) das feridas dos grupos nos dias de pds-operatorio
(DPO)

DPO 3° 7° 11° 14°

GRUPOS ET CP CN ET CP CN ET CP CN ET CP CN

Média 1,30 133 131 106 0,77 125 0,74 030 037 029 0,16 0,22
D.P. 040 055 0,36 034 028 035 0,26 006 009 0,06 0,00 0,07
E.P. 0,13 018 0,12 015 0411 014 0,15 0,04 005 0,03 0,00 0,04

(p=<0,05) p=0,9856 p=0,0702 p=0,0365* p=0,0716

D.P: Desvio Padrdo

E.P: Erro Padrao

*Q teste de Dunnett evidenciou nivel de significancia (p=0,0365), quando comparada a média do grupo ET com
0 CP no 11° DPO, nédo havendo diferencas significativas entre ET e CN e CP e CN.

Visualizou-se um aumento da area da lesdo no 3° dia de pos-operatorio, seguido de
sua diminuicdo nos dias subsequentes. Observa-se que os grupos controles CP e CN
apresentaram diminuicdo da area mais acentuada quando comparados ao grupo experimental
ET, com uma diferenca estatistica significante entre as médias dos grupos ET e CP no 11° de

pos-operatdrio (DPO).
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Grafico 6 - Média das areas das feridas dos animais durante o ensaio de cicatrizagdo in vivo.
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Nota: Os dados representam a média das &reas das feridas dos grupos ET, CP e CN através da Andlise de
Variancia (One-way ANOVA) seguidos do teste de Dunnett.

O aumento inicial da area da ferida € um fenbmeno esperado e ocorre como resultado
da retracdo centrifuga da pele perilesional, pois logo apos a retirada de um fragmento cutaneo
h& uma retracdo das margens da ferida consequente a acéo centrifuga das fibras elasticas da
pele, que resulta numa imediata expansdo da area lesionada (FALCAO et al., 2001; SILVA,
2006; MARINHO et al., 2013).

Conforme mostra o grafico 7, ndo houve contracdo da ferida no 3° DPO. Esta passou a
ser observada a partir do 7° DPO, onde o grupo ET contraiu em média 9%, o CP 32%, ndo
havendo contracdo no grupo CN, com diferenca estatistica significante entre o CP e CN
(p=0,0040).

Ja no 11° DPO, o grupo CP apresentou melhores resultados contraindo em média
73%, seguido pelo grupo CN com 66% e ET com 34%, com significancia entre os grupos CP
e ET (p=0,0270). No 14° DPO e ultimo dia de experimento, o grupo ET contraiu 73%, o CP
85% e o CN 80%, com diferenca significante entre as médias do grupo ET e CP no 14° DPO
(p=0,0332).

A contracdo da ferida pode ser observada apenas a partir do 7°DPO. Isto porque a fase
proliferativa, que se inicia por volta do 4° dia, é responsavel pela migracédo e proliferagdo dos
fibroblastos, que ocorrem a partir das margens livres da ferida. Os fibroblastos sé&o
diferenciados em miofibroblastos, que contém uma quantidade aumentada de filamentos de
actina e miosina e possuem a capacidade de se contrair e se expandir, movimentando-se,
assim, pelo leito da ferida. Esta capacidade contratil dos fibroblastos é responsavel pelo
fechamento das feridas apos as lesdes. Assim, a contracdo das feridas, que se inicia por volta
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do 4° dia, ocorre pelo movimento do tecido existente na borda da ferida, e ndo devido a
formagéo tecidual (PAGNANO et al., 2009; ISAAC et al., 2010).

Gréfico 7 - Média do Grau de Contragdo das feridas (%) dos animais durante o ensaio de
cicatrizacao in vivo.
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Nota: Os dados representam a média do Grau de Contragdo das feridas dos grupos ET, CP e CN através da
Anélise de Variancia (One-way ANOVA) seguidos do teste de Dunnett. p=0,0040entre os grupos CP e CN no
7° DPO. p=0,0270 entre os grupos CP e ET no 11° DPO. p= 0,0332 entre os grupos CP e ET no 14° DPO.

Estudo realizado utilizando-se creme de Hyptis suaveolens, planta pertencente ao
mesmo género de Hyptis pectinata, no tratamento de lesdes cutaneas em camundongos
corrobora com os achados na presente pesquisa. No estudo citado, as feridas tratadas com
creme de Hyptis suaveolens apresentaram uma area maior quando comparada ao grupo
controle positivo, observando-se o fechamento tardio das lesbes do grupo experimental
(ANTONIO, 2005).

Deste modo, o presente estudo demonstra que o grupo ET, onde os animais foram
tratados com creme do extrato etanodlico das folhas de Hyptis pectinata, no que se refere ao
tamanho da area da ferida e seu grau de contracdo, ndo apresentou atividade cicatrizante em
relacdo ao grupo Controle Positivo (CP).

5.6.3 Avaliagdo macroscoépica das lesdes

No que se refere as varidveis rubor perilesional, exsudato e inflamagdo, pdde-se
observar que estas estiveram presentes em todos os grupos no 3° DPO. J& no 7° DPO, tais
variaveis estiveram presentes apenas no grupo CP. Nos demais dias de DPO néo foi possivel
identifica-las (Tabela 9).
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Tabela 9 - Descrigdo macroscopica das lesdes nos DPO e porcentagem (%) dos achados Rubor
perilesional, Exsudato e Inflamacdao.

DPO 3° 7° 11° 14°
GRUPOS ET CP CN ET CP CN ET CP CN ET CP CN
Rubor 100 66,67 100 - 16,6 50 - - - - - i
Perilesional
Exsudato 22,2 444 - - 16,6 - - - - - - -
Inflamacdo 100 55,5 100 - 16,6 - - - - - - -

Fonte: AUTOR, 2015
Legenda: (-) auséncia de achados.

Como observado na maior parte dos grupos, a fase inflamatoria pode durar de 48 a 72
horas. Nesta fase, podem ser observados sinais classicos mediados por substancias quimicas
liberadas pelas plaquetas e mastdcitos, que causam vasodilatacdo e aumentam a
permeabilidade dos vasos favorecendo a migracdo de neutréfilos e macréfagos, que por sua
vez, agirdo fagocitando corpos estranhos no leito da ferida. Tais modificag0es vasculares sdo
responsaveis pelos sinais de inflamacdo: dor, rubor, calor e edema (HATANAKA; CURI,
2007).

A observacdo de rubor perilesional e exsudato em todos os ratos no 3° DPO é
indicativo deste processo inflamatorio esperado, como descrito, para esta fase da cicatrizacéo.
O exsudato é um liquido inflamat6rio com concentragdo proteica elevada e grande quantidade
de restos celulares. Sua presenca € esperada para esta fase (NASCIMENTO; NAMBA, 2009).

No entanto, ndo se esperava encontrar tais achados no 7°DPO, uma vez que segundo a
literatura, neste momento a 2° fase da cicatrizac¢do, proliferativa, encontra-se em andamento.
O prolongamento da inflamacdo inibe os fibroblastos e, consequentemente, a producgédo de
coldgeno impedindo a epitelizacdo (CORTES, 2013). Desta forma o achado rubor
perilesional, exsudato e inflamacdo em 16,6% no grupo CP e 50% de rubor perilesional no
grupo CN no 7° DPO representam achados que ndo condizem com o esperado para o periodo
da cicatrizagéo.

Tecido de granulacdo foi observado em 33,33% no grupo CP no 3° DPO e todos os

grupos a partir do 7° DPO, permanecendo nos dias subsequentes, conforme a Tabela 10.

Tabela 10 - Descri¢cdo macroscépica das lesdes nos DPO e porcentagem (%) do achado tecido de

granulacéo

DPO 3° 7° 11° 14°
GRUPOS ET CP CN ET CP CN ET CP CN ET CP CN
Tecidode - 333 - 100 100 100 100 100 100 100 100 100
granulacéo

Fonte: AUTOR, 2015
Legenda: (-) auséncia de achados.
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O tecido de granulagdo, como esperado conforme a literatura foi observado nos grupos
ET, CP e CN a partir do 7° DPO. Este tecido é resultante do crescimento de novos vasos a
partir da proliferacdo de vasos pré-existentes adjacentes a borda da ferida. Também é
composto por macrofagos e fibroblastos (LAUREANO; RODRIGUES, 2011).

E um tecido edematoso, que ao ser observado a olho nu sua superficie aparenta conter
muitos granulos, apresenta coloracdo vermelho vivo, brilhante e dmido. Sua importancia
consiste na sua capacidade de promover as trocas gasosas e a nutricdo das células
metabolicamente ativas e que agirdo na cicatrizagdo. Lentamente, este tecido € enriquecido
com mais fibras colagenas, o que comeca a dar a regido lesionada a aparéncia de cicatriz
resultante do acumulo de massa fibrosa (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005;
NASCIMENTO; NAMBA, 2009).

A formacdo do tecido de granulacdo faz parte da Ultima etapa da fase proliferativa.
Lentamente, este tecido é enriquecido com mais fibras coladgenas, o0 que comeca a dar a regido
lesionada a aparéncia de cicatriz resultante do acimulo de massa fibrosa (CAMPOS;
BORGES-BRANCO; GROTH, 2007).

Quanto a presenca de fibrina, esta esteve presente em todos os grupos nos 3° e 7°
DPO, permanecendo somente nos grupos ET e CN nos dias 11° e 14°. Ja a presenca de crosta
no leito da ferida foi observada apenas no grupo ET em todos os dias de avaliagdo (Tabela
11).

Tabela 11 - Descri¢cdo macroscopica das lesdes nos DPO e porcentagem (%) dos achados fibrina
e crosta

DPO 3° 7° 11° 14°

GRUPOS ET CP CN ET CP CN ET CP CN ET CP CN

Fibrina 100 100 100 100 83,3 83,3 100 - 33,3 100 - 33,3
Crosta 44 .4 - - 100 - - 100 - - - - -

Fonte: AUTOR, 2015
Legenda: (-) auséncia de achados.

O tecido fibrinoso presente nos grupos ET e CN até o dia 14 e no CP até o 7° DPO é
um tecido desvitalizado de aparéncia amarelada, de consisténcia delgada, macia e que pode ou
ndo estar aderido firmemente ao leito e bordas da ferida, apresentado como corddes ou
crostas. E formado por bactérias, fibrina, elastina, colageno, leucécitos intactos, fragmentos
celulares, exsudato e grandes quantidades de DNA (NASCIMENTO; NAMBA, 2009).
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Sua presenca no leito da ferida interfere no processo de cicatrizagdo, sendo necesséria
sua remocao até a exposicdo total do tecido saudavel, a fim de que o reparo tecidual ocorra no
periodo esperado (ARAUJO et al., 2014).

No que se refere a presenca de crosta, apenas o grupo ET apresentou crosta superficial
parcialmente no leito de suas feridas em todos os dias de avaliagdo macroscoépica (D3, D7 e
D11). A partir do D9 as crostas aderidas parcialmente no leito das feridas dos animais do
grupo ET comecaram a desprender-se espontaneamente durante a realizacdo dos curativos.
Né&o sendo possivel observa-las no D14.

Logo apds a retirada do fragmento de pele hd a formacdo de uma solucdo de
continuidade e esta é preenchida inicialmente por fibrina, codgulo e exsudato inflamatdrio,
dando origem a crosta (SANTOS et al., 2006).

A crosta é uma massa ressecada e consolidada na superficie da ferida, composta de
uma combinacdo de queratina, soro, células mortas e restos de microrganismos. Sua
finalidade é de prevenir perda de liquidos e evitar a invasdo de bactérias (VIEIRA et al., 2008;
CAMARGOS; VIEIRA, 2009).

Estudos realizados para avaliacdo da atividade cicatrizante de plantas também
apresentaram prevaléncia de crosta no grupo de animais tratados com formulacgdes do extrato
das plantas, quando comparados aos grupos controles (SANTOS et al., 2006; VIEIRA et al.,
2008; MARTINS et al., 2006; CAMARGOS; VIEIRA, 2008; KOBAYASHI et al., 2015;).

As plantas utilizadas nos estudos citados possuiam em comum, assim como a planta
utilizada neste estudo, o metabolito secundario tanino. Entretanto, ndo h& evidéncias
cientificas que correlacionem a formacdo de crosta a presenca deste metab6lito. No entanto,
Oliveira et al. (2010) afirmam que os taninos séo responsaveis pela forma¢do de uma pelicula
no leito da ferida, uma vez que eles precipitam as proteinas dos tecidos lesados, formando um
revestimento protetor que favorece a sua reparacdo e diminui a permeabilidade e exsudacao
da ferida.

A figura 14 mostra a progressdo da cicatrizacdo das feridas nos diferentes grupos de
tratamento. Cada sequéncia horizontal de fotos corresponde ao tratamento utilizado no
respectivo dia de avaliagdo macroscopica (D3, D7, D11 e D14). Observa-se a presenca de
fibrina e diminuicdo progressiva da lesdo em todos os grupos, com melhores resultados de

contragéo das bordas acentuados pelo grupo CP.
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Figura 14 — Progressao da cicatrizacado das lesdes de acordo com o tratamento utilizado

Fonte: AUTORA, 2015.

5.6.4 Avaliacdo histopatoldgica das lesdes

A tabela 12 descreve o resultado dos escores do estudo histoldgico das feridas, onde
quanto maior o escore do animal, melhor apresenta-se o processo de cicatrizagio. E possivel
observar que a média dos escores nos trés dias de bidpsia e avaliagdo mantiveram-se
semelhantes entre os grupos, ndo havendo, a nivel histologico, diferenca estatisticamente

significativa no processo de cicatrizagdo entre os grupos ET, CP e CN.

Tabela 12 - Estudo histolégico das feridas

Escores
DPO Grupo ET Grupo CP Grupo CN p <0,05*
3° 46 41 44,67 0,8458
7° 64 91 90 0,2939
14° 115,7 115,7 119 0,4921
Média 75,23 82,57 84,56 0,9496

Fonte: AUTOR, 2015

A andlise histologica nas feridas a fim de avaliar a primeira fase da cicatrizacdo, a fase
inflamatoria, identificou presenca de proliferacdo vascular moderada em 66,66% dos animais

do grupo ET e discreta em 100% dos animais dos grupos CP e CN. Quanto a presenca de
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células mononucleares (monaocitos) e polimorfonucleares (neutrofilos), ambas estiveram

presentes de forma discreta em 100% dos animais dos trés grupos (Tabela 13).

Tabela 13 - Descricao histoldgica da fase inflamatoria das lesdes no 3°DPO e porcentagem (%)
dos achados (n.3)

Fase inflamatoria

Achados
Grupo ET Grupo CP Grupo CN
Discreta Moderada Discreta Discreta

Proliferacéo vascular 33,34 66,66 100 100

Células 100 - 100 100

mononucleares
(mondcitos)
Células 100 - 100 100

Polimorfonucleares
(neutrofilos)
Fonte: AUTOR, 2015

Os achados histologicos da fase inflamatéria comprovam que ndo houve diferenga
entre 0s grupos nesta fase da cicatrizacdo, uma vez que ET, CP e CN apresentaram achados
semelhantes e esperados para este primeiro periodo da cicatrizacao.

Os neutrdfilos presentes nos trés grupos de forma discreta sdo as primeiras células a
migrarem dos vasos sanguineos para o leito da ferida na fase inflamatoria. Posteriormente,
monocitos do sangue periférico infiltram-se no local da ferida em resposta a agentes
quimiotaticos e transformam-se em macréfagos (ISAAC et al., 2010).

O macrdéfago ativado € considerado a principal célula efetora do processo de reparo
tecidual, pois juntamente com os neutréfilos degradam e removem componentes do tecido
conjuntivo danificado, como coldgeno, elastina e proteoglicanas. Também produz varios
fatores de crescimento, dentre eles o fator de crescimento de fibroblastos (FGF), que se
destaca como a principal citocina necessaria para estimular a formacdo do tecido de
granulacdo (MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009).

A analise da fase proliferativa no 7° DPO, conforme demonstra a tabela 14, identificou
presenca moderada de proliferacdo fibroblastica em 66,66% dos animais do grupo ET e
intensa em 33,34% dos grupos CP e CN. Também foi possivel observar neovascularizacdo
moderada em 33,34% dos animais do grupo ET, em 100% do grupo CP e 66,66% do grupo
CN. Tecido de granulacdo foi observado em 100% dos animais dos trés grupos avaliados.
Fibras de colageno foram observadas discretamente em 33,34% dos animais do grupo ET e
66,66% nos grupos CP e CN.
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Tabela 14 - Descricdo histologica da fase proliferativa no 7° DPO das lesdes e porcentagem (%)
dos achados (n.3)

Proliferacdo fibrobastica

Grupos Discreta Moderada Intensa
Grupo ET 33,34 66,66 -
Grupo CP - 66,66 33,34
Grupo CN 33,34 33,34 33,34

Neovascularizacao
Discreta Moderada Intensa
Grupo ET 66,66 33,34 -
Grupo CP - 100 -
Grupo CN 33,34 66,66 -
Colagenizacéo
Discreta Moderada Intensa
Grupo ET 33,34 - -
Grupo CP 66,66 - -
Grupo CN 66,66 - -
Tecido de Granulacdo
Presente Ausente
Grupo ET 100 -
Grupo CP 100 -
Grupo CN 100 -

Fonte: AUTOR, 2015

Como observado, a proliferacdo fibroblastica sé se inicia ap6s o 3° dia da cicatrizacdo
quando os neutréfilos e macrofagos finalizam a limpeza da area traumatizada. Os fibroblastos
constituem a principal célula do tecido de granulacdo e sua principal funcdo é sintetizar
colageno. A partir do seu aumento com a finalidade de producdo de colageno no leito da
ferida, a matriz extracelular comeca a ser substituida por um tecido conjuntivo mais forte e
mais elastico, processo que é denominado de fibroplasia e, para eficiéncia deste processo é
necessaria a ocorréncia em paralelo da formacdo de novos vasos sanguineos (BALBINO;
PEREIRA; CURI, 2005).

A neovascularizacdo observada em todos os grupos € um processo fundamental na
fase proliferativa, pois estes novos vasos formados a partir de vasos preexistentes séo
responsaveis pela nutricdo do tecido em formacgdo, pelo aumento do aporte das células
atuantes na cicatrizacdo, em especial os macrofagos e fibroblastos, e pela formacao do tecido
de granulacdo, composto por sua vez de macrofagos, fibroblastos e os vasos neoformados
(TAZIMA; VICENTE; MARIYA, 2008; MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009).

O colageno ¢ a proteina mais abundante e sua classificacdo e propriedades diferem de
acordo com o tipo de organizagdo das fibras que o constituem. A fibra de colageno tipo 111 é

produzida inicialmente pelos fibroblastos e compdem de 30 a 40% o tecido de granulacéo.
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Este tipo de colageno estd presente na fase proliferativa (CAMPOS; BORGIS-BRANCO;
GROTH, 2007).

Os mecanismos de fibroplasia, formacdo do tecido de granulacdo e de fibras de
colageno resultam na reepitelizacdo, etapa que levara ao fechamento das superficies da leséo e
que € iniciada pela migracdo de células epiteliais (queratindcitos) desde as margens da ferida
(LAUREANO; RODRIGUES, 2011; OLIVEIRA; DIAS, 2012). A avaliagédo da fase de
remodelamento no 14° DPO foi capaz de identificar reepitelizacdo total, bem como presenca
de fibras de colageno em 100% dos animais dos grupos ET, CP e CN.

Na reepitelizacdo ocorre aumento de tamanho, divisdo e migracdo das células da
camada basal da epiderme sobre a &rea de reparacdo do tecido conjuntivo ja formado, sendo
possivel visualizar por microscopio epitélio recém-formado (OLIVEIRA; DIAS, 2012).

A fase de remodelamento caracteriza-se principalmente pela maturacdo do tecido de
cicatrizacdo e pelo aumento da forga de ténsil deste. Nesta fase, o tecido de granulagao (rico
em fibras de colageno tipo Ill) é substituido progressivamente por uma cicatriz com
predominio de fibras de colageno tipo I. Este processo de substituicdo das fibras do tipo Il
para o tipo | perdura por meses, podendo levar até 1 ano (TAZIMA; VICENTE; MARIYA,
2008; LAUREANO; RODRIGUES, 2011).

No que se refere a avaliacdo histoldgica do tecido invidvel crosta/necrose, este apesar
de ndo ter sido observado macroscopicamente, também esteve presente nos 3° e 7° DPO nos
grupos CP e CN, além do grupo ET (descrito na avaliacdo macroscopica). J& a avaliacao
microscopica do 14° ndo identificou a presenca de crosta/necrose em nenhum dos animais dos
trés grupos.

Um estudo que avaliou a acéo cicatrizante do extrato etandlico das folhas de Hyptis
suaveolens, planta pertencente ao mesmo género de H. pectinata, identificou em sua analise
histoldgica das feridas um aumento significativo de coldgeno, quando comparado ao grupo
controle. Os autores atribuiram tal resultado a presenca de enzimas antioxidantes encontradas
no extrato, uma vez que essas sdo capazes de prevenir danos as células envolvidas na
cicatrizacdo causados pelos radicais livres (SHIRWAIKAR et al., 2003).

A figura 15 retrata o progresso histoldgico das feridas dos trés grupos nos respectivos

dias de avaliagéo.
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Figura 15 - Progressdo histolégica da cicatrizacdo das lesdes de acordo com o tratamento
utilizado

D14

w=F -

Fonte: AUTOR, 2015.
Legenda: D3: A - Infiltrado inflamatério, D7: Tecido de granulacdo formado por B - Fibroblatos e C — Vasos
neoformados; D - Fibras de colégeno, D14: E - Fibroblastos; F — Fibras de Colageno. Coloracdo hematoxilina
eosina. Aumento 40x.

Os achados da andlise microscépica das feridas dos animais dos grupos ET, CP e CN
corresponderam ao esperado em cada tempo e fase da cicatrizagdo, com excec¢do da presenca

de crosta/necrose nos 3° e 7° DPO, ndo havendo diferencas significativas entre 0s grupos.

5.6.5 Avaliagdo macroscépica dos orgédos e da funcao hepética e renal

A anélise macroscopica do figado e rins dos animais ndo evidenciou alteracdo
morfologica nos mesmos. Também ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre
as medias do peso dos 6rgdos dos animais de cada grupo, conforme demonstra os graficos 8 e
9.
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Gréfico 8 - Média do peso do figado dos animais durante o ensaio de cicatrizagéo in vivo.
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& R oS

Nota: Os dados representam a média + e.p.m do Peso do Figado dos grupos ET, CP e CN através da Analise de
Variancia (One-way ANOVA) seguidos do teste de Dunnett. p=0,6973

A média do peso do figado das fémeas difere da média encontrada no estudo realizado
por Kuntze et al. (2012), onde foi observada uma média de 9,1 + 1,83 g no peso do figado de
fémeas do grupo controle, que do mesmo modo no presente estudo, ndo teve diferencas
significativas quando comparada com as medias dos grupos experimentais. No entanto, a
média do peso corporal das fémeas observadas por esses autores foi maior (263, 5 + 31,3 g), 0

que justificaria também o maior peso hepatico.

Grafico 9 - Média do Peso dos Rins dos animais durante o ensaio de cicatrizagdo in vivo.
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Nota: Os dados representam a média + e.p.m do Peso dos Rins dos grupos ET, CP e CN através da Analise de
Variancia (One-way ANOVA) seguidos do teste de Dunnett. p= 0,8246 (Rim D). p=0,2796 (Rim E).

A média encontrada dos rins dos animais foi semelhante a descrita por Dantas et al.
(2006), que descrevem o perfil dos animais do biotério de uma universidade, no qual a media
dos rins dos ratos encontrada foi de 0,61 + 0,04 g.

Quanto a avaliagdo da fungdo hepética dos grupos, ndo houve diferenca

estatisticamente significante entre as médias dos grupos dos valores sérico das enzimas
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hepéticas Aspartato aminotranferase (AST) e Alanina aminotranferase (ALT), tendo-se como

padrdo o CN, conforme demonstra o grafico 10.

Grafico 10 - Média dos valores séricos de AST e ALT dos animais submetidos ao ensaio de
cicatrizacao in vivo.
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Nota: Os dados representam a média + e.p.m dos valores séricos de AST e ALT através da Andlise de Variancia
(One-way ANOVA) seguidos do teste de Dunnett. p=0,1135 (AST). p=0,0856 (ALT).

A elevacdo dos niveis séricos dessas enzimas € indicativa de disfuncdo hepatica,
decorrente de ruptura de hepatécitos, resultante de necrose ou das alteracBes da
permeabilidade da membrana celular (BORSA et al., 2006). De acordo com o Canadian
Council on Animal Care (CCAC, 1993), os valores séricos de AST para ratos da linhagem
wistar podem variar entre 39 a 92 U/L e os valores de ALT entre 17 e 50 U/L, observando-se
desta forma aumento de AST acima da média esperada nos grupos CP e CN.

No entanto, estudos de perfil de animais de biotério brasileiros foram capazes de
identificar niveis séricos semelhantes ao deste estudo. Dantas et al. (2006), obteve uma média
de AST de 81U/L e ALT de 51U/L, Castelo Branco et al. (2011) 137 U/L de AST e 54U/L de
ALT e Melo et al. (2012) 134,7U/L de AST e 41U/L de ALT.

A avaliacdo da funcdo renal através dos valores sérico de ureia e creatinina, também
utilizando o CN como padrdo, ndo evidenciou diferencas estatisticamente significantes
(Grafico 11). Os dados encontrados corroboram com estudos, em que a média encontrada para
0s niveis séricos de uréia foram 43,7 mg/dl e 40,4mg/d. J& a média dos valores de creatinina
nos trés grupos foram inferiores aos encontrados nos estudos supracitados, que apresentaram
média de 0,4 mg/dl e 0,5mg/dl (CASTELO BRANCO et al., 2011; MELO et al., 2012)
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Gréfico 11 - Média dos valores séricos de uréia e creatinina dos animais submetidos ao ensaio de
cicatrizacao in vivo
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Nota: Os dados representam a média + e.p.m dos valores séricos de uréia e cratinina através da Analise de
Variancia (One-way ANOVA) seguidos do teste de Dunnett. p=0,7018 (Uréia). p=0,9119 (Creatinina).

Vale salientar que as apesar de existirem parametros fisioldgicos, os perfis de animais
de diferentes biotérios demonstram que pode haver variagdes relacionadas com sexo,
linhagem, genotipo, que sdo decorrentes de diversos fatores como idade, dieta, manuseio e
ambiente. Além disto, os animais experimentais podem se comportar de modo diferente a
depender das condi¢des a que sdo submetidos, sendo também passiveis de sofrerem influéncia
de fatores ecoldgicos (CASTELO-BRANCO et al., 2011).

Para que a avaliacdo hepética e renal sejam conclusivas quanto ao dano ou nao
causado nesses orgdos pelo extrato EEF, € necessario a avaliacdo histoldgica destes de forma

que os achados histoldgicos complementem os achados bioguimicos.
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6 CONCLUSAO

No presente estudo pode-se explorar, a partir de testes in vitro e in vivo, o potencial

bioldgico da espécie Hyptis pectinata. Com base nos resultados obtidos conclui-se que:

O EEF possui metabdlitos secundarios como Taninos, Terpenos e Alcaloides e 0 EEG
possui terpenos todos de importancia para medicina, pois possuem atividades
farmacoldgicas comprovadas;

O EEF e EEG ndo apresentaram citotoxicidade in vitro frente aos macrofagos da
linhagem J774, diferentemente das fracdeses hexanica, cloroférmica e de acetato de
etila do EEG que apresentaram citotoxicidade apresentaram.

O EEF apresentou capacidade sequestradora do radical livie DPPH sugerindo que a
espécie Hyptis pectinata possui atividade antioxidante.

Os extratos EEF e EEG apresentaram melhores resultados antimicrobianos frente
bactérias Gram-positivas, sendo capazes de inibir moderadamente os microorganismos
S. aureus e S. epidermidis;

As fragcbes que apresentaram melhores resultados para atividade antimicrobiana foram
a Cloroférmica e de Acetato de Etila dos extratos EEF e EEG, podendo-se atribuir aos
metabdlitos Flavanoides, Terpenos e Taninos, que possuem afinidade polar com esses
solventes organicos;

Sobre o potencial cicatrizante in vivo, 0 EEF néo foi capaz de promover a contragdo
das bordas das feridas de maneira mais rapida, quando comparado ao controle positivo
e controle negativo. A avaliacdo macroscopica dos érgaos dos animais ndo evidenciou
alteracdes morfoldgicas significantes, bem como ndo houve diferencas estatisticas na
avaliacdo hepética e renal. Também ndo houve diferencas significantes no resultado da
avaliagéo histologica das feridas;
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7 PERSPECTIVAS

Sugere-se a realizacdo em estudos posteriores do método de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (HPLC) a fim de quantificar a presenca desses metabolitos;

Estudos futuros que investiguem a possivel atividade antitumoral ou larvicida das
fracOes que apresentaram citotoxicidade;

A realizacdo de outros testes que avaliem a atividade antioxidante in vitro do EEF;
Recomenda-se a avaliacdo histoldgica do figado e rins dos animais a fim de
complementar a avaliacdo da funcdo hepatica e renal obtida por meio dos testes
bioquimicos.

Sugere-se que estudos da atividade anti-inflamat6ria e antinociceptiva devam ser
realizados para contribuir com o potencial bioldgico desta planta.
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ANEXO A

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

PARECER CONSUBSTANCIADO
PROJETO N° 058/2014

TITULO: Prospeccdo do potencial antimicrobiano, anti-inflamatério, citotéxico e cicatrizante do
extrato etandlico de Hyptis pectinata L. Poit (Sambacaita)

RESPONSAVEL: Maria Lysete de Assis Bastos

OBJETIVO: Investigar o potencial antimicrobiano, anti-inflamatério, cicatrizante e
citotoxico dos extratos brutos das folhas e caule da Hyptis pectinata L. Poit.

JUSTIFICATIVA (APROVACAO, PENDENCIA, NEGACAO):

A pesquisa proposta € de relevada importéncia cientifica apresentando justificativas plausiveis
para a utilizagio de animais. O projeto ressubmetido atendeu a todas as solicitagdes do
parecer consubstanciado.

SITUACAO: Aprovado

PERIODO DE VIGENCIA: 04-05-2015 a 22-12-2015

DADOS DO ANIMAL:
ESPECIE LINHAGEM QUANTIDADE
Camundongo heterogénico Swiss 12
Rato heterogénico Wistar 29

Maceid, 12 de fevereiro de 2015.

Profa. Dra. Sllvana Ayres Maning
Coordenadora da Comissio de

B Etica no uso de Animai
y &K'A‘l’\ o . SIAPE ‘;1;08‘15‘8'“‘.5
Silvana Ayres Martins

Coordenadora da CEUA/UFAL
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ANEXO B

A

: QMA i : erbério"MACN

INSTITUTO DO MEID AMBIENTE
ESTADO DE ALAGOAS bt S e LR TR S, SR

INSTITUTO DO MEIO AMBIENTE DO ESTADO DE ALAGOAS - IMA
HERBARIO MAC
Av. Major Cicero de Gées Monteiro, 2197, Mutange.
. CEP 57017-320, Maceié — AL, Brasil
Site www.ima.al.gov.br email herbariomac.ima@gmail.com

DECLARACAO

Declaro, para os devidos fins, que a planta utilizada na pesquisa da -
mestranda Talita Liicio Chaves Vasconcelos, coletada no Campus A.C. Simdes —
Universidade Federal de Alagoas — Maceid, € semelhante a uma mostra da mesma

espécie depositada no Herbario MAC do Instituto do Meio Ambiente do Estado de

Alagoas. Trata-se de:

Registro MAC N° Coletor Famiiia

i

Mesosp aerum pec aium  (L.) Kuntze

23601 01 Lamiaceae

OBS: Recomenda-se a citagdo, no cdrpo do trabalho, que a identificagdio do material
estudado foi efetuada pelos técnicos do Herbario MAC do Instituto do Meio
Ambiente. '

Maceio, 29 de setembro de 2014.

doxdngele 0. d LU[Q, Lo
Rosangela Pereira de Lyra Lemos
Curadora do Herbario MAC
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APENDICE A

Curva de calibragdo construida a partir dos valores medios de absorbancia de cada
solucdo do radical livre sintético DPPH versus concentragfes utilizadas (1 a 40 mg/L)
por meio da analise de regressao linear.
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Fonte: AUTORA, 2015



APENDICE B
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PROTOCOLO DE AVALIACAO MACROSCOPICA/CLINICA DAS LESOES

NUmero do animal:

GRUPO:

Critérios

Dias de Avaliacao

3°(21/05) | 7° (25/05) | 11° (29/05) 14° (01/06)

1.Tamanho da Lesdo

Sim (S)
2.Rubor perilesional _

N&o (N)

Sim (S)
3.Tecido De Granulacéo

N&o (N)

4.Extensdo da crosta (Total, Parcial

ou ausente)

5.Inflamacéo Sim (S)
Né&o (N)
6.Necrose Sim (S)
Né&o (N)
7.Exsudato Sim (S)
Né&o (N)
8.Fibrina Sim (S)
Né&o (N)

Observagdes
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APENDICE C

PROTOCOLO DE AVALIACAO MICROSCOPICA/HISTOPATOLOGICA DAS
LESOES

Cadigo do animal: Data:

1. PRESENCA DE CROSTA / NECROSE
() AUSENTE () PRESENTE

2. FASE INFLAMATORIA

2.1 Proliferacdo Vascular ( )| ( )| ( )| ( )
AUSENTE | DISCRETA | MODERADA | INTENSA

2.2 Células mononucleares | ( )| ( )| ( )| ( )
(monacitos) AUSENTE | DISCRETA | MODERADA | INTENSA
2.3 Células polimorfonucleares | ( )| ( )| ( )| ( )
(neutrofilos) AUSENTE | DISCRETA | MODERADA | INTENSA

3. FASE PROLIFERATIVA

3.1 Tecido de Granulagéo () AUSENTE ( ) PRESENTE

3.2 Proliferacdo Fibroblastica ( )| ( )| ( )1 ( )
AUSENTE | DISCRETA | MODERADA | INTENSA

3.3 Neovascularizagado ( )| ( )| ( )1 ( )
AUSENTE | DISCRETA | MODERADA | INTENSA

3.4 Colagenizacao ( )| ( )| ( )| ( )
AUSENTE | DISCRETA | MODERADA | INTENSA

3.5 Reepitelizacdo ( ) ( )| ( )TOTAL
AUSENTE | PARCIAL

4. FASE DE REMODELAMENTO

4.1 Fibras de colageno ( ) AUSENTE () PRESENTE




