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RESUMO

Os produtos naturais tém sido amplamente utilizados para o tratamento de doencas em
medicina popular e, com base nesta tradicdo, o uso de medicamentos produzidos a partir de
plantas tem se tornado cada vez mais comum. Dentre as espécies com importantes
propriedades medicinais, estd Hyptis pectinata (L.) Poit, conhecida popularmente como
“Sambacaitd” ou “Canudinho”, utilizada na medicina popular como anti-inflamatoria e
antisséptica, contra problemas géastricos ou respiratorios, cancer, infeccdes e febre. Sendo
assim, objetivou-se nesse trabalho, analisar o perfil fitoquimico de extratos obtidos das folhas
de H. pectinata L., obter e caracterizar o 6leo essencial das folhas e executar uma triagem
farmacoldgica, visando uma avaliacdo preliminar do potencial antimicrobiano, citotoxico e
anti-inflamatorio dos extratos obtidos. Inicialmente, 40g da droga vegetal foram submetidos a
extracdo em diferentes solventes de polaridades distintas e crescentes (hexano, acetato de
etila, etanol e agua), pela técnica de Soxhlet, com ciclos de seis horas. Em seguida, por meio
da técnica de Cromatografia em Camada Delgada (CCD), realizou-se a triagem fitoquimica de
cada um dos 4 extratos obtidos, identificando-se o0s grupos de metabolitos secundarios. Por
meio de extracdo por hidrodestilacdo em Clevenger, obteve-se 0 6leo essencial das folhas de
H. pectinata, calculou-se o rendimento e foi realizada sua caracterizagdo do Oleo por
Cromatografia acoplada a Espectrometro de Massas (CG-EM). Posteriormente, avaliou-se a
atividade antimicrobiana frente isolados clinicos e cepas ATCC Gram-positivas e Gram-
negativas e fungos leveduriformes, através da técnica de pocos/difusdo em Agar e da
Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) por microdiluicdo em Agar. Além disso, foram
investigadas as atividades citotoxica e anti-inflamatoria dos extratos, sendo a primeira
avaliada frente trés linhagens de células cancerigenas e a segunda, por meio da inibicdo da
producdo de 6xido nitrico (NO) em macrofagos RAW 264.7. A partir da triagem fitoquimica,
evidenciou-se a presenca de mono e sesquiterpenos, triterpenos e esteroides, flavonoides,
cumarinas e taninos hidrolisaveis e condensados. A extracdo do 6leo essencial forneceu
rendimento de 0,11% (v/p) e sua caracterizagdo identificou 14 constituintes, sendo estes
apenas sesquiterpenos e apresentando como compostos majoritarios, o Beta-Cariofileno e o
Germacreno-D. Quanto aos ensaios da atividade antimicrobiana, os melhores resultados
foram frente cepas Gram-positivas, porém houve discreta atividade frente as Gram-negativas
e nenhuma atividade antiflngica. Ainda com relagdo a atividade antimicrobiana, os extratos
considerados mais ativos foram o acetato de etila e 0 aquoso, 0 que pode estar relacionado a
maior presenca de compostos fendlicos em ambos, de terpenos no extrato acetato de etila e a
predominancia de saponinas no extrato aquoso. Quanto a atividade citotoxica, destacaram-se
as inibicdes frente duas das linhagens utilizadas, HEp-2 (Carcinoma de laringe) e HT-60
(Leucemia), pelos extratos hexanico e acetato de etila. A inibicdo frente a linhagem NCI-H-
292 (Carcinoma de pulmdo) foi moderada para ambos os extratos. Sugere-se entdo, que a
inibicdo do crescimento tumoral do extrato hexanico de Hyptis pectinata esteja associada com
a presenca de estruturas terpénicas, enquanto o potencial de inibicdo do extrato acetato de
etila, sugere-se que haja um sinergismo entre os compostos fendlicos e os terpenos. Com
relacdo a avaliacdo do potencial anti-inflamatorio, todos o0s extratos reduziram
substancialmente os niveis de NO em todas as concentragdes testadas, quando comparados
aos resultados obtidos pelos macréfagos controles, apresentando inibicdo crescente, conforme
foram aumentadas as concentragdes. Os resultados obtidos neste estudo referente a espécie
Hyptis pectinata, comprovam cientificamente algumas propriedades conhecidas pela medicina
popular e fornecem perspectivas quanto aos futuros estudos envolvendo a espécie.

Palavras-chaves: Plantas Medicinais. Hyptis. Terpenos. Compostos Fenolicos.
Antimicrobiana.



ABSTRACT

Natural products have been widely used for the treatment of diseases in folk medicine and,
based on this tradition, the use of medicines produced from plants has become increasingly
common, given the great biodiversity that exists in Brazil. Among the species with important
medicinal properties is Hyptis pectinata (L.) Poit, popularly known as "Sambacaita" or
"Canudinho”, used in popular medicine as anti-inflammatory and antiseptic, against gastric or
respiratory problems, cancer, infections and fever. The objective of this work was to analyze
the phytochemical profile of extracts obtained from the leaves of H. pectinata L., to obtain
and characterize the essential oil of the leaves and perform a pharmacological screening,
aiming at a preliminary evaluation of the antimicrobial, cytotoxic and potential anti-
inflammatory of the extracts obtained. Initially, 40g of the plant drug were subjected to
extraction in different solvents of different and increasing polarities (hexane, ethyl acetate,
ethanol and water) by Soxhlet extractor, with cycles of six hours. Then, by Thin Layer
Chromatography (TLC), the phytochemical screening of each of the 4 extracts was
performed, identifying the groups of secondary metabolites. The essential oil from the leaves
of H. pectinata was obtained by hydrodistillation in Clevenger, the yield was calculated and
the oil characterization was performed by Chromatography coupled to Mass Spectrometer
(GC-MS). Subsequently, antimicrobial activity against clinical isolates and Gram-positive and
Gram-negative ATCC strains and yeast fungi were evaluated by means of wells / diffusion in
Agar and Minimum Inhibitory Concentration (MIC) by agar microdilution. In addition, the
cytotoxic and anti-inflammatory activities of the extracts were investigated, the first being
evaluated against three cancer cell lines and the second, by inhibition of the production of
nitric oxide (NO) in macrophages RAW 264.7. From the phytochemical screening, the
presence of mono and sesquiterpenes, triterpenes and steroids, flavonoids, coumarins and
hydrolysable and condensed tannins were evidenced. The extraction of the essential oil
yielded a yield of 0.11% (v/w) and its characterization identified 14 constituents, these being
only sesquiterpenes and presenting as major compounds Beta-Cariophilene and Germacrene-
D. As for the antimicrobial activity tests, the best results were on Gram-positive strains, but
there was discrete activity against Gram-negative and no antifungal activity. In addition to the
antimicrobial activity, the most active extracts were ethyl acetate and aqueous, which may be
related to the higher presence of phenolic compounds in both, terpenes in the ethyl acetate
extract and the predominance of saponins in the aqueous extract. As for the cytotoxic activity,
the inhibition of the two strains used, HEp-2 (laryngeal Carcinoma) and HT-60 (Leukemia),
by the hexane and ethyl acetate extracts were highlighted. Inhibition against the NCI-H-292
(Carcinoma of the lung) lineage was moderate for both extracts. It is suggested, then, that the
inhibition of the tumor growth of the hexanic extract of Hyptis pectinata is associated with the
presence of terpene structures, while the inhibitory potential of the ethyl acetate extract, it is
suggested that there is a synergism between the phenolic compounds and the terpenes.
Regarding the evaluation of the anti-inflammatory potential, all the extracts substantially
reduced the NO levels at all the concentrations tested, when compared to the results obtained
by the control macrophages, presenting increasing inhibition, as the concentrations were
increased. The results obtained in this study concerning the species Hyptis pectinata
scientifically prove some properties known by popular medicine and provide perspectives
regarding future studies involving the species.

Keywords: Plants Medicinal. Hyptis. Terpenes. Phenolic Compounds. Antimicrobial.
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1 INTRODUCAO

As plantas s&o uma fonte importante de produtos naturais biologicamente ativos e
sdo consideradas uma via para a descoberta de novas drogas, devido ao facil acesso e ao custo
relativamente baixo, uma vez que elas naturalmente crescem em abundancia relativa
(RIMBACH, 2009).

A Prospeccdo de materiais bioldgicos em plantas, encontradas em areas de grande
biodiversidade em regides tropicais e subtropicais do Brasil, proporciona uma diversidade
quimica para o desenvolvimento de novas drogas. Diante disso, o desenvolvimento de
medicamentos fitoterapicos padronizados com eficicia e seguranca de uso comprovadas é
uma importante fonte para aumentar o acesso das pessoas aos tratamentos e oferecer novas
opcoes terapéuticas (LIMA, 2011).

Diversos farmacos, tais como os analgésicos de acdo central (morfina e codeina),
glicosideos cardiotonicos (digoxina e digitoxina) e antimicrobianos, foram isolados a partir de
espécies vegetais, demonstrando a uma real possibilidade de novos farmacos. Apesar da
grande biodiversidade brasileira, durante os ultimos 20 anos, os farmacos de origem natural
que apareceram no mercado foram quase que na totalidade, oriundos das pesquisas cientificas
de paises como China, Coréia e Japdo, evidenciando a existéncia de uma enorme lacuna entre
a oferta de plantas e as poucas pesquisas (FOGLIO, 2006).

A regido Nordeste do Brasil, como o resto do pais, apresenta uma grande diversidade
de espécies nativas que sdo conhecidas pelas suas propriedades medicinais e que sdo de uso
comum na medicina popular. Dentre as que sdo utilizadas, estdo as pertencentes ao género
Hyptis Jacq. , o qual possui varias espécies que sdo usadas na medicina popular como anti-
inflamatorias, antinociceptivas, anticonvulsivantes e antiulcerogénicas (BISPO, 2001),
incluindo Hyptis pectinata, Hyptis mutabilis, Hyptis fruticosa e Hyptis suaveolens
(RAYMUNDO, 2011).

No Brasil, Hyptis pectinata é muito valorizada por suas propriedades anti-
inflamatdria e antisséptica; sendo sua principal forma de utilizacdo popular a ingestao de chas
(infusdes e decoccgdes), para as mais diversas indicagdes, tais como: problemas géastricos ou
respiratdrios, cancer, infecgdes, febre, assim como, é muito usada sob a forma de bochechos,
contra afeccOes da cavidade oral, e emplastro, contra doengas de pele (LIRA, 2006;
CARVALHO, 1999).
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Sendo assim, diante da vasta utilizacdo de Hyptis pectinata na medicina popular e da
pouca quantidade de estudos realizados com a espécie, a busca de novas alternativas
terapéuticas faz-se necessaria, ainda mais no que diz respeito a problematica da
multirresisténcia bacteriana e do cancer, principalmente no que concerne ao risco de morbi-
mortalidade e nos gastos anuais estimados para o tratamento (muitas vezes paliativo) destes

problemas.



REFERENCIAL
TEORICO




23

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Hyptis pectinata (L.) Poit.

A familia Lamiaceae possui aproximadamente 300 géneros e 7.500 espécies
distribuidas nos diferentes continentes. Muitas das suas plantas sdo cultivadas em hortas e
jardins, e todas possuem um odor intenso, decorrente da presenca de 6leos essenciais em suas
folhas e flores (MALAQUIAS et al., 2014). Além disso, é formada por plantas herbaceas a
arbustivas, principalmente, que se caracterizam por apresentar caule e ramos tetrangulares,
quando jovens, flores fortemente zigomorfas, bilabiadas, e ovario com estilete ginobasico.
Possui distribuicdo cosmopolita, ocorrendo principalmente em savanas abertas e regides
montanhosas de clima tropical a subtropical (BASILIO et al., 2006), conforme Figura 1. No
Brasil, a familia estd representada por 34 géneros e 498 espécies (HARLEY et al., 2010;
SILVA, 2012).

Figura 1. Mapa de distribui¢do da familia Lamiaceae no mundo
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(Fonte: <http://www.tropicos.org/Name/42000291?tab=maps>; acesso em: 24 de marco de 2015)

A familia Lamiaceae tem grande importancia econémica por ser fonte de 6leos
essenciais aromaticos, volateis e de plantas ornamentais. Muitas espécies sdo utilizadas como
condimentos importantes em culinaria, sendo apreciadas pelo aroma ou pelo sabor que
fornecem aos alimentos. As espécies da familia Lamiaceae estdo reunidas em oito
subfamilias, incluindo a subfamilia Nepetoideae (Dumort.) Luerss., que subdivide-se em
quatro tribos, dentre elas Ocimeae Dumort., que por sua vez subdivide-se em cinco subtribos,
sendo uma delas Hyptidinae Endl., onde est4 posicionado o género Hyptis (FALCAO;
MENEZES, 2003).
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O género Hyptis Jacq. possui grande variedade quanto ao habito de suas espécies,
sendo desde ervas, arbustos e subarbustos a pequenas arvores (KROEFF et al., 2002). Dentre
as espécies gque se destacam neste género estdo: H. pectinata, H. suaveolens, H. capitata, H.
verticillata, H. spicigera, H. mutabilis, H. albida, H. emoryi, H. crenata, H. romboides, H.
umbrosa, H.salzmanii, H. fructicosa, H. lanceolata, H. oblongifolia, H. urticoides, entre
outras. A distribuicdo geografica do género Hyptis Jacq., encontra-se evidenciada na Figura 2.

Figura 2. Mapa de distribuicio do género Hyptis Jacg. no mundo
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Fonte: <http://www.tropicos.org/NamePage.aspx?nameid=40030193&tab=maps>; acesso em: 24 de mar¢o
de 2015
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Hyptis pectinata (L.) Poit (Figura 3), que possui alguns sinbnimos como Brotera
persica, Hyptis racemosa, Bystropogon coarctatus, Hyptis nepetoides, Hyptis persica e
Nepeta pectinata, é uma planta nativa, ndo endémica e apresenta uma distribuicao pantropical,
ocorrendo na América, desde os EUA, nos estados do Hawaii e Califdrnia, até a regido sul do
Brasil, bem como na Africa, tanto em paises ao oeste do continente, como Costa do Marfim,
quanto em paises mais ao centro do continente como Camardes e Tanzania. Na Asia esta
presente, sobretudo na India. Na Oceania esta presente no norte da Australia, Nova Zelandia e
em varias outras ilhas banhadas pelo Pacifico, como as llhas Fiji (PIETSCHMANN et al.,
1998; TCHOUMBOUGNANG et al., 2005; LIRA, 2006).

Seu uso da medicina popular estd relacionado a varias condi¢Bes patoldgicas, tais
como: infeccOes de pele, faringite, congestdo nasal, infecgdes bacterianas e fungicas,
distdrbios gastricos e congestdo pulmonar (PEREIRA, 2014; RAYMUNDO et al., 2011).


http://www.tropicos.org/Name/50112321
http://www.tropicos.org/Name/50112321
http://www.tropicos.org/Name/50112323
http://www.tropicos.org/Name/50112325
http://www.tropicos.org/Name/50112324
http://www.tropicos.org/Name/50112322
http://www.tropicos.org/Name/17601980
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Figura 3 — Hyptis pectinata em seu habitat e seus diferentes 6rgéos: folhas, caule e flores.

A: Caule cinza-esverdeado e folhas; B: Detalhes das flores; C: Hyptis pectinata em seu habitat;
D: Raiz de Hyptis pectinata; Barras: A—-10cm; B-6 cm; D: 8 cm.

No Nordeste do Brasil, estas espécies sdo popularmente usadas na forma de infuso,
decocto e cigarro, sendo indicadas no tratamento de varias doencas, especialmente das vias
respiratorias (BASILIO, 2006), e comercializadas nas feiras livres. A Tabela 1 lista os
diversos usos etnofarmacolégicos de acordo com o local onde a espécie € cultivada.
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Tabela 1. Distribuigdo geografica, nome popular e etnofarmacologia das folhas de Hyptis pectinata (L.) Poit

LOCAL NOME POPULAR USO POPULAR REFERENCIAS
AFRICA
CAMAROES Usada como planta medicinal por suas propriedades antibacteriana, antimicdtica e (TCHOUMBOUGNANG et al., 2005)
antitussigena. b
CABO VERDE Rosmaninho Aliviar sintomas associados a acidentes vasculares cerebrais (AVC), (LIMA, 2013)
descongestionante nasal, rinofaringites, distlrbios gastricos e febre. '
COSTA DO MARFIM Rinofaringites, congestéo nasal e doengas de pele. (MALAN, 1988)
TANZANIA Hozangoghoe Usada contra tosse e como cataplasma em furtinculos. (BLANK et al., 2010; BOALINO et al.,
2003)
GANA Peaba Propriedades antipiréticas. BOALINO et al., 2003)
QUENIA Mungaimu Queimaduras. (KISANGAU; HERRMANN, 2007)
AMERICA
o s - . . . . - BLANK l., 2010; BOALIN l.,
BRASIL Sambacaita, Sambacaité, | Utilizada para diferentes enfermidades, tais como rinofaringites, desordens ( . eta ! 010; BO O.Et a
. L T . e n 2003; FALCAO; MENEZES, 2003; LIRA,
canudinho, Alfazema de cabloco, | gastricas, cicatrizagdo, “banhar ferida e para mulher parida”, Cancer. :
) 2006; SILVA et al., 2006)
Alfazema-do-mato, Macaé,
mercurio-do-campo,  poejo-do-
brejo
GUIANA FRANCESA Woman-piaba Tratamento da maldria (LIRA, 2006; VIGNERON et al., 2005)
= i . .. . . FRA -SERRANO; GIBBONS;
MEXICO Hierba del burro, Xoltexnuk Propriedades anti-infecciosas; Usado em febres, doencas de pele, distirbios PEEREDG,O(?-?/ICI)RSANDA 2?)05? PERE)EDSA-
gastricos, rinofaringite e congestéo pulmonar. MIRANDA et al.. 1993: lROJA’S etal., 1992)
ANTILHAS E BAHAMAS D t .
Ores estomacals (BOALINO et al., 2003)
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2.1.1 Aspectos Botanicos

Hyptis pectinata € uma erva ou subarbusto, ereto, com 1-2 m de altura, ramificado,
piloso; caule e ramos quadrangulares, cinza-esverdeados. As folhas sdo opostas, ovais ou oval-
elipticas, apice agudo, base obtusa ou obtuso-truncada, margem serreada ou crenada.
Inflorescéncias terminais com 60-100-flores; raquis longa, 20-50 cm de comprimento. As flores
séo curto-pediceladas, protegidas por brécteas, filiformes. Calice tubuloso, inflado, glabrescente;
5 lacinios, subiguais. Corola alva a rosea, bilabiada, labio superior 4-laciniado, l&bio inferior
cimbiforme; tubo estreito > 1 mm, 1-2 mm comprimento; 4 estames, anteras bitecas, transversais.
Os frutos sdo esquizocarpicos, separando-se em quatro ndculas, estreitas, oblongo-ovoides,

finamente rugulosas, mucilaginosas (BASILIO et al., 2006).

2.1.2 Aspectos Quimicos

As substancias quimicas encontradas seguem o padrdo da familia Lamiaceae, ou seja,
predominancia de metabdlitos da via do acetato-mevalonato, mas com algumas substancias de
origem biossintética mista e da via do acido chiquimico. Com relacdo a esses metabdlitos
encontrados em H. pectinata, existe uma grande diversidade, que inclui: monoterpenos,
sesquiterpenos, triterpenos e compostos fendlicos (LIRA, 2006). Ha ainda, diversos estudos que
tratam da caracterizacdo quimica do Oleo essencial (OE) (LIRA, 2006; SILVA, 2006;
ARRIGONI-BLANK et al., 2008; NASCIMENTO et al., 2008; BLANK et al., 2010; LIMA,
2013).

2.1.3 Oleo essencial

Para a obtencdo do 6leo essencial de Hyptis pectinata, 0 método extrativo mais utilizado
é a hidrodestilacdo em aparelho de clevenger e as partes mais utilizadas séo as folhas. Para a
caracterizacdo do OE, é utilizada a Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrometro de Massas
(CG-EM) e os compostos identificados sdo 0os Monoterpenos e 0s Sesquiterpenos, componentes
dos dleos volateis. (ARRIGONI-BLANK et al., 2008; NASCIMENTO et al., 2008; SANTOS et
al., 2008; RAYMUNDO et al., 2011; PEREIRA, 2014)

Os monoterpenos mais encontrados no 6leo volatil de H.pectinata s&o mirceno; timol; a-

pineno; a-tujeno; y-terpineno; p-cimeno. Em relacdo aos sesquiterpenos, 0s quais Sao
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predominantes no 6leo essencial da espécie, varios estudos evidenciaram a presenca em maior
quantidade de B-cariofileno e 6xido de cariofileno (SILVA, 2006; NASCIMENTO et al., 2008;
SANTOS et al., 2008; RAYMUNDO et al., 2011; PEREIRA, 2014) e a existéncia de outros
sesquiterpenos, tais como: germacreno-D; biciclogermacreno; B-elemeno, o-copaeno, o-
humuleno, espatulenol e B-pineno e calamusenona (SILVA, 2006; BLANK et al., 2010;
PEREIRA, 2014).

2.1.4 Flavonoides e Fenilpropanoides

Falcdo et al. (2013) isolaram quatro flavonoides a partir do extrato etanodlico das folhas
de Hyptis pectinata, submetidos ao fracionamento em acetato de etila em coluna Sephadex. Os
compostos obtidos foram o cirsiliol, a circimaritina, a 7-O-metil-luteolina e a genkvanina. O
mesmo estudo isolou oito fenilpropanoides, sendo dois deles, novos compostos, nomeados: acido
sambacaitarico e acido 3-O-metil-sambacaitarico. Os outros seis compostos foram o ja conhecido
acido rosmarinico, acido 3-O-metil- Rosmarinico, etil-cafeato, nepetoidina A e nepetoidina B
(FALCAO et al., 2013).

2.1.5 Outros componentes

Foram encontradas lactonas: hiptolideos, pectinolideos A, B, C (PEREDA-MIRANDA,
1993), pectinolideos D, E, F e G (BOALINO et al., 2003), pectinolideo H (FRAGOSO-
SERRANO; GIBBONS; PEREDA-MIRANDA, 2005). Ainda foi encontrado um triterpenoide, o
acido ursélico (PEREDA-MIRANDA et al., 1993).

2.2 Aspectos Farmacoldgicos
2.2.1 Atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria

A administracdo do extrato aquoso de H. pectinata em ratos demonstrou efeitos
antinociceptivo e antiedematogénico, com baixa toxicidade, indicada pela administracdo de doses
de 5 g/kg, sem efeito letal (BISPO et al., 2001; SILVA, 2012).
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O uso do extrato aquoso de H. pectinata, de diferentes origens, interferiu na acdo de
varios mediadores quimicos de inflamacdo, como histamina, prostaglandinas e cininas, nas
dosagens de 200, 400 e 600 mg/kg, quando utilizados por via oral em ratos. Diante disso, ficou
evidenciado que Hyptis pectinata possui substancias anti-inflamatorias em sua composicéo
(ARRIGONI-BLANK et al., 2005).

Lisboa et al. (2006) avaliaram a atividade antinociceptiva dos extratos hexanico,
cloroférmico e acetato de etila das folhas de Hyptis pectinata, a 100, 200 e 400 mg/kg e
administrados por via oral em ratos Swiss. Os extratos reduziram significativamente o nimero de
contragBes induzidas por &cido acético a 0,6% e aumentaram as respostas aos estimulos térmicos
do teste da placa quente, comprovando a atividade supracitada.

A atividade antinociceptiva do 6leo essencial de Hyptis pectinata foi avaliada por
Arrigoni-Blank et al. (2008) e Raymundo et al. (2011). O primeiro utilizou seis genotipos da
mesma espécie em doses de 100, 200 e 400 mg/kg e o segundo fez uso de 10, 30 e 100 mg/kg.
Ambos estudos fizeram uso de dois modelos de analgesia (contorc¢des induzidas por acido acético
e placa quente). Raymundo e colaboradores testaram o potencial anti-inflamatério do dleo
essencial através do teste da formalina e da bolsa de ar subcutanea. Os resultados indicaram que 0
6leo essencial de H. pectinata apresentou efeitos antinociceptivos, provavelmente mediados por
receptores opioides e colinérgicos, e atividade anti-inflamatoria através da inibicdo do Oxido
nitrico e da producdo de PGE2, em doses de 30 e 100 mg/kg. (ARRIGONI-BLANK et al., 2008;
RAYMUNDO et al., 2011)

2.2.2 Atividade antibacteriana

A acdo bactericida das flores de Hyptis pectinata foi observada por Adewunmi et al.
(1980) e por Kloos et al. (1980) contra varios microorganismos: Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Streptococcus sp. (BASILIO et al.,
2006).

Rojas (1992), Pereda-Miranda e Hernandez (1993) e Fragoso-Serrano (2005), em trés
estudos realizados no México, também demonstraram a atividade antibacteriana in vitro de
Hyptis pectinata. O primeiro dos estudos avaliou a atividade do extrato metanodlico frente

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas; nos estudos posteriores, foram utilizados quatro
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pectinolideos isolados de extrato cloroférmico, um deles apresentou resultados significativos
frente cepas ATCC (American Type Culture Collection) de Staphylococcus aureus e Bacilus
subtilis, nas concentracfes 6.25-12.5 pg/ml. O pectinolideo H, utilizado nos ensaios de Fragoso-
Serrano (2005), apresentou atividade frente duas cepas multirresistentes de S. aureus, nas
concentragOes de 32-64 pg/ml.

A Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) do 6leo essencial de Hyptis pectinata foi
avaliada frente cepas ATCC Gram-positivas e Gram-Negativas. Os resultados foram mais
significativos frente aos microorganismos Gram-positivos  (Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis e Enterococcus faecalis), apresentado valores entre
12,5 e 50 pg/ml. As bactérias Gram-negativas apresentaram valores de CMI entre 200 e 300
pg/ml, os quais foram considerados potencialmente toxicos naguelas concentracfes (SANTOS et
al., 2008).

A atividade anti-Streptococcus mutans do dleo essencial de Hyptis pectinata foi avaliado
frente nove isolados clinicos e duas cepas ATCC. Os resultados obtidos demonstraram eficiéncia
do 6leo essencial emulsificado em Tween 80, que apresentou CMI de 200 pg/ml e demonstrou
ser uma promissora alternativa a clorexidina como agente antisséptico e de controle de doencas
orais causadas por bactérias (NASCIMENTO et al., 2008).

2.2.3 Atividade antifungica

O dleo essencial de Hyptis pectinata teve sua atividade antifngica avaliada frente cepas
padroes de Candida albicans, Candida guilhnermondii, Candida dubliniensis, Candida
parapsilosis, Cryptococcus neoformans. A CMI foi verificada e apresentou menores valores para
C. albicans (0,58 pg/ml), C. neoformans (1,17 pg/ml) e C. dubliniensis (3,12 pg/ml), justificando
a sensibilidade das cepas ao metabdlito utilizado (SANTOS et al., 2008).

2.2.4 Atividade antiparasitaria

Falcéo et al. (2013) testaram a atividade in vitro de fenilpropanoides obtidos a partir do
extrato etanolico de Hyptis pectinata frente formas promastigotas de Leishmania brasiliensis. O

extrato etandlico e as fracGes hexanica, acetato de etila e metanol:agua e trés compostos, o acido
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3-O-metil-rosmarinico, o &cido 3-O-metil-sambacaitarico e o &cido sambacaitarico (que
demonstrou poténcia semelhante a pentamidina) apresentaram atividade leishmanicida.

Ainda com relacdo a atividade antileishmania, Queiroz et al. (2014) determinaram o
potencial de inibicdo de Leishmania amazonensis, utilizando o extrato aquoso de Hyptis
pectinata. Para as formas amastigotas, houve uma inibi¢do de 55,3 % a uma concentracdo de 10

ug/mL, enquanto que para as formas promastigotas a inibicéo foi de 81.9 ug/mL a 100 ug/mL.

2.2.5 Atividade citotéxica

Pereda-Miranda et al (1993). avaliaram a atividade citotoxica dos pectinolideos A(1),
B(2) e C(3) (Figura 3), utilizando vérias linhagens de células tumorais, tais como: cancer de
mama, fibrosarcoma, cancer de pulméo, melanoma, célon, carcinoma nasofaringeo e leucemia
linfocitica murinica. Dos trés pectinolideos, o pectinolideo A apresentou melhores resultados

frente as linhagens estudadas.

Figura 4. Pectinolideos A(1), B(2) e C(3) (PEREDA-MIRANDA et al., 1993).

1 R,=R,=Ac
2 R,=Ac, R,=H
3 R,=H, R,=Ac

Em um estudo realizado por Barbosa e colaboradores (2012), o extrato hidroalcoolico de
Hyptis pectinata teve sua atividade citotoxica evidenciada in vitro (frente trés linhagens tumorais)
e in vivo utilizando sarcoma 180 em camundongos. Os ensaios preliminares in vitro

demonstraram moderada citotoxicidade: 62% de inibicdo frente a linhagem celular HCT-8
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(adenocarcinoma), enquanto os testes in vivo apresentaram valores de inibicdo de 70,5% para
sarcoma 180.

2.2.6 Atividade inseticida

Silva e colaboradores (2006) submeteram o 6leo essencial de Hyptis pectinata ao teste
da atividade larvicida contra Aedes aegypti. A partir dos resultados, pode-se concluir que a
atividade do 6leo essencial de H pectinata foi moderada, apresentando uma CLs de 366,35 mg/L
e que, provavelmente, nao esteve relacionada ao componente majoritario encontrado no 6leo, o B-
cariofileno. O mesmo autor, em um estudo realizado em 2008, associou a atividade larvicida do
o0leo essencial de Hyptis pectinata ao 6xido de cariofileno, que apresentou CLso 125 + 2.05 ppm
(SILVA et al., 2008)

2.2.7 Atividade moluscicida

Hyptis pectinata apresentou atividade moluscicida contra Biomphalaria pfeifferi e
Bulinos glabiosus (BASILIO et al., 2006). Em um estudo realizado por Santos e colaboradores
(2012), no estado de Alagoas, o extrato hidroalcoolico (90%) de Hyptis pectinata foi testado
frente ao molusco Biomphalaria glabrata, vetor do parasita causador da Esquistossomose. A
partir desses ensaios, foi possivel comprovar o potencial de inibicdo atraveés da ClLsy = 25.55
mg/L, evidenciando a atividade moluscicida do extrato utilizado.

2.2.8 Atividade no Sistema Nervoso Central

Bueno et al. (2006) buscaram identificar uma possivel atividade do extrato aquoso das
folhas da Hyptis pectinata sobre o sistema nervoso central de roedores da linhagem Wistar. Os
resultados encontrados pelos pesquisadores sugeriram um possivel efeito antidepressivo, o qual
foi confirmado no modelo de hipotermia induzida pela apomorfina, onde o0 extrato aquoso

antagonizou o efeito da apomorfina de maneira similar a imipramina, na dose de 200 mg/kg.
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2.2.9 Outras atividades

Em ratos hepatectomizados, o extrato aquoso de Hyptis pectinata produziu regeneragédo
na concentracdo de 100 mg/kg (SILVA et al., 2002). J& em ratos parcialmente hepatectomizados,
0 extrato aquoso de H. pectinata em associacdo a terapia a laser intraoperativa estimulou a
regeneracdo hepatica e provocou reducdo na funcéo respiratéria de mitocondrias hepaticas sem
alterar sua atividade fosforilativa (MELO et al., 2005a). Em outro estudo realizado pelo mesmo
grupo, 0 uso de extrato aquoso liofilizado de H. pectinata na concentracdo de 100 mg/kg
melhorou o indice de regeneracdo hepatica, enquanto o de 200 mg/kg apresentou protecdo
hepética em ratos hepatectomizados (MELO et al., 2005b).

Paixdo et al. (2015) buscaram evidenciar os mecanismos envolvidos no efeito do gel
elaborado a partir do extrato aquoso de Hyptis pectinata, nas concentracbes de 5% e 10%,
comparando sua eficacia a da doxicilina. A andlise dos resultados mostrou um aumento na
prevencdo da perda de massa corpérea e reabsorcdo 0ssea na doenca periodontal experimental,
com efeitos similares aos da doxiciclina a 10%, quando se utiliza o extrato aquoso de H.

pectinata.

2.3 Toxicidade

Um estudo buscou avaliar a toxicidade aguda do extrato aquoso e do 6leo essencial de
Hyptis pectinata através da determinagdo da DLso de cada um deles em camundongos Swiss, pelo
método dos probitos. O extrato aquoso ndo apresentou qualquer toxicidade, enquanto o 6leo

essencial teve uma DLsp estimada em 1,1 g/Kg (LIRA, 2006).

2.4 Microrganismos de interesse clinico

As doencas infecciosas s@o as principais causas de mortes prematuras no mundo, sendo
estimado 15 milhGes de 6bitos por ano. O crescimento da resisténcia bacteriana é um fator
importante na ocorréncia deste quantitativo de mortes, além de que, esta ameaca também dificulta
a cura e eleva os gastos com a assisténcia a satde (WHO, 2008).

As bactérias Gram-positivas, tais como as que pertencem ao género Staphylococcus sp.

sdo importantes causadoras de infec¢cbes comunitarias e hospitalares e varios estudos as tém
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associado as causas de mortalidade, sobressaindo-se que 53,92% das bacteremias sdo causadas
por Staphylococcus aureus e coagulase negativos. Além desse género, Micrococcus sp. também
pode estar associado a ocorréncia de infeccbes como abscessos, pneumonia, artrite séptica,
meningite, bacteremia e choque séptico em pacientes imunodeprimidos.

Cepas Gram-negativas apresentam-se associadas a casos de septicemia, infeccdes pds-
cirargicas e do trato urinério. Um estudo realizado por Sousa et al. (2014) evidenciou a presenca
dessas bactérias em cerca de 48% das hemoculturas positivas de pacientes de uma Unidade de
Terapia Intensiva (UTI) de um hospital escola do estado de Goiés. Dentre as cepas relacionadas
as infeccdes recorrentes por Gram-negativos, estdo: Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli,
Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella sp. .

As leveduras do género Candida sdo responsaveis pela maioria das infec¢Bes fungicas
em ambientes hospitalares. Entre os pacientes hospitalizados, varios fatores tém sido
reconhecidos como relacionados ao risco do desenvolvimento de candidiase: idade avancada,
sexo feminino, antibioticoterapia de amplo espectro, 0 wuso de corticosteroides e
imunossupressores, presenca de anormalidades anatdmicas do trato urinario, diabetes, sondagem
vesical de demora, pds-operatorio de cirurgias de grande porte e doencas malignas (COLOMBO;
GUIMARAES, 2007).

2.4.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus € uma bactéria Gram-positiva, pertencente a familia
Staphyloccocaceae, anaerdbia facultativa que apresenta cocos dispostos em “cachos de uva” de
coloracdo amarelo-dourada. Sdo positivos aos testes da coagulase, catalase, DNAse e
fermentadores do manitol, além de negativas ao teste da oxidase.

A espécie mais conhecida do género, Staphylococcus aureus, faz parte da microbiota
natural da pele, narinas, axilas, perineo e intestino, podendo tornar-se patogénica em condicdes
como a quebra da barreira cutanea ou diminuicdo da imunidade. E responsavel por uma grande
variedade de infecgbes, como infeccbes na pele e subcutaneas, infec¢bes pos-cirdrgicas,
osteomielites, pneumonias, abscessos, endocardites e septicemia. S&o umas das causas mais
comuns de infeccOes hospitalares e comunitarias, apresentando-se como responsavel por altos

indices de morbi-mortalidade (GELATTI et al., 2009). A viruléncia destas bactérias esta
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associada a secrecdo de toxinas superantigénicas, as quais sdo capazes de causar Sindrome do
Choque Toxico (SCT) e macica liberacdo de citocinas a partir dos macréfagos e células T (FEY
et al., 2003).

Desde a década de 1960, Staphylococcus aureus tem trazido preocupacdo quanto a
resisténcia continua apresentada aos antibidticos, apds a introdugdo da penicilina na terapéutica
(EVANGELISTA; OLIVEIRA, 2015). Para contornar o problema, foi introduzida a Meticilina, a
qual era resistente a acdo das enzimas beta-lactamases, produzidas pelos Staphylococcus aureus.
Relatos de resisténcia adquirida a Meticilina, nos Estados Unidos, associados a expressao da
multirresisténcia, justificaram o uso da sigla MRSA (Methicillin-resistant Staphylococcus
aureus), utilizada para identificar os microorganismos com tais caracteristicas (GELATTI et al.,
2009; LOWY, 1998). As cepas MRSA possuem o gene MecA, que codifica a sintese da proteina
PBP2a, uma ligante de penicilina alterada, que, embora capaz de realizar o “cross link” entre as
moléculas de peptidoglicano, tem afinidade de ligacdo extremamente baixa a muitos antibidticos
betalactamicos, justificando a resisténcia.

Atualmente, trés estagios acontecem simultaneamente no mundo: Cepas MRSA com
susceptibilidade reduzida aos glicopeptideos vancomicina e teicoplamina, designadas S. aureus
com Resisténcia Intermediaria a Vancomicina (VISA) ou cepas resistentes a vancomicina,
conhecidas como S. aureus Resistentes a Vancomicina (VRSA) (CDC, 2002); Prevaléncia de
clones de MRSA multirresistentes considerados endémicos em hospitais de diversas localidades
no mundo; e a emergéncia de cepas ndo-multirresistentes de MRSA, isoladas principalmente de
infeccdes comunitarias (OKUMA et al., 2002; SILVA, 2005).

2.4.2 Staphylococcus coagulase negativo (SCN)

Staphylococcus coagulase negativos representam o maior componente da microbiota
cutanea e por viverem em equilibrio com os ecossistemas onde estdo inseridos, foram tratados
durante muito tempo como microrganismos avirulentos. Atualmente, porém, estes
microrganismos podem se apresentar como bactérias oportunistas emergentes, especialmente em
pacientes hospitalizados, imunocomprometidos, prematuros e com dispositivos implantados.

As principais espécies de SCN envolvidas em infecgbes s&o: Staphylococcus

epidermidis, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus
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warneri, Staphylococcus hominis, Staphylococcus simulans, Staphylococcus lugdunensis e
Staphylococcus xylosus, embora outras espécies possam também causar infecgdes em humanos
(KLOOS & BANNERMAN, 1994; CUNHA et al., 2002; CHANG et al., 2003; ROSS et al.,
2005; SINGHAL et al., 2006). Entre elas, S. epidermidis € o agente mais associado com as
infeccdes, especialmente com as bacteremias, inclusive no Brasil (KLOOS & BANNERMAN,
1994; CUNHA et al., 2002; CHANG et al., 2003; TEIXEIRA, 2009).

Staphylococcus coagulase negativos sao produtores de slime ou biofilme, fator de
viruléncia que permite estas bactérias aderir as superficies lisas de biomateriais, sendo por isso,
associadas aos processos de infeccdo por meio dos procedimentos invasivos. Através disso,
estudos tém demonstrado que cepas de SCN tém apresentado alta resisténcia a Oxacilina
(BERNARDI; PIZZOLITTO; PIZZOLITTO, 2007; CORDEIRO, 2007; GROSSA, 2015) e
avaliada a producdo do gene MecA, até mesmo em cepas isoladas da saliva de profissionais da
Enfermagem (MELO, 2003). Igualmente, estes microorganismos s&o apontados como 0s
principais agentes de InfeccOes Relacionadas & Assisténcia a Saude (IRAS) em neonatos
internados em UTIN (Unidades de Terapia Intensiva Neonatal) (SILVA et al., 2013).

2.4.3 Pseudomonas aeruginosa

As bacteérias pertencentes ao género Pseudomonas sdo bacilos Gram-negativos, aerébios
e ndo fermentadores de glicose. Dentre as principais espécies patogénicas deste género, estdo
incluidas P.aeruginosa, P.fluorescens, P.putida, P.cepacia, P.stutzeri, P.maltophilia e
P.putrefaciens. Dentre estas espécies, Pseudomonas aeruginosa é a que possui maior importancia
clinica, pois além de estar relacionada com consideraveis taxas de morbi-morbidade, prolongada
hospitalizacdo e aumento dos custos com tratamentos nas unidades hospitalares (MICEK et al.,
2015), ainda tem apresentado amplo espectro de resisténcia a vérias classes de antimicrobianos
(FIGUEIREDO et al., 2007; LAGATOLLA et al., 2004).

Pseudomonas aeruginosa apresenta notavel habilidade em adquirir mecanismos de
resisténcia, sendo os genes que codificam essas enzimas geralmente adquiridos atraves de
mecanismos de transferéncia genética intra e/ou interespécies. Diante disso, diversos estudos tém
sido desenvolvidos para determinar a frequéncia genotipica de beta-lactamases de espectro

estendido (ESBL) e evidenciado resultados preocupantes da presenca de novos genes em locais
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onde n&o existia, 0 que contribui de forma expressiva para a disseminacdo da resisténcia por
isolados destas bactérias (KOBA et al., 2007).

2.4.4 Enterobacteriaceae

A familia Enterobacteriaceae compreende mais de 30 géneros e 130 espécies. Os
géneros mais frequentemente isolados de amostras bioldgicas sdo Escherichia, Klebsiella,
Proteus, Enterobacter, Citrobacter, Morganella, Salmonella, Shigella, Serratia, Providencia e
Yersinia. Estes microrganismos sdo Gram-negativos, aerdbios ou anaerdbios facultativos, moveis
ou imdveis e ndo formadores de esporos. Geralmente apresentam positividade para a prova da
catalase, porém, sdo negativos para a oxidase. As bactérias pertencentes a esse género sdo 0s
maiores componentes da microbiota intestinal humana, mas sdo relativamente incomuns em
outros sitios do corpo (OLIVEIRA, 2008).

Um importante mecanismo de resisténcia desenvolvido pelas bactérias dessa familia foi
a producdo de ESBL (Beta-lactamases de espectro ampliado). O tratamento de infecgdes
causadas por cepas produtoras de ESBL oferece um substancial desafio a terapia antimicrobiana,
pois tais enzimas sdo capazes de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas de todas as geracdes e
monobactamicos, reduzindo as alternativas terapéuticas. Os principais géneros produtores das
ESBL, dentre as enterobactérias, sdo Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus sp,
Providencia sp. e Enterobacter sp. . Enterobactérias produtoras das enzimas estdo amplamente
disseminadas, ja tendo sido reportadas na Franca, Estados Unidos, Reino Unido, Grécia,
Holanda, Hungria, Portugal, Bolivia, Peru, Brasil, entre outros (LAGO; FUENTEFRIA;
FUENTEFRIA, 2010).

Além disso, entre 2001 e 2003 foram descritas pela primeira vez novas enzimas que
hidrolisam os carbapenémicos, isoladas inicialmente em Klebsiella pneumoniae, e por isso
denominadas Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC) (MOLAND et al., 2003; YIGIT et
al., 2001). Bactérias produtoras de KPC tiveram rapida expansdo nos Estados Unidos, paises
europeus e América do Sul, incluindo o Brasil. Estudo realizado no estado do Rio Grande do Sul
evidenciou altas mortalidades em pacientes infectados por KPC, o que tem tornado preocupantes

0s quadros destas infecgdes. Além disso, verificou-se que o mecanismo de resisténcia da KPC foi
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implicado em surtos causados por outros membros da familia das enterobactérias (BORGES et
al., 2015).

2.4.5 Candida spp.

Espécies de Candida sdo os fungos leveduriformes mais usualmente envolvidas na
etiologia de infeccbes micoticas. A candidiase caracteriza-se como a infeccdo fungica mais
comum, sendo C. albicans seu agente etiologico mais frequente. Os quadros clinicos mais
rotineiros séo relacionados a candidiase do tipo cutaneo-mucosa, sistémica/visceral e alérgica
(DE OLIVEIRA LIMA et al., 2006).

As infecgdes fangicas de origem hospitalar passaram a apresentar grande importancia
nos ultimos anos, pelo seu aumento progressivo e por suas elevadas taxas de morbidade e
mortalidade (FIDEL; VAZQUEZ; SOBEL, 1999). Além disso, a resisténcia aos agentes
antifangicos entre as espécies de Candida spp. tem sido um problema crescente, tornando-se
necessaria a realizacdo de testes de suscetibilidade nos isolados clinicos (ALTHAUS et al.,
2015)

Os pacientes imunocomprometidos possuem uma maior probabilidade de serem
acometidos por infeccBes fungicas, como os individuos portadores de leucemia, linfoma, diabetes
mellitus e Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), sendo, a identificacdo prévia da
espécie de Candida e a determinacdo da suscetibilidade in vitro, recomendadas em alguns casos,
como na candidiase de orofaringe de pacientes infectados com HIV, micoses sistémicas e
vaginites recorrentes (GIOLO; SVIDZINSKI, 2010; ALTHAUS et al.; 2015).

Nesta perspectiva, 0s produtos naturais e sintéticos tém se mostrado uma alternativa

bastante eficaz para o tratamento destas infeccdes.

2.5 Cancer

A palavra cancer (do grego karkinos, que quer dizer caranguejo) foi utilizada pela
primeira vez por Hipdcrates, o pai da medicina, que viveu entre 460 e 377 a.C. (MINISTERIO
DA SAUDE, 2011). Cancer é o nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas que tém em
comum o crescimento desordenado (maligno) de células que invadem os tecidos e 6rgdos,

podendo espalhar-se (metastase) para outras regides do corpo (INCA, 2015).
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Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e incontrolaveis,
determinando a formacdo de tumores (acumulo de células cancerosas) ou neoplasias malignas.
Por outro lado, um tumor benigno significa simplesmente uma massa localizada de células que se
multiplicam vagarosamente e se assemelham ao seu tecido original, raramente constituindo um
risco de vida (INCA, 2015).

Os diferentes tipos de cancer correspondem aos Varios tipos de células do corpo. Um
exemplo é o cancer de pele, ja que a mesma ¢é formada de mais de um tipo de célula. Outras
caracteristicas que diferenciam os diversos tipos de cancer entre si sdo a velocidade de
multiplicacdo das células e a capacidade de invadir tecidos e 6rgaos vizinhos ou distantes (INCA,
2015).

2.5.1 Epidemiologia do Cancer

Com base no documento World Cancer Report 2014 da International Agency for
Research on Cancer (IARC), da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), torna-se indiscutivel que
0 cancer ¢ um problema de salde publica, especialmente entre os paises em desenvolvimento,
onde é esperado que, nas proximas décadas, o impacto do cancer na populagdo corresponda a
80% dos mais de 20 milhdes de casos novos estimados para 2025 (INCA, 2015). A figura 4

mostra a incidéncia do cancer no ano de 2012, segundo levantamento do GLOBOCAN.
Figura 5. Incidéncia de Cancer no mundo em 2012 (GLOBOCAN, 2012).

Estimated age-standardized rates (World) of incident cases, both sexes, all cancers excluding non-melanoma skin cancer,
worldwide in 2012
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A estimativa mundial, realizada em 2012, pelo projeto GLOBOCAN/IARC, apontou que,
dos 14 milhdes de casos novos estimados, mais de 60% ocorreram em paises em
desenvolvimento. Para a mortalidade, a situacdo agravou-se quando se constatou que, dos 8
milhGes de O&bitos previstos, 70% ocorreram nesses mesmos paises. Em 2008, foram
aproximadamente 12,7 milhGes de novos casos e 7,6 milhes de Obitos. As estimativas de
prevaléncia para 2012 mostravam que existiam 32,6 milhdes de pessoas (com idade superior a 15
anos) que tiveram um cancer diagnosticado nos altimos cinco anos. A figura 5 demonstra a

mortalidade que o Cancer representou no ano de 2012.

Figura 6. Mortalidade por Cancer em ambos os sexos, em 2012 (GLOBOCAN, 2012).

Estimated age-standardized rates (World) of deaths, both sexes, all cancers excluding non-melanoma skin cancer, worldwide
in2012
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B 999-117.0
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74.0-89.8
< 74.0

No'data
B Not applicable

Os tipos de cancer mais incidentes no mundo foram pulméo (1,8 milh&o), mama (1,7
milhdo), intestino (1,4 milhdo) e prostata (1,1 milhdo). Nos homens, os mais frequentes foram
pulméo (16,7%), préstata (15,0%), intestino (10,0%), estbmago (8,5%) e figado (7,5%). Em
mulheres, as maiores frequéncias encontradas foram mama (25,2%), intestino (9,2%), pulmao
(8,7%), colo do utero (7,9%) e estbmago (4,8%).

Ainda com base nas informac@es do projeto Globocan, na regido da América Latina e do
Caribe, estimou-se, para 2012, a ocorréncia de 1,1 milhdo de casos novos de cancer, sendo 0s
tipos de cancer mais incidentes os de prostata (152 mil) em homens e mama (152 mil) em

mulheres. Entretanto, o cancer do colo do utero ainda contribui de forma importante para a carga
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da doenga em mulheres, figurando como o segundo mais incidente e como a segunda causa de
morte por cancer em mulheres. Dos cerca de 530 mil casos novos de cancer estimados para 0s
homens, o cancer de préstata foi o mais frequente (28,6%), seguido pelos canceres de pulmao
(9,8%), intestino (8,0%), estbmago (6,8%) e bexiga (3,3%). Para as mulheres, os 560 mil casos
novos, aproximadamente, foram assim distribuidos: mama (27%), colo do utero (12,2%),
intestino (7,9%), pulmao (5,7,%) e estbmago (4,3%).

Para o biénio 2016-2017, estima-se a ocorréncia de cerca de 600 mil casos novos de
cancer. Excetuando-se o cancer de pele ndo melanoma (aproximadamente 180 mil casos novos),
ocorrerdo cerca de 420 mil casos novos de cancer. O perfil epidemiolégico observado assemelha-
se ao da América Latina e do Caribe, onde os canceres de prdstata (61 mil) em homens e mama
(58 mil) em mulheres serdo os mais frequentes. As estimativas para o ano de 2016 podem ser
visualizadas na figura 6, que segmenta por tipo de neoplasia e por sexo 0 numero esperado de

novos casos de cancer no Brasil.

Figura 7. Estimativas para o ano de 2016 das taxas brutas de incidéncia por 100 mil habitantes e do niumero
de casos novos de cancer, segundo sexo e localizagdo primaria

Localizagdo Primaria
Neoplasia Maligna

Mama Ferninina

quia & Pulmao

Owirio
Limfoma de Hodgkin
Limfoma ndo Hodgkin

Pede nao Metanoma
Todas as Neoplasias
*Momeros armedondados para miliples de 10.
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3 OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial Citotdxico, Anti-inflamatdrio e Antimicrobiano de extratos de Hyptis
pectinata (L.) Poit.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Obter os extratos das folhas de Hyptis pectinata em diferentes solventes de polaridades
distintas e crescentes;

o Realizar a triagem fitoquimica dos extratos obtidos;

o Obter e caracterizar por CG-EM o 6leo essencial das folhas de Hyptis pectinata;

o Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro dos extratos, frente isolados clinicos e cepas
ATCC Gram-positivas e Gram-negativas e fungos leveduriformes;

o Avaliar o potencial citotdxico in vitro dos extratos (frente trés diferentes linhagens de
células tumorais);

o Avaliar a possivel atividade anti-inflamatéria in vitro dos extratos das folhas de Hyptis

pectinata.
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4 METODOLOGIA

4.1 Coleta do material vegetal

A coleta das folhas de Hyptis pectinata (L.) Poit foi realizada entre os meses de Marco e
Maio de 2014, no sitio Palmeira, municipio de Camocim de S&o Félix — PE (Latitude: 08°21°31”;
Longitude: 35°45°43”; Altitude: 691 metros). A exsicata foi depositada no Herbario Dardano de
Andrade Lima, na Empresa Pernambucana de Pesquisas Agropecuarias (IPA), sob o nimero de

registro 89175 e identificada pela curadora Olivia Cano.

4.2 Obtencao dos extratos

Apos a coleta, as folhas foram submetidas a secagem a sombra, trituradas e pesadas.
Apos a pesagem, 40 g da planta foram extraidos em diferentes solventes de polaridades distintas
e crescentes, em Soxhlet, com ciclos de seis horas. Os solventes utilizados em ordem crescente de
polaridade foram hexano, acetato de etila, etanol e agua, conforme demonstrado pelo Esquema 1,
baseando-se na busca pela obtengdo de extratos brutos. Apos as extracdes, os solventes foram

evaporados com auxilio de um rotaevaporador e os extratos secos foram armazenados a 10°C.

Esquema 1. Fluxograma de extragdes e respectivas massas de extrato seco obtidas.

Hyptis pectinata
Folhas trituradas (40 g)

Extracao com Hexano

| |

Extrato Hexénico (2,5 g) Matéria-prima

Extracao com Acetato de Etila

Extrato Acetato de Etila Matéria-prima
(1,04 g)

Extracao com Etanol

Extrato Etanélico (1,02 g) Matéria-prima

Extracio com Agua

| |

Extrato Aquoso (2,5 g) Residuo
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O perfil fitoquimico foi evidenciado a partir de extratos brutos secos das folhas de

Hyptis pectinata: hexanico, acetato de etila, etandlico e aquoso. Os extratos foram analisados por

Cromatografia em Camada Delgada (CCD), empregando-se diversas fases moveis e reveladores

adequados, de acordo com a metodologia descrita na Tabela 1.

Para identificar a presenca de saponinas, realizou-se o teste de afrogenicidade (teste

qualitativo de espuma). Para o teste, ferveu-se (decoccdo) 2 g da droga vegetal pulverizada com

10 mL de 4gua destilada por trés minutos. Agitou-se abundantemente a solucdo por 15 segundos

e deixou-se a mesma em repouso, por quinze minutos. Em seguida, foi analisada qualitativamente
a permanéncia da espuma (BRUNETON, 1991).

Tabela 2 — Sistemas cromatogréaficos, padroes e reveladores empregados na prospecc¢ao fitoquimica de Hyptis
pectinata L. Poit

CLASSE DE METABOLITO  SISTEMA DE ELUICAO PADRAO REVELADOR REFERENCIA
Alcaloides ACOEt-HCOOH-ACOH- Pilocarpina Dragendorff (WAGNER;
H,0! BLADT, 1996)
Mono e Sesquiterpenos Tolueno-AcOEt? Timol Vanilina (WAGNER;
Sulfrica BLADT, 1996)
Triterpenos e Esteroides Tolueno-AcOEt B-sitosterol Liebermann (HARBORNE,
Buchard 1998)
Cumarinas n-Hexano-AcOEt* Umbeliferona KOH 10% em (WAGNER;
EtOH BLADT, 1996)
Flavonoides ACcOEt-HCOOH-ACcOH- Rutina NEU + UV (WAGNER;
Fenilpropanoglicosideos H,0! BLADT, 1996)
Derivados Cinamicos
Taninos Condensados AcOEt-HCOOH-AcOH- Epicatequina Vanilina (WAGNER,;
H,0° Cloridrica BLADT, 1996)
Taninos Hidrolisaveis AcOEt-HCOOH- AcOH- Acido galico NEU + UV (WAGNER,;
H,0! BLADT, 1996)
Antraquinonas ACcOEt-HCOOH-AcOH- Aloina KOH 10% em (WAGNER,;

H,0°

H,O

BLADT, 1996)

1100:11:11:27 viv; 297:3 viv; 390:10 v/v; #95:5 v/v; ° 100:3:3:3 v/v; °97:3 v/v; AcOEt = Acetato de Etila; HCOOH
= Acido Acético; AcOH = Acido Férmico; H,0 = Agua; CHCI; = Cloroférmio; MeOH = Metanol;

UV = Ultravioleta; KOH = Hidréxido de Potassio.
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4.4 Extracéo do Oleo Essencial (OE)

O Oleo Essencial de Hyptis pectinata foi extraido das folhas frescas pelo método de
hidrodestilagdo em Clevenger. Partiu-se de 90 g de material vegetal, fez-se o uso de 500 mL de
agua destilada e realizou-se a extragdo por duas horas, a uma temperatura de 100 °C. Em seguida,
o hidrolato (4gua + 6leo) foi coletado e apds o repouso e a separacdo em duas fases, retirou-se o
OE.

4.4.1 Calculo do rendimento do 6leo essencial

O rendimento do Oleo Essencial de Hyptis pectinata foi calculado em triplicata
utilizando-se 90 g das folhas frescas, apds a mensuragdo do volume final de dleo obtido apds a
separagdo da agua. De acordo com a Farmacopeia Brasileira (2010), o rendimento foi expresso

em gramas por mililitro (g/mL).

4.4.2 Caracterizacdo do 6leo essencial por CG-EM

A analise da amostra em cromatografo a gas acoplado a Espectrémetro de Massas foi
realizada em equipamento Shimadzu tipo quadruplo modelo GCMS-QP2010s (Shimadzu, Japao)
e equipado com coluna capilar de silica RTX-5 (30 m x 0.25 mm x1um). As condi¢des de injegao
foram temperatura do injetor de 250°C, injetor do tipo splitless com presséo da coluna de 160
Kpa, fluxo total de 78,1 ml/min fluxo da coluna de 2,52 mL/min e velocidade linear de 58,2
cm/seg, fluxo de purga de 3.0ml/min razdo de split de 30.0 e tempo de corrida da coluna de 50
min. A programacdo da temperatura foi de 50°C a 150°C/2,5°C/min, seguida de 150°C a
250°C/25°C/min. e logo 15 min. a 250°C. O espectro de massas foi programado para realizar
leituras em uma faixa de 33 a 750 Da, com energia de ionizacdo de 70 eV e temperatura de 260°C
na camara de ions, da interface e do detector. Foram diluidos 10 puL do 6leo em 300 pL de
acetona e 1 plL da amostra foi injetado no CG. A identificacdo dos componentes foi feita pela
comparacdo de seus espectros de massas com 0 banco de dados disponivel no

Padetec/Universidade Federal do Ceara e também pelos indices de Retencio de Kovats (IK).
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4.5 Atividade antimicrobiana
4.5.1 Microrganismos

Neste estudo foram utilizadas dezesseis cepas bacterianas, sendo sete delas Gram-
positivas e as restantes Gram-negativas. Das cepas Gram-positivas, trés foram pertencentes a
espécie Staphylococcus aureus (duas cepas padrdo e um isolado clinico), trés foram isolados
clinicos de Staphylococcus coagulase negativos e um isolado clinico da espécie Micrococcus
luteus, conforme a tabela 3.

Tabela 3 — Cepas Gram-positivas utilizadas nos ensaios e suas respectivas origens.

ESPECIE | CODIGO | ORIGEM
Staphylococcus aureus AM 103 ATCC 6538
Staphylococcus aureus AM 106 ATCC 6538P

Staphylococcus aureus MSSA AM 1235 Secrecdo
Staphylococcus coagulase negativo ~ AM 235 Esperma
Staphylococcus coagulase negativo ~ AM 1162 Fragmento 6sseo

Staphylococcus epidermidis AM 1198 Secrecdo
Micrococcus luteus AM 1200  Liquido peritoneal

AM: Cddigo da colecéo do Laboratério de Andlises Microbioldgicas — Depto. de Ciéncias Farmacéuticas —
UFPE; ATCC: American Type Culture Collection; MSSA: Staphylococcus aureus Meticilina Sensivel.

Dentre as bactérias Gram-negativas, foram estudados seis isolados clinicos tnicos (dois
de Klebsiella pneumoniae, um de Salmonella sp., dois de Pseudomonas aeruginosa e um de
Proteus mirabilis) e trés cepas padrdo (ATCC) — duas de Escherichia coli e uma Salmonella
typhimurium (Tabela 4).

Tabela 4 — Cepas Gram-negativas utilizadas nos ensaios e suas respectivas origens.

ESPECIE | CODIGO | ORIGEM
Escherichia coli AM 251 ATCC 25922
Escherichia coli AM 1281 ATCC 35218

Klebsiella pneumoniae AM 342  Ponta de Cateter
Klebsiella pneumoniae AM 411 Bile
Salmonella sp. AM 1182 Fezes
Salmonella typhimurium AM 1280 ATCC 14028
Pseudomonas aeruginosa AM 457 Urocultura
Pseudomonas aeruginosa AM 458 Urocultura
Proteus mirabilis AM 1115 Urocultura

AM: Codigo da colecéo do Laboratério de Analises Microbiolédgicas — Depto. de Ciéncias Farmacéuticas —
UFPE; ATCC: American Type Culture Collection
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Para a determinacgdo da atividade antifungica dos extratos brutos secos utilizados, foram
utilizadas trés cepas leveduriformes, todos pertencentes a espécie Candida albicans (Tabela 5).

Tabela 5 — Fungos leveduriformes utilizados nos ensaios e suas respectivas origens.

ESPECIE | CODIGO |  ORIGEM
Candida albicans AM 1285  Mucosa esofagica
Candida albicans AM 1287 Mucosa
Candida albicans AM 1288 ATCC 14053

AM: Cédigo da colegdo do Laboratdrio de Analises Microbioldgicas — Depto. de Ciéncias Farmacéuticas —
UFPE; ATCC: American Type Culture Collection.

4.5.2 Preparacéo dos inéculos

A partir de culturas recentes (24 h) bacterianas e leveduriformes foram feitas suspensées
de 5 mL em solucdo fisioldgica estéril, ajustando a turvacdo do tubo a escala 0,5 de McFarland,
obtendo-se 10% e 10° UFC/mL (Unidades Formadores de Coldnias por mililitro), respectivamente
(CLSI, 2003; 2004).

4.5.3 Preparacédo dos padrdes antimicrobianos e dos extratos

Para os ensaios realizados, todos os extratos foram solubilizados em solucdo aquosa de
DMSO (Dimetilsulféxido) a 20% (v/v). O extrato hexanico passou pelo processo de agitacdo. Os
antimicrobianos padrdes utilizados nos testes foram a Tetraciclina (300 ug/mL) e a Ceftriaxona

(300 pug/mL), para as bactérias; e o Cetoconazol (100 pg/mL) para as leveduras. .

4.5.4 Técnica de pocos / Difusédo em Agar

Os ensaios de difusdo sdo métodos quantitativos, nos quais o efeito pode ser graduado,
fundamentam-se na difusdo da substancia a ser ensaiada, em um meio de cultura solido com o
microrganismo inoculado. Diante disso, 0s indculos previamente preparados foram semeados em
placa de Petri contendo 20 mL de Agar Mueller-Hinton (para bactérias) e Agar Sabouraud
Dextrose (para fungos). Em seguida, foram realizadas as perfuraces assépticas dos po¢os com
auxilio de um perfurador (de 6 mm de didmetro) e as aplicacdes das solu¢BGes dos extratos secos

em DMSO a 20% em trés diferentes concentragdes (10 mg, 5 mg e 2,5 mg/poco), utilizando-se
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pipeta automatica na razdo de 100 pL/pog¢o. Os antimicrobianos-padrdo foram: Tetraciclina (300
pug/mL), Ceftriaxona (300 ug/mL) e o Cetoconazol (100 pg/mL). Como controle negativo, foi
utilizada a solucédo de DMSO a 20%.

Apos a incubacdo a 37°C £ 1°C (bactérias) e 30°C + 1°C (fungos) por 24 horas, a
atividade antibacteriana foi avaliada pela medigéo dos halos de inibi¢do (CLSI, 2003; 2004).

4.5.5 Determinagéo da Concentragdo Minima Inibitoria (CMI) por microdiluicdo em caldo

Os extratos testados que apresentaram atividade antimicrobiana preliminar, pela técnica
de pocos/difusdo em Agar, foram submetidos a determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria
(CMI) pela técnica de microdiluicdo em caldo. Os testes foram realizados em caldo Mueller
Hinton contidos em placa de 96 pocos, utilizada em analises de ELISA. Aliquotas de 20 pL de
cada extrato nas concentragdes de 1000, 500, 250, 125, 62,5; 31,25; 15,62 e 7,81 pg/mL foram
depositadas em cada poco da placa contendo caldo Muller Hinton e 10 pL suspensdo de
microrganismos para um volume final de 100 pL em cada poco. Foram realizados controles dos
extratos brutos, do caldo Mueller Hinton, das suspens@es de microrganismos e do DMSO a 20%
(utilizado para solubilizar os extratos). Os antimicrobianos utilizados foram a Tetraciclina, a
Ceftriaxona e o Cetoconazol, todos em concentraces de 0,062 a 128 pug/mL. As placas foram
cobertas e incubadas a 35°C por 24 horas. Passado o tempo de incubacdo, adicionaram-se 10 pL
de Resazurina nos po¢os, a fim de se determinar qualitativamente o crescimento de acordo com a
coloragé@o apresentada. Os ensaios foram realizados em triplicata e considerou-se como CMI a
menor concentragdo do extrato capaz de inibir o crescimento microbiano. Os resultados foram

exprimidos pelas médias das triplicatas realizadas.

4.5.6 Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos de Hyptis pectinata

A avaliacdo da atividade antimicrobiana de um extrato é determinada pela medida do
diametro do halo de inibicdo deste frente aos microrganismos testados (LENETTE et al., 1987) e
pela menor concentragdo capaz de inibir o crescimento de um determinado microrganismo, a
Concentra¢do Minima Inibitoria (CMI).

No que se referem ao potencial antimicrobiano, as medidas dos halos de inibi¢do foram

estabelecidas de acordo com os parametros preconizados por Alves e colaboradores (2000): < 9
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mm, inativo; 9 - 12 mm, pouco ativo; 13 - 18 mm, ativo; e, > 18 mm, muito ativo. Quanto ao
potencial antimicrobiano, pela medida da concentracdo minima inibitéria (CMI) dos extratos
vegetais, sdo considerados como muito ativos aqueles que apresentarem CMI < 100 ug/mL;
ativos com CMI entre 100 - 500 pg/mL e moderadamente ativos com CMI de 500 - 1000 pg/mL,
baixa atividade com CMI de 1000 - 2000 pg /mL e inativos com CMI > 2000 pg /mL. As
Concentracbes Minimas Inibitorias foram calculadas apenas para os extratos que apresentaram

boa atividade pela técnica de pogos/difusdo em Agar, ou seja, halos > 13 mm.
4.6 Ensaio da atividade citotoxica

A atividade citotdxica dos extratos hexanico, acetato de etila, etandlico e aquoso de
Hyptis pectinata, foi avaliada frente as seguintes linhagens de células cancerigenas humanas:
NCI-H-292 (carcinoma de pulmdo) HL-60 (leucemia promielocitica) e HEP (carcinoma de
laringe) fornecido pelo Banco de Células do Rio de Janeiro (RJ-Brasil). Todas as ceélulas
cancerigenas foram mantidas em meio RPMI 1640 e DMEN suplementado com 10% de soro
fetal bovino, glutamina 2 mM, 100 U/ml de penicilina, 100 mg/mL de estreptomicina a 37 °C
com 5% de CO,. A citotoxicidade de todos os extratos foi testada utilizando o ensaio de reducgéo
do brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H tetraz6lio (MTT) (Sigma Aldrich Co., St.
Louis, MO, EUA).

Em todos os ensaios realizados, as células tumorais foram incubadas em placas de 96
pocos (10° células/ml para células aderentes ou 3 x 10° células/ml para as células leucémicas). Os
extratos testados (25 mg/mL) foram dissolvidos em DMSO a 1%, seguidamente adicionados a
cada poco e incubados durante 72 h. Os grupos controle receberam uma mesma quantidade de
DMSO. Apo6s 72 h de tratamento, 25 pL de MTT (concentragdo de 5 mg/ml) foram adicionados,
trés horas mais tarde, o produto formazana obtido do MTT foi dissolvido em 100 ml de DMSO, e
a absorbancia foi medida a 595 nm em aparelho espectrofotométrico de leitura de microplacas.
Os valores de ICsg e seus intervalos de confianga de 95% para dois experimentos diferentes foram
obtidos por regressao nao linear, utilizando o programa Graphpad Prism (Software intuitivo para
a Ciéncia, San Diego, CA) (BARROS et al., 2014).

Os experimentos foram analisados segundo suas médias e respectivos desvios no
programa GraphPad Prism 5. Uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o potencial

citotoxico das amostras testadas e os resultados expressos em percentual de inibicdo de
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crescimento, para 0s quais: amostra sem atividade, quando 1 a 20% de inibi¢cdo; com pouca
atividade, com inibicdo de crescimento celular de 20 a 50%; com atividade moderada, com
inibicdo de crescimento celular variando entre 50 e 70%; e, com alta atividade, com inibicdo de
crescimento variando entre 70 e 100% (FOUCHE et al., 2008).

4.7 Avaliacéo da capacidade inibitoria na producao de 6xido nitrico em RAW 264.7

Para avaliar-se a producdo de éxido nitrico (NO), as concentragdes de nitrito (metabdlito
estavel do NO) foram mensuradas baseando-se metodologia de Griess. Para realizacdo do teste,
células RAW 264.7 (5 x 10° células/mL) foram inoculadas em placa de 96 pocos, na presenca dos
extratos diluidos (100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pug/mL e 12,5 pg/mL) em LPS e, logo apds, foram
incubadas por 24 horas. Apos a incubacdo, 50 UL do sobrenadante da cultura foram coletados
para avaliagdo da produgdo de NO. Como controle negativo foi usado sobrenadante da cultura de
macrofagos ndo tratado e ndo estimulado com LPS e como controle positivo macréfagos
estimulados com LPS (1 pg/ml) e ndo tratados. Sob a protecéo da luz, foram adicionados 50 puL
do reagente de Griess (sulfanilamida 1%, N-(1-naftil) etilenodiamina dicloridrato 0,1%, H3PO4
5%) e a absorbancia foi medida apds 10 minutos, em leitor de microplacas a 540 nm.

Os resultados foram expressos em valores de média + desvio padrdo e foram analisados
pelo teste One-way ANOVA, seguido pelo pos-teste de Dunnett. Os grupos foram analisados

com grau de significancia de p < 0,05. A andlise foi realizada no software GraphPad Prism 5.0°.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Prospeccdo Fitoquimica

A triagem fitoquimica dos quatro extratos revelou a presenca de varios metabolitos,
conforme Tabela 6. O extrato hexanico de Hyptis pectinata apresentou mono e sesquiterpenos,
além de triterpenos e esteroides. Ja nos extratos acetato de etila e etanolico, foram encontradas
cumarinas, flavonoides, taninos hidrolisaveis e condensados, mono e sesquiterpenos, triterpenos e
esteroides. Por fim, no extrato aquoso se observaram a presenca de cumarinas, flavonoides,
taninos hidrolisdveis e abundante quantidade de saponinas. Nenhum dos quatro extratos
evidenciou a presenca de antraquinonas e alcaloides.

Lira e colaboradores (2006), nos testes preliminares de fitoquimica, detectaram no
extrato bruto aquoso das folhas de Hyptis pectinata, a presenca de alcaloides, taninos e
flavonoides. Os demais estudos seguiram o mesmo padrdo da familia Lamiaceae, ou seja,
predominancia de metabdlitos da via do acetato-mevalonato, mas com algumas substancias de
origem biossintética mista e da via do acido chiquimico (FALCAO; MENEZES, 2003).

Tabela 6. Prospeccéo fitoquimica dos extratos brutos de Hyptis pectinata (L.) Poit

Metabdlitos Ext. Hex. Ext. AcOEt Ext. EtOH Ext. Aq.

Alcaloides - - - -

Antraquinonas - - - -

Cumarinas - + + 4+
Flavonoides + + + +
Mono e Sesquiterpenos +++ ++ + -
Taninos Condensados - + + +
Taninos Hidrolisaveis - + + +++
Triterpenos e Esteroides ++ + + -
Saponinas - - - 4+
Rendimento (%) 6,3 2,6 2,6 6

Ext. Hex. : Extrato Hexanico; Ext. AcOEt: Extrato Acetato de Etila; Ext. EtOH: Extrato Etanolico;
Ext. Aqg. : Extrato Aquoso; + Poucas bandas; ++ Abundantes bandas; +++ Muitas bandas; - Ausente.
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5.2 Analise do 6leo essencial de Hyptis pectinata
5.2.1. Rendimento do 6leo essencial de Hyptis pectinata

O rendimento do 0leo essencial foi de aproximadamente 0,11% (v/p), valor proximo aos
obtidos por Pietschmann (1998), Lira (2006) e Lima (2013), que foram 0,1 % (v/p) 0,14% (v/p) e
0,1% (v/p), respectivamente. Rendimentos distintos foram encontrados por outros autores: 0,8%
(v/p) por Pereira et al. (2014); 0,6% (v/p) por Tchoumbougnang et al.; 0,5% (v/p) por Raymundo
et al. (2011), Arrigoni-Blank et al. (2008), Santos et al. (2008) e Nascimento (2007). Embora um
dos estudos tenha demonstrado que o local da coleta ndo influencia significativamente sobre o
rendimento do O6leo essencial (ARRIGONI-BLANK et al., 2008), outro evidenciou um
importante aumento no teor do OE de Hyptis pectinata, quando estas foram submetidas a um
severo estresse hidrico (CARVALHO; MARTINS; MOREIRA, 2012). Arrigoni-Blank (2008) e
colaboradores notaram ndo haver diferencas relevantes em relacdo ao rendimento do dleo
essencial, quando diferentes horarios de colheita foram empregados.

Apesar de o rendimento calculado estar de acordo com alguns dos que foram
encontrados na literatura, é importante deixar claro que diferentes metodologias podem ter sido
empregadas, por exemplo, no método de particdo. Além disso, a perda de quantidade relevante do
o6leo essencial, que ficou aderido as paredes dos recipientes utilizados na extracdo, pode justificar

as discrepancias apresentadas.

5.2.2 Andlise quimica do 6leo essencial de Hyptis pectinata

Apos a caracterizacdo do Oleo Essencial de Hyptis pectinata por Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometro de Massas (CG/EM), foram identificados 14 componentes, conforme
esta evidenciado na Tabela 11. Dentre as moléculas encontradas, todas foram sesquiterpenos
(Figura 8). Os compostos majoritarios foram o p-cariofileno (4) e o Germacreno-D (5) e ambos
representaram 47,6% do total identificado na amostra. O p-cariofileno e Germacreno-D também
foram encontrados como principais constituintes por Lira (2006) e foram equivalentes a 46,12 %

da amostra identificada.
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Tabela 7. Composigio quimica do Oleo Essencial de Hyptis pectinata

COMPOSTO TR* TEOR MEDIO (%)

(1) Alfa-Copaeno 38.49 2,55
(2) Beta-Bourboneno 39.05 1,52
(3) Beta-Elemeno 39.29 2,08
(4) Beta-Cariofileno** 41.13 31,78
(5) Germacreno-D** 45.08 15,82
(6) Biciclogermacreno 45.86 9,15
(7) Gama-Cadineno 46.39 1,62
(8) Delta-Cadineno 46.61 3,96
(9) Espatulenol 47,85 3,29
(10) Oxido de Cariofileno 47.96 6,25
(11) Veridiflorol 48.09 1,88
(12) Globulol 48.26 0,57
(13) Delta-Cadinol 48.68 5,89
(14) Torreiol 48.75 0,61
Monoterpenos 0

Sesquiterpenos 86,97
Hidrocarbonetos Sesquiterpénicos 68,48
Sesquiterpenos Oxigenados 18,49
TOTAL IDENTIFICADO 86,97

*Tempo de retencdo; **Componentes majoritarios

Trés estudos realizados no estado de Sergipe, um no Rio de Janeiro e outro realizado na

Paraiba, evidenciaram a maior preseng¢a de P-cariofileno e 6xido de cariofileno nas analises
realizadas (MENEZES et al.,, 2015; NASCIMENTO et al., 2008; PEREIRA, 2014,

RAYMUNDO et al., 2011; SILVA, 2006).



Figura 8. Estruturas quimicas dos componentes do 6leo essencial de Hyptis pectinata (L.) Poit
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Arrigoni-Blank e colaboradores (2008) investigaram a composicao do 6leo essencial de
seis diferentes genétipos de Hyptis pectinata e também encontraram a predominancia dos
sesquiterpenos em suas constituigoes. Das seis amostras analisadas, quatro tiveram o f3-
cariofileno como principal componente. Outro estudo realizado pelo mesmo grupo, também
constatou a maior presenca de sesquiterpenos no 6leo essencial de Hyptis pectinata, embora a
calamusenona tenha sido o composto prevalente (BLANK et al., 2010).

Ainda com relacdo a caracterizacdo do OE de Hyptis pectinata, um estudo realizado na
Republica de Camardes e outro em Cabo Verde, estabeleceram a predominancia do p-cariofileno
¢ do B-elemeno (TCHOUMBOUGNANG et al., 2005) e do germacreno-D e do B-cariofileno,
respectivamente (LIMA, 2013).

No que concerne as diferencas apresentadas em relacdo as constituicdes do Oleo
essencial de Hyptis pectinata, elas podem estar relacionadas as varia¢fes genéticas dentro da
espécie, clima, tipo de solo, estacdo do ano, técnica de extracdo, localizacdo geografica, entre
outras (SANTOS et al., 2008).

Ao B-cariofileno, composto majoritario encontrado pela analise realizada, séo atribuidas
importantes atividades, tais como: antibacteriana (SANTOS et al., 2008), antileishmania,
antifungica e anti-inflamatéria. Embora o germacreno-D nédo tenha demonstrado possuir atividade
antimicrobiana isoladamente, este composto € um dos constituintes majoritarios de Oleos
essenciais com atividade antimicrobiana comprovada e pode agir de forma sinérgica aos outros
compostos (FRANCESCATO et al.,, 2007). J& o biciclogermacreno, um dos compostos
majoritarios desta analise, apresenta atividade antimicrobiana ja demonstrada e, provavelmente,
age em sinergismo com alguns dos compostos minoritarios dos constituintes dos 6leos essenciais
(SANTOS et al., 2013).

Diante dos resultados obtidos no presente estudo, observou-se que o éleo essencial de
Hyptis pectinata apresentou consonancia com as elucidacdes realizadas por outros autores,
principalmente no que diz respeito aos constituintes encontrados. Desta forma, é importante
salientar que os dados aqui levantados fornecem perspectivas quanto aos futuros testes que seréo

realizados.
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5.3 Atividade antimicrobiana dos extratos de Hyptis pectinata
5.3.1 Atividade antimicrobiana do Extrato hexanico de Hyptis pectinata (ExtHex-Hp)

O extrato hexanico de Hyptis pectinata foi considerado ativo ou muito ativo frente as
cepas Gram-positivas utilizadas nos ensaios (Tabela 7). O maior halo de inibicdo apresentado foi
de 31 mm, na concentracdo de 10 mg/poco, para a cepa de Micrococcus luteus (AM 1200); houve
também inibicdo de crescimento das cepas de Staphylococcus aureus AM 103, para a qual o
extrato apresentou halos de 20 mm, na concentracdo de 10 mg/po¢o; AM 106, cujos halos foram
de 23 mm e 20 mm, nas concentracdes de 10 mg/poc¢o e 5 mg/poco, respectivamente; e, frente a
cepa de Staphylococcus aureus AM 1235, com halos de 21 mm e 18 mm, nas concentracdes de
10 mg/poco e 5 mg/pogo, respectivamente. Em relacdo as cepas Staphylococcus coagulase-
negativas, uma delas, a AM 1198 ndo apresentou halos de inibicdo. Ja, frente as outras duas
cepas, Staphylococcus coagulase-negativo AM 235 e AM 1162, o extrato demonstrou-se ativo e
muito ativo, com halos de 23 mm e 19 mm (a 10 mg/pogo e 5 mg/pogo, respectivamente) para a
primeira e de 18 e 15 mm (a 10 mg/poco e 5 mg/poco, respectivamente) para a segunda.

No que diz respeito as cepas Gram-negativas, apenas frente uma delas, o extrato
apresentou atividade: Salmonella enterica AM 1280, com halos de 17 mm e 14 mm nas duas
maiores concentracdes. O ExtHex-Hp ndo teve atividade frente as leveduras dos testes. Para
todos 0s experimentos realizados, os antimicrobianos padrdes confirmaram o perfil de
sensibilidade/resisténcia das bactérias ensaiadas.

As concentragdes minimas inibitdrias confirmaram os resultados preliminares obtidos
pela técnica de pocos. Diante disso, foi notada boa atividade frente a cepa Gram-negativa
Salmonella enterica AM 1280, com CMI de 125 pug/mL. Para as cepas de Staphylococcus aureus
AM 103, Staphylococcus coagulase-negativa AM 235 e Micrococcus luteus AM 1200, o extrato
também foi ativo, estabelecendo CMI de 500 pg/mL. J& em relacdo as cepas Staphylococcus
aureus AM 106 e Staphylococcus coagulase-negativa AM 1162, ExtHex-Hp apresentou
moderada atividade, com CMI > 1000 pg/mL.

Na triagem fitoquimica preliminar, o extrato bruto hexanico de Hyptis pectinata
demonstrou maior presenca de mono e sesquiterpenos, triterpenos e esteroides. Esta atividade
deve-se ao fato de que os terpenos também sdo substancias terapéuticas contra bactérias, fungos,

virus e protozoarios. Apesar da pouca elucidacdo de seu mecanismo de acao, postula-se que séo
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capazes de agir contra os microrganismos devido ao carater lipofilico de suas moléculas
facilitando a interacdo da membrana com estas estruturas. Desta interagdo, resultam uma
expansdo da membrana citoplasmatica, o aumento de permeabilidade, a inibicdo da respiracao e a
alteracdo do transporte de ions, ocasionando uma desorganizacdo e ruptura da membrana
citoplasmatica (COWAN, 1999; TROMBETTA et al., 2005; DEMO, 2008).
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Tabela 8. Atividade antimicrobiana do extrato hexanico de Hyptis pectinata frente cepas de interesse clinico.

TECNICA DE PO(;O$, CMI**
CEPAS BACTERIANAS UTILIZADAS HALOS DE INIBICAO (em milimetros)
10 mg/poco | 5 mg/poco | 2,5 mg/poco | Padrao* (hg/mL)
Staphylococcus aureus AM! 103 20 17 16 43 500
Staphylococcus aureus AM 106 23 20 16 36 1000
Staphylococcus aureus AM 1235 21 18 12 35 250
Staphylococcus coagulase-negativa AM 235 23 19 15 37 500
Staphylococcus coagulase-negativa AM 1162 18 15 12 30 >1000
Staphylococcus coagulase-negativa AM 1198 -- -- -- 31 NT
Micrococcus luteus AM 1200 -- -- -- 44 500
Escherichia coli AM 251 -- -- -- 36 NT
Escherichia coli AM 1181 -- -- -- 38 NT
Klebsiella pneumoniae AM 342 -- -- -- 37 NT
Klebsiella pneumoniae AM 411 -- -- -- 36 NT
Salmonella enterica AM 1280 -- -- -- 28 125
Salmonella sp. AM 1282 -- -- -- 35 NT
Pseudomonas aeruginosa AM 457 -- -- -- 27 NT
Pseudomonas aeruginosa AM 458 -- -- -- 25 NT
Proteus mirabilis AM 1115 -- -- -- 39 NT

1: AM - Colec¢do de Linhagens do Laboratério de Analises Microbioldgicas - UFPE; * Padréo utilizado: Tetraciclina 30 pg (Gram-positivas);
Ceftriaxona 30 pg (Gram-negativas); --: Sem halo de inibi¢do; **Concentracdo Minima Inibitéria em pg/MI. NT: Nao testado.
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5.3.2 Atividade antimicrobiana do extrato acetato de etila de Hyptis pectinata (ExtAcOEt-
Hp)

O extrato acetato de etila de Hyptis pectinata mostrou-se muito ativo para as cepas
Gram-positivas; muito ativo, ativo ou pouco ativo para as bactérias Gram-negativos e inativo
para as cepas leveduriformes.

Os halos de inibicdo apresentados para a cepa Gram-positiva Staphylococcus aureus AM
106, foram 27, 23 e 19 mm, nas concentracdes de 10, 5 e 2,5 mg/poco, respectivamente. Apenas
uma cepa Gram-positiva, Micrococcus luteus AM 1200, ndo apresentou halo de inibicdo na
concentragédo de 2,5 mg/pogo.

Dentre as cepas Gram-negativas, o extrato mostrou-se mais ativo frente Proteus
mirabilis AM 1115, com halo de 19 mm na concentracdo mais alta. O ExtAcOEt-Hp foi ativo nas
trés concentracdes utilizados apenas frente Salmonella enterica AM 1280, com halos de 24, 21 e
14 mm, nas concentragfes de 10, 5 e 2,5 mg/pogo, respectivamente. As cepas de Klebsiella
pneumoniae AM 342 e 411 denotaram 0s menores halos de inibigdo do extrato.

Com relacdo as cepas Gram-positivas, 0 extrato acetato de etila de Hyptis pectinata
evidenciou melhores atividades de CMI diante de Staphylococcus aureus AM 1235,
Staphylococcus coagulase-negativa AM 1198 e Micrococcus luteus AM 1200, com resultados de
250, 500 e 500 ug/mL, respectivamente. Para as outras bactérias Gram-positivas testadas, o
extrato foi moderadamente ativo (CMI = 1000 pg/mL).

Para as cepas Gram-negativas, melhores resultados puderam ser observados frente as
linhagens de Salmonella, cujas CMI foram de 125-250 pg/mL, enquanto que diante de
Pseudomonas aeruginosa AM 457 e Escherichia coli AM 1281, o extrato foi moderadamente
ativo.

O extrato bruto acetato de etila de Hyptis pectinata apresentou maior variedade de
metabdlitos secundarios em relagdo ao extrato bruto hexanico. A atividade antimicrobiana
encontrada deveu-se, provavelmente, a presenca de compostos fenolicos (taninos e cumarinas),
juntamente com monoterpenos e sesquiterpenos, o que pode justificar um possivel sinergismo
entre esses metabolitos secundarios.

Diversas atividades bioldgicas tém sido atribuidas aos taninos, tais como: acéo
antimicrobiana, moluscicida e antitumoral; também ajudam no processo de cura de feridas,

queimaduras e inflamacdes através da formacéo de uma camada protetora sobre a pele ou mucosa
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danificada. Postula-se que as atividades farmacoldgicas (dentre elas, a antimicrobiana) dos
taninos se devem a trés propriedades: complexacdo com ions metalicos, atividade antioxidante e
sequestradora de radicais livres e habilidade de se complexar com macromoléculas como
proteinas e polissacarideos (MELLO; SANTQOS, 2004).

Assim como 0s taninos, compostos cumarinicos também possuem propriedades
inibitorias do crescimento bacteriano reconhecidas, ainda que ndo se tenha esclarecido totalmente

0 mecanismo de acdo antimicrobiano destas substancias.
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Tabela 9. Atividade antimicrobiana do Extrato seco Acetato de Etila de Hyptis pectinata frente cepas de interesse clinico.

TECNICA DE POCOS

CEPAS BACTERIANAS UTILIZADAS HALOS DE INIBIC;AO (em milimetros) CMI
10 mg/poco 5 mg/poco 2,5 mg/poco  Padrao* (hg/mL)
Staphylococcus aureus AM! 103 26 23 19 46 1000
Staphylococcus aureus AM 106 27 23 19 42 1000
Staphylococcus aureus AM 1235 24 21 13 36 250
Staphylococcus coagulase-negativa AM 235 25 21 14 39 1000
Staphylococcus coagulase-negativa AM 1162 24 20 14 39 1000
Staphylococcus coagulase-negativa AM 1198 20 18 - 29 500
Micrococcus luteus AM 1200 34 26 - 51 500
Escherichia coli AM 251 13 -- -- 35 NT
Escherichia coli AM 1181 14 11 -- 31 1000
Klebsiella pneumoniae AM 342 12 -- -- 36 NT
Klebsiella pneumoniae AM 411 12 10 -- 35 NT
Salmonella enterica AM 1280 24 21 14 30 125
Salmonella sp. AM 1282 15 11 -- 34 250
Pseudomonas aeruginosa AM 457 14 11 -- 27 1000
Pseudomonas aeruginosa AM 458 13 10 -- 25 NT
Proteus mirabilis AM 1115 19 10 - 37 1000

1: AM - Colec¢do de Linhagens do Laboratério de Analises Microbioldgicas - UFPE; * Padréo utilizado: Tetraciclina 30 pg (Gram-positivas);
Ceftriaxona 30 pg (Gram-negativas); --: Sem halo de inibi¢do; **Concentracdo Minima Inibitdria em pg/MI. NT: Nao testado.
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5.3.3 Atividade antimicrobiana do extrato etanolico de Hyptis pectinata (ExtEtOH-Hp)

O extrato etandlico de Hyptis pectinata demonstrou discreta atividade frente as cepas
ensaiadas, sendo pouco ativo ou inativo, predominantemente. Os melhores resultados
apresentados foram diante das cepas Gram-positivas, dentre elas, Micrococcus luteus AM 1200,
com halos de 19 e 15 mm, nas concentra¢es de 10 mg/pog¢o e 5 mg/poco, respectivamente. Para
as bactérias Gram-negativas, os resultados também foram pouco expressivos, embora uma delas,
Salmonella enterica AM 1280, tenha exibido halos de inibicdo de 12 e 11 mm, nas maiores
concentragdes ensaiadas. Assim como nos extratos hexanico e acetato de etila, ndo houve
atividade para as leveduras.

A tabela 9 evidencia os halos de inibicdo e os resultados da Concentracdo Minima
Inibitéria (CMI) dos microrganismos utilizados nos ensaios.

Quanto aos resultados das CMI, o ExtEtOH-Hp foi ativo frente as cepas de
Staphylococcus coagulase-negativa AM 1198 e Micrococcus luteus AM 1200, apresentando para
ambos os microrganismos, CMI de 500 pg/mL.

Embora tenham sido encontrados os mesmos metabdlitos secundarios na triagem
fitoquimica dos extratos acetato de etila e etandlico, o primeiro apresentou ligeira diferenca na
guantidade de bandas presentes para o teste de monoterpenos e sesquiterpenos, o que pode
justificar a notavel diferenca nos resultados apresentados para a atividade antimicrobiana,

principalmente frente linhagens Gram-negativas.



Tabela 10. Atividade antimicrobiana do extrato etanolico de Hyptis pectinata frente cepas de interesse clinico.

TECNICA DE PO(;O$, CMI**
CEPAS BACTERIANAS UTILIZADAS HALOS DE INIBICAO (em milimetros)

10 mg/poco 5 mg/poco 2,5 mg/poco  Padrao* (hg/mL)
Staphylococcus aureus AM? 103 11 10 - 32 NT
Staphylococcus aureus AM 106 13 11 - 36 NT
Staphylococcus aureus AM 1235 11 10 - 32 NT
Staphylococcus coagulase-negativa AM 235 11 10 - 31 NT
Staphylococcus coagulase-negativa AM 1162 12 10 - 31 NT
Staphylococcus coagulase-negativa AM 1198 14 12 - 29 500
Micrococcus luteus AM 1200 19 15 - 47 500
Escherichia coli AM 251 -- - -- 34 NT
Escherichia coli AM 1181 - - -- 34 NT
Klebsiella pneumoniae AM 342 - - - 32 NT
Klebsiella pneumoniae AM 411 - - -- 30 NT
Salmonella enterica AM 1280 - - -- 28 NT
Salmonella sp. AM 1282 12 11 - 34 NT
Pseudomonas aeruginosa AM 457 - - - 30 NT
Pseudomonas aeruginosa AM 458 - - - 32 NT
Proteus mirabilis AM 1115 -- -- -- 35 NT

1: AM - Colec¢do de Linhagens do Laboratério de Analises Microbioldgicas - UFPE; * Padréo utilizado: Tetraciclina 30 pg (Gram-positivas);
Ceftriaxona 30 pg (Gram-negativas); --: Sem halo de inibi¢do; **Concentracdo Minima Inibitéria em pg/MI. NT: Nao testado.
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5.3.4 Atividade antimicrobiana do extrato aquoso de Hyptis pectinata (ExtAqg-Hp)

O extrato aquoso de Hyptis pectinata (ExtAg-Hp) apresentou atividade frente as cepas
Gram-positivas, porem, frente as Gram-negativas, o extrato demonstrou pouca ou nenhuma
atividade. As leveduras ndo apresentaram sensibilidade ao extrato. Todos os resultados estdo
expressos na Tabela 10.

Os halos de inibicdo foram expressivos para todas as cepas Gram-positivas,
principalmente Staphylococcus aureus AM 103, AM 106 e AM 1235 e Staphylococcus
coagulase-negativas AM 235, AM 1162 e AM 1198. A menor das concentragGes utilizadas (2,5
mg/poc¢o) foi muito ativa diante das bactérias de Staphylococcus aureus AM 106 e AM 1235,
Staphylococcus coagulase-negativa AM 1162 e 1198 e Micrococcus luteus AM 1200, com halos
de inibigdo de 14 mm, 14 mm, 13 mm, 15 mm e 13 mm, respectivamente.

Dentre as Gram-negativas, apenas Klebsiella pneumoniae AM 342, Salmonella enterica
AM 1280 e Proteus mirabilis tiveram halos de inibicdo relevantes, embora isto tenha sido na
maior das concentracdes (10 mg/poco).

O extrato aquoso de Hyptis pectinata apresentou atividade relevante frente as cepas
Gram-positivas Staphylococcus aureus AM 103, Staphylococcus coagulase-negativa AM 1162 e
Staphylococcus coagulase-negativa AM 1198. As concentraces minimas que inibiram o
crescimento estiveram entre 250 e 500 pg/mL.

Enquanto isso, apenas para uma das cepas Gram-negativas utilizadas o extrato teve
baixa CMI, Salmonella enterica AM 1280, de 250 pg/mL. Para as demais bactérias Gram-
negativas, ExtAg-Hp apresentou baixa ou moderada atividade, com CMI > 1000 ug/mL.

A maior presenca de compostos fendlicos (cumarinas e taninos) no extrato aquoso de
Hyptis pectinata em relacdo aos outros extratos obtidos provavelmente justifica a relevante
atividade antimicrobiana encontrada. O mais provavel mecanismo de acdo destes compostos foi
evidenciado por alguns autores e sua agdo sobre a atividade antibacteriana envolve a inibicéo
enzimética pela oxidacdo de seus componentes através de rea¢fes com os grupamentos sulfidrilas
e de interagdes inespecificas (relacionadas com o carater hidrofobico dessas moléculas) com os
grupamentos tiol das proteinas (DEMO, 2008; GIBBONS, 2004).



Tabela 11. Atividade antimicrobiana do Extrato seco Aquoso de Hyptis pectinata frente cepas de interesse clinico.

TECNICA DE PO(;O$, CMI**
CEPAS BACTERIANAS UTILIZADAS HALOS DE INIBICAO (em milimetros)
10 mg/poco 5 mg/poco 2,5 mg/poco  Padrao* (hg/mL)
Staphylococcus aureus AM! 103 21 17 12 34 500
Staphylococcus aureus AM 106 18 18 14 36 1000
Staphylococcus aureus AM 1235 20 16 14 37 1000
Staphylococcus coagulase-negativa AM 235 17 13 12 31 1000
Staphylococcus coagulase-negativa AM 1162 19 17 13 29 500
Staphylococcus coagulase-negativa AM 1198 25 20 15 28 250
Micrococcus luteus AM 1200 19 15 13 43 1000
Escherichia coli AM 251 10 10 10 33 NT
Escherichia coli AM 1181 -- -- -- 36 NT
Klebsiella pneumoniae AM 342 13 12 11 35 >1000
Klebsiella pneumoniae AM 411 12 11 11 33 NT
Salmonella enterica AM 1280 17 14 12 33 250
Salmonella sp. AM 1282 10 10 10 30 NT
Pseudomonas aeruginosa AM 457 12 11 11 23 NT
Pseudomonas aeruginosa AM 458 12 11 11 25 NT
Proteus mirabilis AM 1115 13 12 12 40 1000

1: AM - Colecéo de Linhagens do Laboratdrio de Analises Microbiologicas - UFPE; * Padrao utilizado: Tetraciclina 30 pug (Gram-positivas);
Ceftriaxona 30 pg (Gram-negativas); --: Sem halo de inibi¢do; **Concentracdo Minima Inibitéria em pg/MI1. NT: N&o testado.
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Os resultados encontrados por outros autores foram condizentes com os que foram
evidenciados neste trabalho. As melhores atividades foram observadas frente aos microrganismos
Gram-positivos, apesar de terem sido encontrados resultados significativos também frente as
Gram-negativas Salmonella enterica AM 1280 e Salmonella sp. AM 1282, Pseudomonas
aeruginosa AM 457 e Proteus mirabilis AM 1115. Em relacdo as leveduras, os extratos ndo
apresentaram atividade.

De uma forma geral, os extratos considerados mais ativos foram o acetato de etila e 0
aquoso. Este potencial pode estar relacionado a maior presenca de compostos fendlicos em
ambos, de terpenos no extrato acetato de etila e a predominancia de saponinas no extrato aquoso.
Contudo, no que diz respeito a atividade frente cepas Gram-negativas, a menor inibicdo dos
extratos utilizados contra bactérias desta natureza pode ser atribuida a presenca de outra
membrana externamente a sua parede celular, agindo como uma barreira para substancias,
incluindo antibidticos (NIKAIDO; VAARA, 1985), ou devido a barreira de permeabilidade
proporcionada pela parede celular ou, ainda, devido ao mecanismo de acumulacgdo de enzimas no
espaco periplasmatico dessas bactérias (ADWAN, 1998; WEBER-SOBRINHO, 2010).

5.4 Avaliacao da atividade citotdxica preliminar de Hyptis pectinata
5.4.1 Atividade citotoxica

Na Tabela 12, é possivel observar-se os resultados de inibicdo e respectivos desvios-
padrdo dos quatro extratos frente as trés linhagens celulares utilizadas nos testes.
Individualmente, sobre a linhagem HEp-2 (Carcinoma de laringe), foram encontrados os maiores
potenciais de inibicdo, sendo de 100% para o extrato hexanico, 107,1% para o extrato acetato de
etila. Para a linhagem HL-60, o extrato hexanico apresentou inibicdo de 100%, enquanto o
extrato acetato de etila demonstrou inibigéo de 98,7%.
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Tabela 12 - Resultados da Atividade Citotdxica dos Extratos das Folhas de Hyptis pectinata L. expressos em
porcentagem de inibicdo da viabilidade celular.

HEp-2 NCI-H-292 HL-60
EXTRATOS  %de DP % de DP % de DP
inibicéo inibicéo inibicéo

ExtHex-Hp 100 0,9 52,4 3,6 100 1,2
ExtAcOEt-Hp  107,1 7,4 45,3 4,2 98,7 0,5
ExtEtOH-Hp 30,9 36,2 21,3 5,6 43,3 3,5

ExtAg-Hp 0 0 11 11,8 0 0
Cisplatina 100 2,4 85,6 2,2 96 1,1
Doxorrubicina 100 57 100 5,2 100 0,2

NCI-H-292: Carcinoma de Pulméo; HL-60: Leucemia promielocitica; H-Ep: Carcinoma de laringe humana;
ExtHex-Hp: Extrato hexanico de Hyptis pectinata; ExtAcOEt-Hp: Extrato acetato de etila de Hyptis pectinata;
ExtEtOH-Hp: Extrato etanolico de Hyptis pectinata; ExtAq-Hp: Extrato aquoso de Hyptis pectinata. DP:
Desvio-padrao.

Os dados encontrados evidenciaram a existéncia de pouca atividade do extrato aquoso e
etanolico frente todas as trés linhagens celulares utilizadas no estudo, sendo o primeiro, menos
ativo. Os extratos hexanico e acetato de etila apresentaram consideraveis inibicdes frente duas
das Linhagens utilizadas, HL-60 e HEp-2 e moderada atividade frente a linhagem NCI-H-292,
conforme pode ser observado pela Figura 9. Diante disso, a maior atividade encontrada foi a do
extrato de menor polaridade, o hexanico, o qual, na analise fitoquimica, apresentou maior nimero
de estruturas terpénicas. Pelo fato de os terpenos terem carater lipidico, sua interacdo com a
membrana plasmatica torna-se facilitada, o que, consequentemente, pode justificar a atividade

citotoxica visualizada.
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Figura 9. Comparacao entre os percentuais de inibicdo dos extratos brutos de Hyptis pectinata testados frente
linhagens de células neoplasicas.
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NCI-H-292: Carcinoma de Pulméo; HL-60: Leucemia promielocitica; HEp-2: Carcinoma epidermoide de
laringe humana; ExtHex-Hp: Extrato hexanico de Hyptis pectinata; ExtAcOEt-Hp: Extrato acetato de etila de
Hyptis pectinata; ExtEtOH-Hp: Extrato etandlico de Hyptis pectinata; ExtAqg-Hp Extrato aquoso de Hyptis
pectinata.

Barbosa e colaboradores (2012) demonstraram que o extrato hidroalcoolico de Hyptis
pectinata evidenciou atividade citotoxica in vitro frente trés linhagens tumorais e in vivo
utilizando sarcoma 180 em ratos. Os ensaios preliminares demonstraram moderada
citotoxicidade: 62% de inibicdo frente a linhagem celular HCT-8 (cancer de colo de Utero),
enguanto os testes in vivo apresentaram valores de inibi¢do de 70,5% para sarcoma 180, 0 que

corrobora os resultados encontrados para o presente estudo.

5.5 Atividade anti-inflamatdria de Hyptis pectinata

Com relagdo a atividade anti-inflamatdria dos extratos utilizados no presente trabalho, a
formacdo do Oxido Nitrico (NO) foi verificada através da dosagem dos produtos de oxidagao
estaveis do seu metabolismo (nitritos). O NO ¢é o principal mediador citotdxico de células imunes
efetoras ativadas e constitui a mais importante molécula reguladora do sistema imune, tendo um

papel como mensageiro/modulador em diversos processos bioldgicos essenciais. No entanto o
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NO ¢ potencialmente toxico, particularmente, em situagdes de estresse oxidativo, geracdo de
intermediarios do oxigénio e deficiéncia do sistema antioxidante (DUSSE; VIEIRA;
CARVALHO, 2003).

A atividade inibitoria dos extratos na producdo de NO em macréfagos RAW 264.7
estimulados por lipopolissacarideo (LPS) foi estatisticamente significante (p < 0,05). Os grupos
tratados com todos os extratos (Hexanico, Acetato de Etila, Etandlico e Aquoso) reduziram
substancialmente os niveis de NO em todas as concentracdes testadas, quando comparados aos
resultados obtidos pelos macrofagos controles, apresentando inibicdo mais expressiva, conforme
foram aumentadas as concentragdes. Todos os resultados estdo evidenciados nas figuras 10, 11,
12 e 13.

Figura 10. Avaliacdo da atividade inibitdria do extrato hexanico de Hyptis pectinata (L.) Poit

Basal

Controle LPS

ExtHex - Hp (12,5 pg/mL)
ExtHex - Hp (25 pg/mL)
ExtHex - Hp (50 pg/mL)

BO0N

[NO] uM

*** p < 0.05 em relacdo ao controle positivo; Basal: Controle negativo - macrdéfagos néo tratados e ndo
estimulados; Controle LPS: Controle positivo — macroéfagos estimulados por LPS; ExtHex-Hp — Extrato
hexénico; ExtAcOEt-Hp — Extrato acetato de etila; ExtEtOH-Hp — Extrato etandlico; ExtAqg-Hp - Extrato
Aquoso.
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Figura 11. Avaliacdo da atividade inibitdria do extrato acetato de etila de Hyptis pectinata (L.) Poit
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ExtAcOEt - Hp (50 pg/mL)
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*** p < 0.05 em relacdo ao controle positivo; Basal: Controle negativo - macréfagos nao tratados e néo
estimulados; Controle LPS: Controle positivo — macréfagos estimulados por LPS; ExtHex-Hp — Extrato
hexénico; ExtAcOEt-Hp — Extrato acetato de etila; ExtEtOH-Hp — Extrato etandlico; ExtAqg-Hp - Extrato
Aquoso.

Para os extratos hexanico e acetato de etila, as maiores concentra¢bes foram de 50
pg/mL. Nesta concentragdo, o primeiro apresentou maior potencial de inibi¢cdo da producéo de
NO, demonstrando concentracdo final de 1,15 + 0,1 uM; ja o Gltimo apresentou concentracdo
final de 1,24 + 0,1 uM. Ambos os extratos apresentaram citotoxicidade nas concentrac@es de 100
pg/mL, o que justifica a auséncia nos resultados.

Comparando-se a maior concentragdo comum para todos os extratos, 50 pg/mL, o
extrato hexanico relatou a maior inibicdo da producdo de NO, seguido pelo acetato de etila, o

etanolico e, por Gltimo, o0 aquoso.
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Figura 12. Avaliagdo da atividade inibitdria do extrato etandlico de Hyptis pectinata (L.) Poit
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*** p < 0.05 em relacdo ao controle positivo; Basal: Controle negativo - macréfagos néo tratados e néo
estimulados; Controle LPS: Controle positivo — macroéfagos estimulados por LPS; ExtHex-Hp — Extrato
hexéanico; ExtAcOEt-Hp — Extrato acetato de etila; ExtEtOH-Hp — Extrato etandlico; ExtAg-Hp - Extrato
Aquoso.

Por ndo apresentaram toxicidade, os extratos etanolico e aquoso foram os Gnicos que
tiveram suas atividades mensuradas na concentracdo de 100 pg/mL, o que se justifica pela
toxicidade causada pelos extratos hexanico e acetato de etila nessa concentragdo. Os resultados
encontrados foram 1,13 uM para o primeiro e 1,34 uM para o Gltimo. E importante ressaltar que,

de forma geral, 0 extrato aquoso apresentou os resultados mais discretos (Figura 13).
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Figura 13. Avaliacdo da atividade inibitoria do extrato aquoso de Hyptis pectinata (L.) Poit

[ Basal

El Controle LPS

E= ExtAq- Hp (12,5 pg/mL)
=3 BE= ExtAq - Hp (25 pg/mL)
o E= ExtAq - Hp (50 pg/mL))
= =

ExtAq - Hp (100pg/mL)

*** p < 0.05 em relacdo ao controle positivo; Basal: Controle negativo - macrdfagos néo tratados e néo
estimulados; Controle LPS: Controle positivo — macroéfagos estimulados por LPS; ExtHex-Hp — Extrato
hexéanico; ExtAcOEt-Hp — Extrato acetato de etila; ExtEtOH-Hp — Extrato etandlico; ExtAg-Hp - Extrato
Aquoso.

O extrato hexanico apresentou maior presenca de compostos terpénicos (mono, sesqui e
triterpenos) e de flavonoides. Schneider e colaboradores (2007) demonstraram a existéncia de um
sinergismo entre terpenos e flavonoides em extratos de Gingko biloba, o qual seria capaz de
explicar a diminuicdo da producdo de mediadores inflamatérios, aléem de possuirem efeitos
cardioprotetores, atuarem na rejeicdo em transplantes, asma e lesdes isquémicas devido a sua
acdo antagonista sobre o Fator de Agregacdo Plaquetédria. Dentre as propriedades anti-
inflamatérias dos flavonoides, estd a diminuicdo nos produtos de NO, provavelmente
acompanhada por um decréscimo no nivel da enzima indutora de 6xido-nitrico-sintetase — iNOS.

O extrato aquoso de Hyptis pectinata apresentou propriedade anti-inflamatéria menor
inibicdo da producdo de NO em relagdo aos outros trés extratos, fator que pode estar relacionado
a auséncia de mono e sesquiterpenos. Porém, a triagem fitoquimica revelou presenca de uma
classe de compostos com propriedade anti-inflamat6ria marcante: os taninos. Diante disso, torna-
se essencial um estudo mais detalhado acerca das propriedades anti-inflamatorias dos extratos de

Hyptis pectinata, tanto para 0os mais ativos nos testes preliminares, como para 0S menos ativos.
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6 CONCLUSAO

o Do ponto de vista fitoquimico, diversas classes de metabdlitos foram encontrados nos
extratos de Hyptis pectinata, tais como: mono e sesquiterpenos, flavonoides, cumarinas, taninos
hidrolisaveis e condensados, triterpenos e esteroides;

o A extracdo do 6leo essencial de Hyptis pectinata apresentou rendimento semelhante a
outros estudos encontrados descritos na literatura. Os componentes encontrados majoritariamente
(B-cariofileno e Germacreno-D), também foram verificados em outros estudos;

o A atividade antimicrobiana dos extratos de Hyptis pectinata apresentou melhores
resultados frente cepas Gram-positivas: Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase
negativo e Micrococcus luteus. Para as cepas Gram-negativas, melhores resultados puderam ser
observados no extrato acetato de etila frente as Salmonella. N&o foram identificados resultados
frente aos fungos leveduriformes da espécie Candida albicans.

o Ainda com relagdo a atividade antimicrobiana, os extratos considerados mais ativos foram
0 acetato de etila e 0 aquoso. Este potencial pode estar relacionado a maior presenca de
compostos fenolicos em ambos, de terpenos no extrato acetato de etila e a predominancia de
saponinas no extrato aquoso. Esses metabolitos secundarios possuem atividade antimicrobiana ja
relatada na literatura;

o No que diz respeito ao potencial citotdxico, destacaram-se as inibi¢Bes frente duas das
linhagens utilizadas, HEp-2 (Carcinoma de laringe) e HT-60 (Leucemia), pelos extratos hexanico
e acetato de etila. A inibicéo frente a linhagem NCI-H-292 (Carcinoma de pulmao) foi moderada
para ambos 0s extratos. Sugere-se entdo, que a inibicdo do crescimento tumoral do extrato
hexanico de Hyptis pectinata esteja associada com a presenca de estruturas terpénicas, enquanto
o0 potencial de inibicdo do extrato acetato de etila de Hyptis pectinata, sugere-se que haja um
sinergismo entre os compostos fendlicos e os terpenos,

o A atividade anti-inflamatoria mensurou a inibicdo da producdo de Oxido nitrico (NO)
pelos macrofagos RAW 264.7 e na maior concentragdo comum para todos os extratos, 50 pug/mL,
0 extrato hexanico demonstrou a maior inibicdo da producdo de NO, seguido pelo acetato de
etila, o etandlico e, por ultimo, o aquoso. Os extratos hexanico e acetato de etila de H. pectinata
demonstraram citotoxicidade aos macrofagos RAW 264.7, na concentragdo de 100 pg/mL.
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1. APENDICE - IMAGENS DOS ENSAIOS ANTIMICROBIANOS REALIZADOS

1.1.1magens do estudo de atividade antimicrobiana do extrato hexanico das folhas de

Hyptis pectinata (ExtHex-Hp) frente bactérias de interesse clinico.

FOTO 1.
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1.2.Imagens do estudo de atividade antimicrobiana do extrato acetato de etila das
folhas de Hyptis pectinata (ExtAcOEt-Hp) frente bactérias de interesse clinico.
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1.3.Imagens do estudo de atividade antimicrobiana do extrato etandlico das folhas de
Hyptis pectinata (ExtEtOH-Hp) frente bactérias de interesse clinico.

FOTO 5.
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1.4.Imagens do estudo de atividade antimicrobiana do extrato aquoso das folhas de
Hyptis pectinata (ExtAqg-Hp) frente bactérias de interesse clinico.
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