UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
NUCLEO DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA
MESTRADO EM CIENCIAS DA SAUDE

AMINTAS FIGUEIREDO LIRA

TOXICIDADE AGUDA E ATIVIDADE
ANTINOCICEPTIVA DO EXTRATO AQUOSO E OLEO
ESSENCIAL DA Hyptis pectinata (L.) POIT
(SAMBACAITA), EM MODELO MURINO DE ARTRITE
INDUZIDA POR CRISTAIS DE URATO DE SODIO.

ARACAJU - SE
2006



AMINTAS FIGUEIREDO LIRA

TOXICIDADE AGUDA E ATIVIDADE
ANTINOCICEPTIVA DO EXTRATO AQUOSO E OLEO
ESSENCIAL DA Hyptis pectinata L. POIT (SAMBACAITA),
EM MODELO MURINO DE ARTRITE INDUZIDA POR
CRISTAIS DE URATO DE SODIO.

Disserta¢do apresentada ao Nucleo de Pos-Graduagao
em Medicina da Universidade Federal de Sergipe para
obtencao do grau de Mestre em Ciéncias da Satde

Area de Concentragio: Estudos Clinicos e
Laboratoriais em Satude

ORIENTADOR: Prof. Dr. ANGELO ROBERTO ANTONIOLLI

ARACAJU - SE
2006



Lira, Amintas Figueirédo

Toxicidade aguda e atividade antinociceptiva do extrato aquoso e d6leo
essencial do Hyptis pectinata L. (sambacaita), em modelo murino de artrite
induzida por cristais de urato de sodio.
/ Amintas Figueirédo Lira.-- Aracaju, 2006

68 f.

Orientador: Prof. Dr. Angelo Roberto Antoniolli

Dissertacao (Mestrado em Ciéncias da Saude) — Universidade Federal
de Sergipe, Pré-Reitoria de Pos-Graduagao e Pesquisa, Nucleo de Pos-
Graduacao em Medicina.

1. Hyptis pectinata L. 2. Toxicidade aguda 3. Antinocicepgéao 4. artrite
gotosa I. Titulo




AMINTAS FIGUEIREDO LIRA

TOXICIDADE AGUDA E ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA DO
EXTRATO AQUOSO E OLEO ESSENCIAL DA Hyptis pectinata L. POIT
(SAMBACAITA), EM MODELO MURINO DE ARTRITE INDUZIDA POR

CRISTAIS DE URATO DE SODIO.

Dissertacao apresentada ao Nucleo de Pos-Graduagao
em Medicina da Universidade Federal de Sergipe,
para obtengdo do grau de Mestre em Ciéncias da
Satde

Area de Concentragdo: Estudos Clinicos e
Laboratoriais em Saude

BANCA EXAMINADORA

Orientador: Prof. Dr. ANGELO ROBERTO ANTONIOLLI

1° Examinador: Prof. Dr. LAURO XAVIER FILHO

2° Examinador: Prof. Dr. MURILO MARCHIORO



A meus pais.



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela vida, pelas oportunidades que tem me proporcionado e pelos milagres
realizados.

Ao Prof. Dr. Angelo Antoniolli pela orientacéo, confianca e incentivo.

Ao Nucleo de Pés-Graduacdo em Medicina, pela oportunidade de realizar este
Curso.

A Prof2 Dra Flavia Teixeira, por ter cedido o Laboratério de Fisiologia
Comportamental para a execugao dos experimentos.

Ao Prof. Dr. Adauto Ribeiro, do Departamento de Biologia, pela identificacdo
botanica da planta.

Aos Profs. Drs. Arie e Fatima Blank e Polyana Ehlert, do Departamento de
Agronomia, pela contribui¢ao técnica e instrumental na extragéo do oleo essencial.

Ao Prof. Dr.Péricles Alves, do Departamento de Quimica, responsavel pela analise
quimica do 6leo essencial.

A Prof 2. Dra. Maria da Paz, pelo auxilio na triagem fitoquimica do extrato aquoso.

A Prof 2. Jeane Vilar, do Departamento de Biologia, pela orientagdo na determinacéo
da DL50.

Aos Profs. Drs. Murilo Marchioro, Rosilene Marcgal, Josemar Batista, Vivian Andrade,
Ricardo Fakouri, Sécrates Cavalcanti, Rogéria Nunes e Marcio Roberto, pelo apoio
e contribui¢des cientificas compartilhadas durante este periodo de convivéncia.

Aos alunos de iniciagao cientifica e estagiarios do Laboratério de Farmacologia, pela
colaboracéao prestada.

Aos funcionarios D. Edina, Seu Oswaldo e D. Jane, pela colaboracao e atencéao .

A Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (Capes/MEC),
pela concessao de Bolsa durante a realizagao do curso.

Aos colegas do curso de Mestrado em Ciéncias da Saude: Venancio, Edna, Silvia,
Sheila, Silvan e Cleonice, pelo companheirismo e incentivo .

A minha madrinha Maria, @ minha familia e aos amigos pelo carinho e incentivo.

A todos que, de alguma forma, contribuiram para a realizagdo deste trabalho.



"Depois de algum tempo vocé aprende que ndo importa onde ja chegou,
mas aonde esta indo."

(W. Shakespeare)



RESUMO

A Hyptis pectinata L. Poit. (Lamiaceae), vulgarmente conhecida como sambacaita, é
um exemplo de planta comumente utilizada na medicina popular; diversos efeitos
bioldgicos estdo associados aos seus extratos, tais como analgésico, antiinflamatorio
e antimicrobiano. Varios estudos in vivo e in vitro tém avaliado estes efeitos
promovidos pelo extrato aquoso e Oleo essencial das folhas da planta, cujas
composi¢des quimicas, constituem os seus compostos soluveis em agua e 0s seus
compostos volateis respectivamente. Este trabalho objetivou dar continuidade a
esses estudos, determinando os constituintes quimicos e a toxicidade aguda da
amostra de extrato aquoso e Oleo essencial utilizados, para estudar o efeito
antinociceptivo (analgésico) dos extratos citados, em uma condigao inflamatoéria
articular aguda, similar a um ataque de artrite aguda como o ocorrido na gota. Os
estudos fitoquimicos do extrato aquoso identificaram a presengca de alcaldides,
taninos e flavondides. A analise dos constituintes do 6leo essencial se deu por
cromatografia gasosa e espectrdmetro de massa, revelando como principais
constituintes: B-cariofileno e germacreno-D. A avaliacdo da toxicidade aguda foi
representada pela determinagdo da DLsy;, em camundongos swiss, obtida pelo
método dos probitos; ndo foi possivel mensurar a DLsy do extrato aquoso, devido a
sua baixa toxicidade, ja o 6leo essencial, obteve uma DLsy de 1,1 g/kg. O efeito
antinociceptivo foi estudado usando o modelo de artrite induzida por cristais de urato
de sddio, em ratos wistar, proposto por Coderre e Wall. O extrato aquoso apresentou
efeito antinociceptivo significativo na dose de 50 mg/Kg, o qual foi revertido pelo
antagonista opioide, naloxona (5mg/kg). O odleo essencial n&do apresentou efeito
antinociceptivo nas doses testadas. Os resultados mostraram que o extrato aquoso
possui baixa toxicidade e apresenta atividade antinociceptiva numa condigao
reumatica, semelhante a artrite gotosa; enquanto o Oleo essencial apresenta
toxicidade média e ndo apresenta atividade antinociceptiva na condicdo reumatica

proposta.

Palavras-chave: Hyptis pectinata L. Poit.; toxicidade aguda; antinocicepgao; artrite

gotosa.



ABSTRACT

Hyptis pectinata L. Poit. (Lamiaceae), widely known as Sambacaita, is an example of
a plant commonly used in folk Medicine; various biological effects are associated with
its extracts, such as: analgesic, anti-inflammatory, and anti-microbial. Many studies
“in vivo” and “in vitro” has assessed the effects promoted by the aqueous extract and
essential oil of the leaves of the plant, whose chemical composition constitute their
water soluble compounds and their volatile compounds, respectively. This study
aimed at keeping on these studies, determining the chemical constituents and the
acute toxicity of the sample of the aqueous extract and essential oil used to study the
analgesic effect of these extracts in an acute articular inflammatory condition, similar
to an episode of acute arthritis as in Gout. The phyto-chemical studies of aqueous
extract identified the presence of alkaloid, tannin and flavonoid. The analysis of the
constituents of the essential oil was made by gas chromatography and mass
spectrometer, showing as main constituents: - cariofilene and Germacrene-D. The
evaluation of acute toxicity was represented by the establishment of DLsp in Swiss
mice, obtained by the probits method, it was not possible to measure the DLs of the
aqueous extract due to its low toxicity, as for the essential oil, it was obtained a 1.1
g/kg DLso. The analgesic effect was studied using the sodium urate crystals induced
arthritis model, in Wistar mice, as proposed by Coderre and Wall; the aqueous
extract presented expressive analgesic effect with the 50 mg/kg doses, which was
reverted by the opioid antagonist, naloxone (5 mg/kg). The essential oil did not
present analgesic effect with the tested doses. The results showed that the aqueous
extract has low toxicity and it presents analgesic effect in a rheumatic condition,
similar to Gout arthritis, while the essential oil presents medium toxicity and it does

not show analgesic effect in the proposed rheumatic condition.

Key words: Hyptis pectinata L. Poit; acute toxicity; antinociception; gout arthritis.
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1. INTRODUCAO

1.1 Plantas Medicinais

O homem sempre buscou no reino vegetal recursos para sua eterna luta
contra sofrimento (dor / morte) em busca do bem estar (prazer / vida); essa busca se
deu pela observacdo atenta e permanente da natureza e das manifestacbes em si
proprio ou em animais das propriedades dos vegetais, produzindo uma soma de
conhecimentos que apesar de empiricos vinham a atender muitas das suas

necessidades mais basicas.

Esse conhecimento passado de forma oral e gestual (“por ouvir — falar e ver
— fazer”) de geragdo em geracdo, ndo ocorreu de maneira imutavel como um
patriménio intelectual, mas como um produto histérico capaz de ser reconstruido e
modificado (CUNHA, 1999; LAPLANTINE e RABEYRON, 1989 e BOMFIM, 2001).
Este “produto” que pode ser denominado de conhecimento popular, medicina
tradicional, medicina popular, entre outros é definido por OLIVEIRA (1984) como um
conjunto de praticas, sejam elas comprovadas cientificamente ou nao, utilizadas por
um grande numero de pessoas que em diferentes circunstancias e diferentes
concepgoes, opinides e valores tornaram-na uma alternativa para o alivio e a cura de

seus males e angustias.

Com o advento da sintese artificial de farmacos, ao longo da primeira
metade do século XX, o conhecimento acerca das plantas medicinais, bem como, os
produtos derivados destas, passaram a ocupar um papel secundario na terapéutica,
pois as substancias sintéticas tinham uma estrutura quimica conhecida, o que
permitia uma avaliacdo mais precisa de suas atividades farmacoldgicas. Ainda assim,
a principal fonte de matrizes para essas moléculas continuou a ser os vegetais, e a
indicacdo para a pesquisa de possiveis moléculas bioativas em uma planta, a

sabedoria popular (MARTINS et al, 1998). Sabedoria essa que pode levar a
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descoberta de novas moléculas, podendo vir a dar origem a novos produtos ou
medicamentos, que venham a trazer beneficios contra enfermidades que os avangos

cientificos, ocorridos até entdo, nao foram capazes de sanar.

O Brasil se encontra em posicao privilegiada, pois possui a maior
biodiversidade do mundo, estimada em cerca de 20% do numero total de espécies do
planeta; consequentemente quanto maior a diversidade de espécies vegetais,
maiores as possibilidades de serem encontradas moléculas biologicamente ativas
com potencial de virem a se tornar produtos economicamente viaveis que atendam
demandas da industria quimica e farmacéutica (NODARI e GUERRA, 2000).

Essa enorme variedade de possibilidades oferecida de maneira
relativamente facil pela biodiversidade ¢é matéria-prima para a produgcdao de
fitomedicamentos, também conhecidos como fitoterapicos, definidos pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria através da Resolug&o de Diretoria Colegiada, de 16
de mar¢co de 2004 (RDC n° 48) como medicamentos obtidos empregando-se
exclusivamente matérias-primas ativas vegetais, caracterizados pelo conhecimento
da eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia
de sua qualidade. A ANVISA nao considera medicamento fitoterapico aquele que, na
sua composigao, inclua substancias ativas isoladas de qualquer origem, nem as

associagdes destas com extratos vegetais (BRASIL, 2004).

Nas ultimas décadas, houve um aumento expressivo no mercado mundial
de fitoterapicos, que é estimado em mais de US$ 20 bilhdes anuais. Somente na
Europa, atinge cerca de US$ 7 bilhdes ao ano, sendo que a Alemanha é responsavel
por cerca de 50% desse total. Segundo estimativa feita pela empresa de consultoria
PhytoPharm Consulting em Berlim, até o ano de 2007 a fitoterapia deve movimentar
cerca de US$ 47 bilhdes anualmente (SIANI, 2003). No Brasil, o mercado de
fitoterapicos atingiu em 2001, 5,9% do mercado de medicamentos, cerca de US$ 270
milhées, maior portanto, que a comercializacdo de medicamentos genéricos, que
correspondeu a 5% do mercado no mesmo periodo, cerca de US$ 226 milhdes.
(CALIXTO, 2003).
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Esse maior interesse pelas propriedades medicinais das plantas tem
permitido, também, o surgimento de linhas de pesquisas em centros do mundo todo,
pois ainda ha muito a ser pesquisado, estima-se que apenas 1 a 3% das plantas
conhecidas teve suas propriedades medicinais pesquisadas (ELISABETSKY, 2000).
Segundo VERPOORTE (1998) apenas 10% da biodiversidade mundial foi estudada,
tendo sido obtido aproximadamente 140 mil metabdlitos intermediarios, oriundos,
sobretudo de plantas superiores e de microrganismos, que apesar de isolados e
caracterizados, ainda ndo foram avaliados biologicamente, em muitos casos, ndo se

conhecendo nem mesmo sua atividade na propria espécie.

A regidao Nordeste do Brasil, como o resto do pais, apresenta uma grande
diversidade de espécies nativas que sao conhecidas pelas suas propriedades
medicinais e que sdo de uso comum na medicina popular. Nesta regidao varios grupos
de pesquisa na area de produtos naturais, destinados a estudar as propriedades
destas plantas tém surgido e crescido, como o da Universidade Federal de Sergipe,
que tem feito estudos pioneiros com varias espécies endémicas da regiéo,
largamente usadas pela populagdo. Dentre essas espécies, destaca-se pela sua
freqUente utilizacdo em chas, decocgbes e infusbes como analgésico e
antiinflamatorio natural, a espécie nativa Hyptis pectinata L. Poit. , vulgarmente

conhecida como sambacaita ou canudinho.

1.2 Metabolismo Secundario das Plantas

As propriedades terapéuticas atribuidas as plantas tidas como medicinais
sdo conferidas por principios ativos, que sdo compostos quimicos ou grupos de
compostos quimicos, normalmente sintetizados pelas plantas para atender suas

necessidades particulares.

Os compostos quimicos presentes no organismo vivo sdo sintetizados e
degradados por inumeras reagdes, que visam manter o funcionamento harmonioso
do organismo consigo mesmo e com o0 meio onde esta inserido. A esse complexo
sistema de reacbes quimicas denomina-se metabolismo. Todos o0s organismos

possuem caminhos metabdlicos semelhantes de producdo de compostos essenciais
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a sobrevivéncia, tais como agucares, aminoacidos, acidos graxos, nucleotideos e
seus polimeros derivados (polissacarideos, proteinas, lipideos, RNA, DNA etc). Esses
compostos sdo denominados metabdlitos primarios. Por outro lado, as plantas
produzem ampla diversidade de compostos organicos que ndo tém funcéo direta no
seu crescimento e desenvolvimento. Essas substancias sdo conhecidas como
produtos secundarios ou metabdlitos secundarios, que tém funcéo ligada a ecologia
da planta, isto €, ao relacionamento da planta com o meio ambiente, embora nao
necessariamente essenciais ao organismo produtor, garantem vantagens na sua
sobrevivéncia e perpetuacdo da espécie, em seu ecossistema. A riqueza de
metabdlicos secundarios em plantas é, pelo menos parcialmente explicavel no
simples fato de que os vegetais estdo enraizados no solo e n&do podem responder ao
meio ambiente pelas vias possiveis aos animais (KAYS, 1991; RHODES, 1994).

Segundo MARTINS e colaboradores (1998), os metabdlitos secundarios
sao expressodes da individualidade quimica dos individuos e diferem de espécie em
espécie, qualitativa e quantitativamente, sendo produzidos em pequenas
quantidades. O aparecimento de metabdlitos biologicamente ativos na natureza,
segundo RHODES (1994), é determinado por necessidades ecologicas e
possibilidades biossintéticas, sendo que a co-evolugdo de plantas, insetos e
microrganismos conduzem a sintese de metabdlitos secundarios, principalmente, com

funcdes de defesa ou atracao.

De acordo com CROTEAU (2000), os metabdlitos secundarios podem ser
divididos, segundo suas origens biossintéticas, em trés grupos principais:
terpendides, compostos fendlicos e compostos nitrogenados. Os terpendides sao
sintetizados a partir do Acetil Coenzima A (Acetil-CoA), via rota do acido mevaldnico.
Os compostos fendlicos sdo substancias aromaticas formadas via rota do acido
chiquimico ou acido mal6nato/acetato. Os compostos nitrogenados, como alcaldides,
sdo sintetizados a partir de aminoacidos (SANTOS, 2000). Uma forma simplificada
das rotas envolvidas na biossintese dos metabdlitos secundarios e suas inter-

relagcbes com o metabolismo primario podem ser vistas na figura 1.
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As qualidades atribuidas a estes metabdlitos ao longo do tempo, em
particular as medicinais, vém sendo referendadas por pesquisas cientificas, tornando-
se cada vez maior o interesse em se entender e controlar estes processos de sintese
de metabdlitos secundarios, tanto por parte da comunidade cientifica, quanto por
parte da industria (SILVA e CASALI, 2000).

O metabolismo do Acetil-CoA gera um grupo estruturalmente diversificado
de metabdlitos secundarios, os terpendides, que representam a segunda classe com
maior numero de constituintes ativos, e s&o os principais constituintes dos oleos
essenciais, que contam ainda com a presenga de fenilpropandides, compostos
fendlicos derivados da via do acido chiquimico (MANN, 1987).
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Figura 1: Rotas simplificadas envolvidas na biossintese dos metabdlitos secundarios

e suas inter-relagdes com o metabolismo primario. Fonte: TAIZ E ZIEGER (2004).

Os o6leos essenciais sdo em geral misturas complexas de substancias
volateis, lipofilicas, liquidas e geralmente odoriferas, com aroma agradavel e intenso,
o que |lhes rendem também a denominagao de esséncias. Sdo também conhecidos
como Oleos etéreos, do latim aetheroleum, por serem soluveis em solventes
organicos apolares, como o éter. Apesar de serem conhecidos como “6leos” pela

sua aparéncia oleosa a temperatura ambiente, ndo possuem relagdo com os 6leos
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fixos obtidos de sementes. Sdo abundantes em angiospermas e dicotiledéneas e,
dependendo da familia, podem ocorrer em estruturas secretoras especializadas, tal
como pelos glandulares localizados na superficie das folhas, como ocorre na H.
pectinata, bem como em todas as Lamiaceaes (SIMOES e SPTIZER, 2000).

O conhecimento acerca dos 6leos essenciais de plantas data de séculos
antes da era crista. As referéncias historicas de obtencao e utilizagcdo desses 6leos
estdo ligadas, originalmente, aos paises orientais, com destaque para o Egito,
Pérsia, Japdo, China e india. A evolucdo de conhecimentos técnicos sobre éleos
essenciais deu-se em meados do século XVIIl, quando se iniciaram os estudos para
suas caracterizagdes quimicas. Atualmente muitas plantas sdo usadas
economicamente para a producdo de Oleo essencial, desde plantas de pequeno
porte como horteld, até plantas arbéreas como o eucalipto (VITTI e BRITO, 2003
apud VIEIRA, 2004).

1.3 Hyptis pectinata (L.) Poit.

A Hyptis pectinata (L.) Poit., representada na figura 2, é uma planta
arbustiva, pertencente a familia Lamiaceae, uma vasta familia botanica com cerca
de 250 géneros, dos quais o segundo maior é o Hyptis Jacq. com cerca de 400
espécies, muitas delas de grande importancia econdmica e etnofarmacoldgica, cujos
conhecimentos s&o transmitidos através de geragdes até os dias de hoje. (FALCAO
e MENEZES, 2003)

A Hyptis pectinata € uma planta hermafrodita, anual reproduzida por
sementes, com ciclo de 120 dias; caules quadrangulares eretos, estriados
longitudinalmente, ramificados na parte superior com ramos ascendentes,
terminados em inflorescéncias de aspecto aglomerado compostas por flores
pequenas, pentameras, zigomorfas e bilabiadas. Folhas opostas em pares cruzados,
curto-pecioladas, de limbo ovalado-lanceolado, com base levemente cordada e
apice agudo, com margem crenado denteada, coloracéo verde, densa pilosidade
branca em ambas as faces e glandulas produtoras de compostos volateis
aromaticos. (KISSMAN e GROTH, 1995).
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Apresenta uma distribuicdo pantropical, ocorrendo na América, desde os
EUA, nos estados do Hawaii e Califérnia, até a regido sul do Brasil (EUA, 2005 e
KISSMAN e GROTH, 1995); 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,b como as llhas Fiji (MALAN et al.,1988;
TCHOUMBOUGNANG et al., 2005; PIETSCHMANN et al, 1998)
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Figura 2: Hyptis pectinata L.

Por ser uma erva resistente, de rapido e facil desenvolvimento, com
producdo de grande numero de descendentes e preferéncia por solos leves e
trabalhados, tipicos de plantacbes (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1998), é
considerada em alguns paises onde é encontrada, como os EUA e Australia, uma
erva daninha (CSURHES e EDWARDS, 1998) . Entretanto, na grande maioria dos
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lugares onde ocorrem, suas folhas sao tidas como um poderoso e tradicional recurso
terapéutico. No Mexico, por exemplo, seu uso remete as civilizagdes pré-
colombianas e ainda hoje € usada pela populagéo, sobretudo do meio rural, contra
doencgas dos tratos respiratério e gastrintestinal, febres, infec¢des, dores musculares
e reumatismo (PEREDA-MIRANDA, 1993); na Guiana Francesa é usada contra a
malaria (VIGNERON et al, 2005).

Independente da distancia geografica, as indicagdes populares de uso da
H. pectinata tendem a se repetir, ainda que a forma de utilizagcdo mude. No México,
as folhas da planta séo utilizadas sob a forma de inalagdo contra rinofaringite e
outros males respiratérios como na Costa do Marfim, onde além desta modalidade
também é utilizado o sumo, obtido das folhas prensadas, levemente aquecido; como

gotas nasais, para o mesmo fim (MALAN et al, 1988).

No Brasil, a Hyptis pectinata € muito valorizada por suas propriedades
antiinflamatodria e anti-séptica; sua principal forma de utilizagado popular é a ingestéao
de chas (infusbes e decocgdes), para as mais diversas indicagdes- problemas
gastricos ou respiratérios, cancer, infecgdes, febre- mas também é muito usada sob
a forma de bochechos, contra afecgdes da cavidade oral, e emplastro, contra
doencgas de pele (CARVALHO, 1999).

Com base nas diversas atividades medicinais atribuidas a Hyptis pectinata
pela cultura popular em varios paises, pesquisadores em diferentes partes do mundo
comegaram a estudar suas propriedades terapéuticas bem como sua composicao
quimica. Os primeiros estudos a esse respeito foram realizados por MALAN e
colaboradores (1988), que avaliaram as propriedades antibacteriana e antimicética
do seu oleo essencial, de espécimes coletados na Costa do Marfim (MALAN et
al, 1986 apud MALAN et al, 1988) e depois investigaram os seus constituintes
quimicos, identificando 33 compostos, dentre os quais os principais foram: p-
cimenene (33.7%), timol (26.0%), gama-terpineno (8.9%), alfa-thujeno (6.5%) e
mycrene (5.0%). Isto permitiu justificar pela presenga do timol as propriedades anti-
sépticas apresentadas pelo 6leo essencial. No entanto, em estudos posteriores
realizados por PIETSCHMANN e colaboradores (1998) com espécimes nativos da

india os principais constituintes encontrados foram: sabineno (27.8%), beta-
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cariofileno (17.2%), beta-pineno (6.7%) e terpinoleno (6.0%); enquanto que os
principais constituintes do trabalho anterior apresentaram valores insignificantes ou
até mesmo ndo apareceram como o timol. Um outro trabalho, semelhante a esse,
realizado na Republica de Camardes por TCHOUMBOUGNANG e colaboradores
(2005), com espécimes locais, teve resultado mais préximo do ultimo trabalho,
apresentando germacrene D (28.0%) e beta-caiofileno (22.1%), como principais

componentes e de novo nao apresentando timol na sua composicao.

A prépria atividade antimicrobiana do 6leo essencial da Hyptis pectinata
nao esta obrigatoriamente associada a presenca do timol, conhecido por suas
atividades antimicrobianas, pois em trabalho recente onde foi analisada a sua
atividade antibacteriana frente a varias cepas de Streptococcus mutans, bactéria
responsavel pela carie, os principais constituintes identificados no d6leo essencial
utilizado foram cariofileno (18,34 %) e 6xido de cariofileno (18,0 %), sem nem
mesmo tragos de timol e, no entanto, os resultados obtidos foram estatisticamente
semelhantes ao controle positivo (clorexidina), apartir da dose de 400mg/mL. Neste
mesmo trabalho foi também analisado o hidrolato obtido apartir da extracdo do 6leo
essencial, o qual ndo apresentou nenhuma atividade antibacteriana (NASCIMENTO,
2005).

Outros estudos quimicos, desta vez sobre o extrato metandlico da H.
pectinata, permitiram a identificagdo e avaliacdo farmacoldgica de novos compostos
organicos identificados como pironas, o primeiro deles foi o hyptolide, que
apresentou modesta atividade antimicrobiana contra bactérias gram-psitivas e
nenhuma atividade contra as amostras de bactérias gram-negativas ou Candida
albicans (ROJAS et al,1992). Em seguida, 0 mesmo grupo isolou mais trés novos
compostos organicos (5,6-dihidro-a-pironas), batizados como pectiolideos A, B e C,
dos quais o A foi o que apresentou melhor atividade citotoxica, contra varias
linhagens de células neoplasicas e melhor atividade contra bactérias gram-positivas;
nenhum deles apresentou atividade contra bactérias gram-negativas ou Candida
albicans (PEREDA-MIRANDA et al,1993). Um outro grupo isolou do extrato
diclorometanico da H. pectinata mais trés a-pironas e um furanona, denominados
respectivamente como pectiolideos D, E, F e G (BOALINO et al, 2003). O grupo

original isolou do extrato cloroférmico mais uma pirona, denominada H, a qual nao
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apresentou atividade citotdéxica, mas teve significativa atividade antimicrobiana
contra duas linhagens de Sthaphlococcus aureus multi-resistentes a varios
antibioticos (FRAGOSO-SERRANO et al, 2005).

A partir do conhecimento popular varias outras atividades farmacolégicas
da H. pectinata foram pesquisadas e comprovadas. No sistema digestivo de ratos
wistar, o extrato aquoso reduziu significativamente as lesdes gastricas induzidas por
indometacina ou etanol, além de também reduzir o esvaziamento gastrico, efeito
esse relacionado com o sistema opidide (FREIRE et al. 2000); o extrato apresentou
ainda reducao da motilidade gastrintestinal, justificando o uso popular contra diarréia.
A avaliagdo da atividade do extrato no segmento isolado de duodeno de ratos sugeriu
que essa propriedade nido tem relagdo com o sistema opidide, e sim com receptores
muscarinicos, sobre os quais compostos quimicos presentes no extrato exerceriam
uma acdo antagonista ndao competitiva (SILVA, 2004). O d6leo essencial da H.
pectinata também apresentou significativa atividade gastroprotetora, no modelo de
ulcera induzida por etanol a 70 % em camundongos swiss (SOUZA e BATISTA,
2005).

Sobre o tecido hepatico de ratos wistar, o extrato aquoso de sambacaita
apresentou funcdes hepatoprotetora - observada pela redugdo dos indices de
fosfatase alcalina e do aspartato aminotransferase de animais submetidos a
operagao simulada e hepatectomia parcial respectivamente — e hepatoregeneradora,
demonstrada por marcador imunohistoquimico sensivel a proliferagéo celular (MELO
et al. 2001; SILVA et al. 2002). Entretanto, esse mesmo extrato reduziu a
fosforilagdo oxidativa dos hepatécitos, mesmo ndo produzindo lesdo interna na
membrana mitocondrial dos mesmos, através de mecanismos moleculares ainda
nao explicados (MELO et al., 2005; MELO et al., 2005). Associada a terapia laser o
extrato aquoso da H. pectinata apresentou um aumento na sua atividade
hepatoregeneradora e na capacidade de reduzir a respiragao mitocondrial (MELO et
al, 2005).

O extrato aquoso e Oleo essencial da H. pectinata apresentou efeito
antinociceptivo demonstrado pelos modelos de nocicepgdo em camundongos:

contorgao abdominal induzida por acido acético a 0,6%; placa quente e, apenas para
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o extrato, formalina, nos quais foi sugerido que esse efeito se deu por agao central e
periférica do extrato. Nestes mesmos trabalhos também foi avaliado o efeito anti-
edematogénico de ambos, em modelos de edema de pata, em ratos, induzidos por
carragenina e, apenas para o extrato aquoso, acido araquidénico, através dos quais
foi sugerido um efeito inibitério das vias da ciclooxigenase e lipoxigenase, para o
extrato aquoso e, efeito inibitério da via da ciclooxigenase para o 6leo essencial
(BISPO, et al.,2001; BLANK, 2005).

1.4 Gota

A gota corresponde a um conjunto heterogéneo de patologias causadas,
principalmente por um aumento nos niveis séricos de urato de sodio, até ou além do
seu limite fisioldgico de solubilidade (= > 7mg / dl), denominado hiperuricemia; em
decorréncia do aumento da produgdo enddgena de acido urico, que € o seu
precursor (TERKELTAUB, 2003). A artrite gotosa que é a principal e a mais
conhecida dessas patologias foi que deu o nome a manifestacdo deste disturbio
metabdlico, pois, gota vem do latim guta, para designar a sensacao de "gotas de
veneno" pingando sobre a articulagao, analogia determinada pela intensidade da dor
sofrida pelos pacientes (SEEGMILLER, 1965). Conhecida no passado como doenca
de reis e sabios, sua historia remota ao Egito antigo, onde foram achadas mumias
com tofos gotosos, uma das principais manifestagoes cronicas da gota, que consiste
de um depdsito de cristais de urato de sdédio no tecido conjuntivo subcutédneo, em
articulagdes distais ou na cartilagem auricular, delimitado por uma capsula fibrosa,
constituida por células de reagao inflamatéria de corpo estranho, na parte mais
externa e tecido fibroso denso na mais interna (KELLEY et al, 1997). Entretanto, os
conhecimentos a seu respeito evoluiram muito no decorrer dos séculos, como

vemos na tabela 1.
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13° séc. Origem do termo gota de Vielehardoiun
1679 Identificacao de cristais no tofo gotoso van Leeuwenhoek
1683 Descricao moderna dos sintomas Sydenham

1797 Identificacdao do urato como grande constituinte | Wollaston e Scheele

do Tofo Gotoso

1814 Especificidade da Colchicina no combate a gota | Want

1848 Relacionou a gota a um erro inato do | Garrot

metabolismo (Hiperuricemia)

Fonte: KELLEY et al, 1997; HALL et al, 1967

1.4.1 Metabolismo das Purinas

O acido urico € o produto final do metabolismo das purinas nos humanos;
estas, junto com as pirimidinas sdo as conhecidas bases nitrogenadas que
combinadas com uma pentose e um ou mais grupamento fosfato compdem os
nucleotideos (moléculas que desempenham importantes papeis biolégicos em todos
os seres vivos). Os nucleotideos sdo as unidades monoméricas dos acidos
nucléicos; sdo também fonte de energia quimica para as reagcbes metabdlicas e
doadores de grupamentos fosféricos para outros nucleotideos (GTP e ADP), séo
mediadores em processos fisiologicos (AMPc, GMPc e ADP), componentes de
coenzimas envolvidas em muitas vias metabdlicas (NAD, FAD e CoA), entre outras
tantas atividades de relevante importancia biolégica (CARVER e WALKER, 1995).

Todas as enzimas envolvidas na sintese e degradacgao das purinas estao
no citoplasma. As purinas podem ser formadas pela via de sintese “de novo’- os
atomos que as irdo formar s&o originados de aminoacidos, bicarbonatos (derivados
de tetrahidrofolato) e CO, (Figura 3), ou pela via de recuperagdo, na qual séo
sintetizadas a partir de partes de purinas, liberadas pela hidrolise de acidos
nucléicos e nucleotideos, fornecidos pelo turnover enddgeno e pela dieta. Em ambas
as vias de sintese, as moléculas de purinas sdao montadas diretamente ligadas a
uma molécula de pentose (RUDOLPH, 1994).
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Figura 3 : Origem dos atomos do anel purinico na via de novo para sintese de
nucleotideos em células de mamiferos (BERG et al, 2004; CARVER e WALKER,
1995).

Os nucleotideos de uma célula no organismo sofrem continua renovagao.
Eles sdo degradados, bem como os nucleotideos obtidos através da dieta, por
hidrélise a nucleosideos pela acdo das nucleotidases. Os nucleosideos por sua vez
sdo clivados a bases livres e pentoses ligadas a um grupamento fosfato por
nucleosideos fosforilases. Algumas das bases sao reutilizadas, formando
nucleotideos por vias de recuperagao, outras sao degradadas a produtos que sao
excretados. O AMP, por exemplo, é degradado a base livre hipoxantina por
desaminagao e clivagem hidrolitica da ligagao glicosidica. A xantina oxidase, uma
flavoproteina contendo ferro e molibdénio, oxida a hipoxantina a xantina e entdo a
acido urico. O oxigénio molecular, o oxidante em ambas as reagdes, é reduzido a
H»0,, que é decomposto em H,0 e O, pela catalase. Todo esse processo que tem

como produto final o acido urico ocorre no figado (BERG et all, 2004).

Por ser um acido fraco (pKa 5,8), a molécula de acido urico em presenca
do pH fisiolégico tende a ser ionizada, perdendo um préton, tornando-se ion urato.
Todo esse mecanismo é demonstrado na figura 4. Livre no organismo, os ions
uratos ligam-se a cations, principalmente Na®*, que além de ser muito reativo é o ion
em maior quantidade no organismo, formando urato de sédio. O organismo humano
nao € capaz de metabolizar o urato, que € eliminado pelo intestino e rins
(LEHNINGER, 2002).
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Figura 4: Exemplo do metabolismo das purinas (BERG et al, 2004).
1.4.2 Influéncia Fisiolégica das Moléculas de Urato

Em outras espécies animais ha a presenca de uma enzima chamada
uricase que degrada o acido urico em allopirol, um composto mais soluvel, que nao
oferece risco de deposicdo nos tecidos. Nos humanos o gene da uricase é
bloqueado por duas mutagdes que introduzem stop codons prematuros, impedindo a
manifestagcdo do mesmo (WU et al, 1992). Especula-se que isto seja uma estratégia
evolutiva para aumentar a expectativa de vida da espécie humana ja que o urato
apresenta um efeito antioxidante no sangue, removendo radicais livres de forma tao
eficaz quanto o acido ascérbico, com a vantagem de se encontrar em um volume até
seis vezes maior que este (CHOI et al, 2005). Embora os uratos possam estar
envolvidos em atividades bioprotetoras, a hiperuricemia esta intimamente ligada a
risco de doengas cardiovasculares (VASUDEVAN e BALLANTYNE, 2005) e

supressao dos niveis basais de insulina (ROCIC et al, 2005).

1.4.3 Epidemiologia

Apesar de apresentar-se em menos de 1% da populagao ocidental (SAAG
e MILKYS, 2005), a incidéncia pode chegar a mais de 18% em alguns grupos
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populacionais particulares, como acontece em algumas regides de paises asiaticos
localizados no Pacifico Sul como China e Filipinas (MILKUSLS et al, 2003). Estudos
epidemioldgicos tém demonstrado a gota como uma consequéncia da interagdo de
fatores genéticos e ambientais, como alimentagdo rica em proteinas, consumo
excessivo de alcool, obesidade e uso a longo prazo de diuréticos (WORTMANN,
2002). Um exemplo disso € um estudo realizado com emigrantes filipinos nos EUA,
por fatores genéticos e ambientais — dieta tradicional rica em frutos do mar - esses
individuos apresentam altos indices de hiperuricemia e gota. Quando em contato
com os habitos alimentares ocidentais seus niveis de urato de sddio aumentam

ainda mais, aumentando os riscos de desenvolverem gota ( LUK e SIMKIN, 2005).

1.4.4 Processo Inflamatorio na Artrite Gotosa

A crise aguda de gota costuma apresentar-se inicialmente de forma
monoarticular, extremamente dolorosa, em casos raros esses ataques iniciais
podem ser poliarticulares ou até mesmo pouco dolorosos. A articulagdo que costuma
ser mais atingida em um primeiro ataque é a metatarsofalanangiana (podagra), além
dela outras articulagdes também muito atingidas s&o os tornozelos, joelhos,
cotovelos, punhos e as articulagbes dos dedos. Essa preferéncia por articulagdes
periféricas estaria relacionada, em parte, com as temperaturas mais baixas

encontradas ali, em relagdo a outras partes do corpo (SEDA, 1982).

O limite de solubilidade do urato de sédio a uma temperatura de 37° C é
de 6,5 mg%. Ao longo das articulagdes periféricas com a diminuigdo da temperatura,
o limite de solubilidade tende a diminuir; a temperatura média de um tornozelo, por
exemplo, é de 29°C e o seu limite de solubilidade para o urato é de
aproximadamente 4,5 mg%. Outro fator que contribui para o depdsito de cristais de
urato nas articulagbes € a difusdo mais rapida da agua, pela membrana sinovial,
quando comparada ao urato de sodio, provocando transitoriamente concentracoes
altas do cristal. Isso justificaria o fato do horario de maior incidéncia dos ataques de
gota serem de madrugada, pois com 0 corpo em repouso a sua temperatura diminui
e a difusdo de agua pela membrana sinovial € ainda maior favorecendo a

precipitacdo dos cristais e o consequente processo inflamatoério (SKARE, 1999).



31

Na cavidade sinovial o cristal de urato de sddio vai interagir com os
fagécitos mononucleares de duas “maneiras”. da forma convencional com
opsonizacdo e fagocitose do antigeno, seguido de fusdo lisosomal, exploséo
respiratéria e liberagdo de mediadores inflamatdrios; ou através de uma particular
propriedade do cristal de urato de interagir diretamente com lipidios e proteinas da
membrana celular através de ligagbes cruzadas com glicoproteinas na superficie de
fagocitos. Esta interacdo ocorre através de diferentes vias de transducdo de sinal
como proteina G, fosfolipases C e D, proteinas tirosino quinases, entre outras. Essas
duas vias vao permitir a expressao dos genes e respectiva liberagao das citocinas:
IL-1,IL-6, IL-8 e FNT-a, das proteinas S100A8 e S100A9 e, também da enzima
constitutiva (ciclooxigenase-2), pelos mondcitos, que vao ativar as células endoteliais
vasculares e recrutar neutréfilos para o local da inflamagédo (POULIOT et al, 1998;
RYCKMAN et al, 2004; CHOI et al, 2005).

Os mondcitos tém um papel imprescindivel no desencadeamento do
ataque agudo da gota, junto com os mastdcitos eles preparam o caminho para o
infiltrado neutrofilico, dando segmento a inflamagao, assim como vai estar envolvido
também na conclusdo do processo inflamatério agudo (PASCUAL et al, 1999).
Estudos in vitro e in vivo demonstraram que mondcitos (células fagocitarias
mononucleares jovens) sdo mais sensiveis a estimulos proé-inflamatérios,
respondendo vigorosamente ao desenrolar natural da fagocitose com a liberagao de
seus mediadores inflamatérios, enquanto os macréfagos (células fagocitarias
mononucleares maduras), mesmo fagocitando cristais de urato de sédio, falham na
liberacdo destes mediadores, ndo desencadeando a ativagcao do endotélio vascular
nem a migracado de neutrofilos, apresentando uma atividade “ndo inflamatéria” que
determina o final do ataque agudo da gota, preservando o estado assintomatico
caracteristico da gota intercritica (YAGNIK et al, 2000; LANDIS et al, 2002).

Estes sdo periodos quiescentes entre episédios de artrite aguda que
podem durar de meses a anos, apesar de haver cristais de urato de sddio no liquido
sinovial das cavidades articulares. Com a evolugédo da doenga, particularmente em
pacientes ndo tratados adequadamente, estes periodos tendem a diminuir

progressivamente até se instalar um quadro crénico (WOOLF,1998).
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O sistema complemento, normalmente inativo em articulagdes higidas, é
significativamente ativo em articulagdes gotosas pela ativacédo direta das suas duas
vias, classica e alternativa, pelos cristais de urato de sodio, sem que haja a formagéao
de um complexo antigeno — anticorpo, que é o desencadeador natural da via
classica (GICLAS, 1979).

Os fragmentos menores resultantes da clivagem do complemento, C3a e
Cb5a, sdo denominados de anafilatoxinas e desempenham varios papéis de relevante
importancia biolégica. Junto com a IL-1, eles vao ativar os mastocitos tissulares,
provocando sua desgranulacdo e consequente liberagdo de mediadores bioldgicos
em particular a histamina, a qual vai ativar as células endoteliais vasculares através
de receptores especificos (H4), promovendo vasodilatagdo (SCHIITZ et al, 2002;
DALBETH e HASKARD, 2005). As anafilotoxinas vao também induzir a contragéo da
musculatura lisa dos vasos resultando num influxo plasmatico para dentro do tecido,
facilitando a diapedese dos neutrdfilos, sobre os quais elas vado também exercer
quimioatragdo (GOLDSBY, 2002). Outros fragmentos do complemento, que néo
anafiotoxinas, também participam da inflamacédo gotosa. Estudos em animais
demonstraram que o C5b-9, fragmento final do complexo de ataque a membrana
(CAM), ultima via final do complemento, apresenta uma resposta maior a presenga
dos cristais de urato de sodio no recrutamento de neutréfilos que as anafilotoxinas
(TRAMONTININI, 2004).

As células endoteliais ativadas, principalmente, pela IL-1 (a ou 3) e FNT-q,
vao expressar em sua superficie moléculas de adesdo celular como E-selectina,
molécula de adeséo intercelular- 1 (ICAM-1) e molécula de adeséao celular vascular-1
(VCAM-1), nas quais os neutréfilos vao se ligando durante o processo de
marginagdo da parede vascular, atraidos pelo gradiente de agentes quimiotaticos,
até realizar a diapedese (HASKARD e LANDIS, 2002).

No interior da cavidade sinovial os neutrdéfilos vao seguir o gradiente de
concentragdo de agentes quimiotaticos como Cb5a, leucotrieno B4, IL-1 e IL-8, até
entrar em contato com os cristais de urato de sédio e fagocita-los (SPRINGER,
1994). No processo de fagocitose, eles vao ser estimulados a liberar as proteinas

S100A8 e S100A9, que sao produzidas no citoplasma e que vao ter importante
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funcdo na amplificagdo do processo inflamatério agindo como fatores quimiotaticos
para neutréfilos (ROULEAU et al, 2003).

A natureza auto-limitante do ataque agudo da gota ocorre através de
alguns mecanismos, como a diferenciacdo dos mondcitos em macrofagos, ja
mencionado, a apoptose dos neutrdfilos presentes no infiltrado inflamatério e o
envolvimento dos cristais por lipoproteinas (apolipoproteinas B e E), que tem sua
producdo pelos macréfagos induzida pelos proprios cristais, os quais quando
fagocitados envolvidos por estas, inibem a desgranulagdo do neutréfilo, evitando a
liberagado de mediadores quimiotaticos (TEKELTAUB ET AL, 1984).

2. JUSTIFICATIVA

A Hyptis pectinata L. Poit. (sambacaita) € uma planta a qual é atribuida um
amplo espectro de atividades terapéuticas, assegurado pelo seu largo uso popular,

através das mais variadas formas de utilizagao, sendo duas das principais: o cha e a
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inalagdo; as quais servem de indicagao para a obtencdo do Extrato Aquoso Bruto e
do Oleo Essencial. Neles os principios ativos das duas formas de administracdo
citadas sao respectivamente encontrados de forma mais abundante; na primeira, os
compostos que se apresentam soluveis em agua e na segunda, apenas compostos
volateis; ambos ja tiveram varias das propriedades atribuidas a planta analisada e,
na maioria das vezes, comprovadas em modelos in vitro e in vivo, entre elas a
analgésica, a qual este trabalho se propde a analisar em uma condigdo mais
especifica. Um modelo de artrite induzida por cristais de urato de sédio em ratos
simulando uma condi¢ao artritica gotosa, visto que a propriedade analgésica do
sambacaita costuma ser utilizada popularmente em doengas reumaticas. A pesquisa
de novas alternativas terapéuticas para artrite gotosa, como também para outras
doengas reumaticas contribui para o alcance de novos agentes terapéuticos que
com o uso prolongado, devido ao carater crénico das doengas, apresentem menos
disturbios e reagdes adversas que os tratamentos comumente utilizados como

referéncias terapéuticas.

3. OBJETIVOS

Geral:
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Avaliar a toxicidade aguda e a propriedade antinociceptiva do extrato
aquoso e do 6leo essencial de Hyptis pectinata (L.) Poit. (Sambacaita) em modelo de
artrite induzida por cristais de urato de sédio em articulagéo tibio-tarsal (tornozelo)

de ratos wistar.

Especificos:

e Determinar a dose letal do extrato aquoso e Oleo essencial de Hyptis
pectinata utilizados na pesquisa;

¢ |dentificar através de triagem fitoquimica as principais classes de compostos
organicos presentes no estrato aquoso utilizado;

¢ |dentificar os constituintes do 6leo essencial utilizado através de cromatografia
gasosa com espectrémetro de massa (CG/EM);

e Avaliar o efeito antinociceptivo do extrato aquoso e do d6leo essencial da

Hyptis pectinata (L.) Poit. (Sambacaita).

4. METODOLOGIA

4.1 Material Botanico
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Os espécimes de Hyptis pectinata foram coletados dentro do periodo de
floracdo, em maio de 2005, na Fazenda Santa Clara, no povoado Miranda no
municipio de Capela — SE. A identificagcdo da planta foi feita pelo Prof. Dr. Adalto
Ribeiro, do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Sergipe, por
comparagao com exsicata depositada no Herbario desta mesma instituicao, sob o
numero ASE 2626.

4.2 Preparacao do Extrato Aquoso

As folhas foram secas em estufa com renovacéao e circulagao de ar MA0O37
Marconi (Piracicaba SP, Brasil) a 40° C por 96 horas no Laboratério de Fitoquimica
do Departamento de Fisiologia. Em seguida foram trituradas até a obtencdo de um
po de textura fina ao qual foi adicionado 100g em 1L de agua destilada a 100° C.
Esta solugdo ficou em infusdo, tampada com vidro de reldogio, sendo agitada
esporadicamente com bastdo de vidro, até chegar a uma temperatura em torno de
60° C. A solugao foi filtrada a vacuo e liofilizada em equipamento Benchtop da Virtis
(Warminster PA, EUA) no Laboratério de Fitoquimica, obtendo-se 9,71g de um p6
fino, seco e altamente higroscopico, que foi conservado em frascos de vidro ambar
estéreis a aproximadamente 5° C em geladeira comum, no Laboratério de

Farmacologia do Departamento de Fisiologia.
4.3 Extracdo do Oleo Essencial

Um montante de 6.604g de folhas frescas foi submetido a técnica de
hidrodestilagdo por arraste a vapor em aparelho tipo Clevenger para obtencdo do
oleo essencial (GUENTHER, 1972 apud BLANK, 2005) no Laboratério de Fitotecnia
do Departamento de Engenharia Agronémica. Os 9,2mL de 6leo essencial obtidos
foram estocados em frascos de vidro ambar estéreis a aproximadamente -4° C em

freezer comum, no Laboratoério de Farmacologia do Departamento de Fisiologia.

4.4 Triagem Fitoquimica do Estrato Aquoso
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Alguns grupos metabdlitos presentes no Extrato Aquoso de H. pectinata
(L.) Poit foram determinados, qualitativamente, em testes de triagem fitoquimica

segundo os protocolos propostos por Matos (MATOS, 1997).
4.5 Analise e ldentificacdo dos Componentes do Oleo Essencial

Amostras do 6leo essencial foram analisadas utilizando-se cromatografia
gasosa em equipamento Shimadzu QP5050A interfaceada com espectrobmetro de
massa (CG/EM) dotado de coluna capilar DB-5 (30m x 0,25mm x 0,25um) conectado
em um detector operando em impacto eletrénico a 70V; gas de arraste Hélio (fluxo 1
mL/min) e programagao: 80° C (1min), 3° C/min, 180° C (0 min), 10° C/min, 300° C
(3 min), tipo de injecao split 1: 100 (Shimadzu do Brasil, Sdo Paulo SP). Os calculos
dos indices de retengdo foram feitos através da co-injecdo de n-alcanos. A
identificacdo dos constituintes do 6leo essencial foi efetuada baseada nos indices de
retengcao (ADAMS, 1995) e pela comparagao do espectro de massa com o banco de
dados das bibliotecas NIST21 e NIST107. A concentragao dos constituintes foi

calculada a partir da area de pico do CG e arranjada em ordem de eluigao.

4.6 Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) da linhagem Swiss, entre
20 e 30 g e ratos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar de ambos os sexos entre
200 e 280 g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Sergipe
(UFS). Os camundongos e os ratos foram trazidos para o Biotério do Departamento
de Fisiologia, com no minimo dois dias de antecedéncia aos experimentos onde
foram mantidos em caixas plasticas (33 x 40 x 17 cm) com tampa de arame,
contendo 6 animais respectivamente por caixa, 4gua e comida (racdo Purina®)
foram fornecidas, “ad libitum”. Quando submetidos a administragao por via oral os
animais foram submetidos a um jejum alimentar de 6 horas antes dos experimentos.
Na execucgao dos experimentos foram observadas as normas éticas de manipulagao
dos animais. O Comité de ética em pesquisa com animais da Universidade Federal
de Sergipe (CEPA UFS) apreciou e aprovou os procedimentos metodologicos

realizados neste trabalho, vide anexo 1.
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4.7 Determinacao da DLsy do Extrato Aquoso e do Oleo Essencial de

Hyptis pectinata (L.) Poit.

A avaliagédo da toxicidade aguda se deu pela determinagdo da dose letal,
para 50 % dos individuos de um grupo (DLsp), expresso em g/kg, e foi realizada pelo
método de Probito; que € um método de analise estatistica, utilizado para expressar
a incidéncia de uma resposta, em fendmenos biolégicos que s6 admitem duas

possibilidades de express&o, neste caso, animal vivo ou morto (BIER, 1984).

Foram utilizados grupos de camundongos de ambos os sexos (n=6: 3
machos e 3 fémeas) que receberam por via oral as substéncias avaliadas e os
respectivos controles (veiculos de administragdo das substancias). Em seguida,

estes tiveram o numero de 6bitos contabilizados por um periodo de 48 horas.

Inicialmente, o O.E. e o E.A. foram administrados em grupos distintos, na
maior dose utilizada no modelo (5 g/Kg). A auséncia de obitos em algum grupo
encerra a avaliacdo de toxicidade da sua respectiva substancia, pois indica um valor
de DLsp bem acima de 5 g/Kg, significando uma toxicidade extremamente baixa, por

isso de baixa significancia, nao sendo avaliada por esse modelo.

Foi entéo realizadai a administragdo das doses 1 e 3 g/Kg, e conforme os
resultados destas junto com a primeira, foram escolhidas duas doses intermediarias
proximas a provavel DLsy, para completar as cinco doses necessarias para a
execugao dos calculos. Em posse do numero de O&bitos foram feitas as

determinagoes.
4.8 Producao dos Cristais de Urato de Sodio

Os cristais de urato de sédio monohidratado foram preparados segundo o
método proposto por Seegmiller e colaboradores em 1962 (CODERRE e WALL,
1986): dois gramas de acido urico foram dissolvidos em 400m| de agua destilada

fervida, contendo 12 mL de solucdo de NaOH a 1 M. O pH final da solugao foi
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ajustado a 7.2, verificado por um pHmetro portatil, usando solugdo de HCI a 10%
para ajustar o pH. Apds se encontrar a temperatura ambiente a solugao foi estocada
por 12 horas a uma temperatura proxima aos 5° C, em geladeira comum no
Laboratério de Farmacologia. O precipitado obtido foi filtrado da solugdo e colocado
em um becker que permaneceu por trés dias num aparelho concentrador da
Labconco (Kansas City MI, EUA) do Laboratério de Quimica Farmacéutica, para
retirar o resto da umidade do urato, este foi entdo acondicionado em frasco estéril de
vidro ambar e guardado em um dessecador, sendo manipulado apenas na

preparacao da solucéo a ser administrada nos animais.

4.9 Injecéo dos Cristais de Urato de Sédio

Os cristais foram preparados em uma solucdo de tweem 80 a 10% em
solugdo salina na concentragdo de 0,5 mg/mL. Desta solugdo, foi injetado com
agulha e seringa de insulina um volume de 0,05mL na articulagao tibio-tarsal da pata
direita dos ratos em experimentacdao. Cada animal recebeu 0,025 mg de urato de
sédio (CODERRE e WALL, 1986).

4.10 Grupos Experimentais

O trabalho foi realizado com doze grupos de ratos (n=6), cujo tratamento recebido
esta descrito aseguir:

» Trés grupos receberam o E. A. da H. pectinata nas doses de 50, 100 e

200 mg/kg, por via oral, uma hora antes do experimento.

» O grupo controle do E.A. recebeu solugdo salina, que foi o seu veiculo de
administracao, por via oral, uma hora antes do experimento.

» Trés grupos receberam o O.E. da H. pectinata, nas respectivas doses de 50, 100 e
200 mg/kg, por via subcutanea, meia hora antes do experimento.

» O grupo controle do O.E. recebeu uma solucéo de Propilenoglicol + Agua destilada
(em partes iguais), que foi o seu veiculo de administragéo, por via subcutanea, meia
hora antes do experimento.

Outros dois grupos receberam drogas padrdes:
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» O primeiro grupo recebeu Colchicina (2 mg/Kg), por via intraperitoneal, quatro
horas antes do experimento.

» O segundo grupo recebeu Morfina (5mg/kg) por via subcutanea meia hora antes
do experimento.

A avaliacdo de uma possivel acdo antinociceptiva pela via opidide se deu pelo uso
da Naloxona, que é um antagonista opidides.

» O grupo E.A. 50 mg/kg, por ter demonstrado melhor efeito antinociceptivo, foi
repetido, sendo submetido quinze minutos antes do experimento a administracéo de
Naloxona (2,5 mg/kg), por via subcutanea.

» O grupo controle da eficacia da Naloxona foi tratado com Morfina da mesma forma
que o segundo grupo de droga padrao. Sendo em seguida tratado com Naloxona, da

mesma forma citada no grupo anterior.

4.11 Modelo de Antinocicepcdo, em Condicao Artritica, Induzida por
Cristais de Urato de Sédio ( CODERRE & WALL, 1986).

Antes da realizacdo do experimento, os animais foram submetidos a trés
treinos, em dias sucessivos e anteriores ao do experimento, que consistiu em
coloca-los sobre o suporte para se habituarem ao local do experimento. No primeiro
treino, os animais ficaram inicialmente livres para explorar a superficie, no segundo e
terceiro foram imobilizados com auxilio de uma flanela, na posi¢cao experimental,
havendo simulagdo do experimento com a agua em temperatura ambiente; tais
treinos promoveram a ambientacdo dos animais ao local e as condicbes do
experimento, evitando assim que, os animais, sofram estresse na hora do

experimento.

Apods vinte e quatro horas da aplicacdo da solugcdo de urato de sdédio, os
ratos foram colocados sobre uma superficie de madeira (32 x 17 cm), forrada com
papel adesivo branco para facilitar a limpeza, tendo dois orificios de 2 cm de
diametro nas laterais da superficie; ela estava acoplada sobre um banho quente com
temperatura constante de 50 + 1° C. Na referida superficie, eles ficaram
imobilizados, de forma calma, com ajuda de uma flanela, em posicao que suas patas

posteriores ficassem entre os orificios. As patas foram delicadamente mergulhadas
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na agua, um de cada vez, primeira a direita e depois a esquerda e, o tempo de
laténcia para a retirada de cada uma destas da agua foi medido em segundos com
um crondbmetro, obedecendo um tempo de corte de doze segundos. Entre cada
animal a superficie era limpa com alcool a 30 % e a cada dois animais a temperatura

era reavaliada com a ajuda de um termdémetro.

Os tempos de laténcia obtidos de cada uma das patas traseiras, de cada
animal, foram subtraidos entre si; a pata direita pela pata esquerda e, o valor obtido
desta subtracdo usado como parametro estatistico, simbolizado pela letra grega
delta (A).

T. de laténcia pata direita - T. de laténcia pata esquerda = Delta (A)

4 .12 Eutanasia dos Animais

Apds o0 experimento de nocicepg¢ao, os animais foram eutanasiados por
inalacdo de dose excessiva de éter, dentro de um frasco de vidro de proporcdes
adequadas para os animais. A confirmagdo da morte do animal se deu pela

auséncia de reflexo palpebral e principalmente por auséncia de atividade cardiaca.

4 13 Analise Estatistica

Os dados experimentais foram expressos em média e erro padrao da
média (E.P.M.). A Significancia foi avaliada através da analise de variancia (ANOVA)
de uma via e post hoc Tukey. Foram considerados os valores de p<0,05 como
significativos. Foi utilizada a estatistica paramétrica, visto que o Teste de
Kolmogorov-Sminov caracterizou os dados obtidos como normais (distribuigdo
gaussiana). Estes procedimentos foram realizados no programa GraphPad Prism 4.0

(cortesia do Laboratério de Farmacologia da Universidade Federal de Sergipe).
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5. RESULTADOS

5.1 Rendimento do Oleo Essencial e Extrato Aquoso obtidos

O extrato aquoso bruto apresentou um rendimento de 9,71% e o dleo

essencial um rendimento de 0,14 %.

5.2 Determinacao da DLsg.

Extrato Aquoso:

Nao foi observado nenhum 6ébito até 48 horas apds a administracdo oral
do extrato na maior dose (5 g/Kg), ndo sendo assim possivel determinar a DLsy. A
solucao salina foi o veiculo utilizado para a administracdo do extrato aquoso, como

esperado apresentou-se inerte, vide tabela 2.

Oleo Essencial:

O dleo apresentou uma toxicidade crescente conforme o aumento da dose
utilizada: 1,0; 1,5; 2,0; 3,0 e 5,0 g/kg . O veiculo utilizado para a administragéo, PPG,

nao apresentou efeito toéxico. Os dados obtidos estao dispostos na tabela abaixo; .

Tabela 2 — Dados do efeito toxico agudo do O.E. da H. pectinata L.

Grupo 1,09Kg 1,59/Kg 2,0g/Kg 3,0g/Kg 509g/Kg PPG
Animais 6 6 6 6 6 6
Obitos 2 4 5 5 6 0

Percentagem de obitos (%) 33,33 66,66 83,33 83,33 100 0
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A determinagdo da toxicidade aguda do O.E. de H. pectinata L. foi 1,1

g/kg, de animal e é representada graficamente na figura 5 .

. -  glkg
1.1 "

Log da dose do &dleo essencial

Figura 5: Representacao grafica da DLsy. Produzida com o Software Origin 7.5

5.3 Triagem Fitoquimica do Extrato Aquoso

Nos testes preliminares de fitoquimica as principais classes de metabdlitos

detectados foram alcaldides, taninos e flavondides, como demonstrado na tabela 4.

Tabela 3 - Triagem Fitoquimica do Extrato Aquoso.

Grupos Quimicos Reagentes Aplicados Resultados
Alcaloides Dragendorff ++

Marques +

Mayer -

Wagues +
Esterdides e/ou Terpendides Lieberman-Buchard -
Taninos Cloreto férrico 2% +++
Flavonoides HC/NH3 +++
Saponinas Agua destilada -

Lieberman-Buchard -

* (-) Reacgao negativa, (+) Reacao fracamente positiva, (++) Reagao positiva, (+++)

Reacéo fortemente positiva.
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5.4 Analise e Identificacdo dos Componentes do Oleo Essencial

A concentragao dos constituintes foi calculada a partir da area de pico do

CG/MS e arranjado em ordem de eluicdo, conforme a figura 6.

L
=1

40

a0

Ahundancia Relativa

|
75
Tempo de retengdo (min)

Figura 6: Cromatograma da corrente idnica total
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Os constituintes detectados em maior quantidade foram R-cariofileno e
germacreno-D, os quais representam 46,12% do total da amostra; os componentes
restantes apresentaram menores porcentagens na amostra analisada. Os componentes
estdo dispostos na tabela abaixo por ordem de eluic&o, tendo sido desconsiderados aqueles
que apresentaram porcentagem menor que 1%, para evitar interferéncias do aparelho. Dos
noventa e um itens listados, quinze deles apresentaram esta condicdo, destes, onze foram

identificados.

Tabela 4 - Constituintes do 6leo essencial de H. pectinata, com presenga na amostra < 1%.

Pico TR (min) Composto (%) IRR exp.” IRR lit.**
11 7.375 (Z)-B-Ocimeno 1.06 1043 1040
22 18.292 a-Copaeno 2.90 1375 1376
25 18.725 N&o identificado 3.37 1389 ---
27 19.817 R-Cariofileno 29.28 1421 1418
36 20.942 a-Humuleno 2.26 1455 1454
40 21.817 Germacreno D 16.84 1482 1480
43 22.275 Biciclogermacreno 6.54 1496 1494
45 22.642 Germacreno A 242 1508 1503
48 22.950 6-Cadineno 1.52 1517 1524
57 24.217 Germacreno B 1.89 1559 1556
58 24.500 N&o identificado 2.34 1568 ---
60 24942 Oxido de cariofileno 3.18 1582 1581
75 26.725 epi-a-Cadinol 1.05 1641 1640
78 27.100 N&o identificado 1.19 1654 ---
83 27.708 N&o identificado 3.16 1674 ---

* Indice dg retencgao relativo aplicando a equagao de VAN DEN DOOL, H. e KRATZ, P.D.
(1963) ** Indice de retengao da literatura (ADAMS, 1995)

5.5 Efeito Antinociceptivo

Controles:

O grupo que recebeu o veiculo propilenoglicol (PPG) n&o apresentou
diferencga significativa contra o grupo salina (qo,05(1).4,20 = 2,911; p>0,05), bem como,
0 grupo tratado com colchicina (2mg/kg) (do,05(1).4,20 = 1,772; p>0,05). Ja o grupo que
recebeu morfina (10 mg/kg) apresentou a reducao significativa na média do delta do

tempo em relacdo ao grupo salina (Qoos(1).420 = 7,772; p<0,001). O grupo que



46

recebeu morfina + naloxona (5mg/kg), também apresentou uma reducéo significativa
da média do delta (qo,05(1).4,29 = 5,43; p<0,01), e n&o apresentou reversado significativa

do efeito do grupo morfina (qo,05(1).4.20 = 2,342; p>0,05).

Tabela 5 — Efeito do veiculo PPG e das drogas-padrdo Colchicina e Morfina, no tempo de
laténcia ao calor em ratos

Tratamento dose (mg/kg) A T Média + EPM Reducdo do A T (%)
Controle (Salina) 4,85+ 0,62 -
PPG 2,99 + 0,66 38,35
Colchicina 2 3,72+0,85 23,29
Morfina 10 -0,1+0,57° 102,06
Morfina 10 + Naloxona 5 1,38+ 0,45° 71,54

ANOVA: [F ¢.05(1). 420 = 9,382; p < 0,0001]; # p<0,001; ® p<0,01; n=6. Teste de Tukey.

Extrato Aquoso:

Foi detectada reducao significativa na média do delta apenas no grupo
experimental E.A. 50 (qo05(1).429 = 7,329; p<0,001), que teve um efeito altamente
significativo. Esse efeito foi revertido significativamente quando tratado com o
antagonista opitide Naloxona (5mg/kg) (do,05(1)4,20 = 1,158; p>0,05). Demonstrou-se
ainda, uma diferencga significativa quando comparando os grupos E.A.50 e E.A.50 +

Naloxona (qO7o5(1);4,29 =6,17; p<0,01 )

Tabela 6 — Efeito do E.A. de H. pectinata no tempo de laténcia ao calor em ratos

Tratamento / dose (mg/kg) Média £+ EPM Redugao do A T (%)
Controle (Salina) 4,85+ 0,62 -
E.A. 50 0,07 £0,59 @ 98,55
E.A. 50 + Naloxona 5 4,09 £ 0,83 15,7
E.A. 100 3,93+ 0,68 18,96
E.A. 200 3,17 £ 0,45 34,63

ANOVA: [F o051y, 4.20 = 8,139; p = 0,0002]; ® p<0,001; n=6. Teste de Tukey.
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Oleo Essencial:

Nao foram detectadas redugdes significativas nas médias dos deltas. A
unica alteracdo significativa observada foi a do grupo experimental O.E. 100, que
apresentou aumento significativo da sua média para acima da média do controle
(90,05(1):3,23 = 4,79; p<0,05).

Tabela 7 — Efeito do O.E. de H. pectinata no tempo de laténcia ao calor em ratos

Tratamento / dose (mg/kg) Média £ EPM Redugado do A T (%)
Controle (PPG) 2,99 £ 0,66 -
O.E. 50 1,1+04 63,21
O.E. 100 5,3+0,56 ° -77,25
O.E. 200 2,22 +0,27 25,75

ANOVA: [F 0,05(1); 3,23 = 12,62; p< 0,0001], ¢ p<0,05, Nn=6. Teste de Tukey.
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6. Discussao

No estudo de toxicidade aguda, o extrato aquoso da H. pectinata nao
levou a 6bito nenhum dos camundongos que receberam a solugdo do extrato na
dose de 5 g/kg (v.0.), ndo sendo possivel determinar a sua DLsg. Segundo
DIETRICH (1983), uma droga que nao apresente letalidade a animais de laboratério
na dose de 5 g/kg, possui baixa toxicidade. Esse dado confirma a baixa toxicidade
do extrato aquoso da H. pectinata ja relatado por BISPO e col. (2001); corroborando
com o conhecimento popular que ndo atribui qualquer efeito téxico ao cha de

sambacaita.

O oleo essencial da H. pectinata, ao contrario do seu extrato aquoso,
apresentou efeito toxico. A partir da percentagem de &bitos provocados pelo 6leo
essencial nas trés doses inicialmente utilizadas (1 g/kg: 33,33% de mortos, 3 g/kg:
83,33% e 5 g/kg: 100%), foram escolhidas outras duas doses para completar o
numero de doses necessarias para o calculo da DLsg, através do método dos
probitos. A provavel localizagdo da DLsp entre as doses 1 e 3 g/kg levou a escolha

das doses 1,5 e 2 g/kg. A DLsp estimada pelo método dos probitos foi de 1,1 g/ kg.

Nao foi objetivo do trabalho estudar a causa mortis dos animais, nem
avaliar as alteracbes comportamentais ocorridas apds a administragdo do dleo
essencial; no entanto, chamou a atengédo logo apdés a administragcdo deste, um
quadro de letargia na maioria dos camundongos, seguido de perda de reflexo
postural e perda da consciéncia, seguindo-se na dose mais alta por apnéia e morte
em um periodo inferior a uma hora apds a administragdo; sugerindo um efeito

depressor do dleo essencial.

A triagem fitoquimica do extrato aquoso revelou a presencga de alcaldides,
taninos e flavonodides. Nao foi revelada a presenga de saponinas, nem de esterdides
e/ou terpendides, no caso dos terpendides, por serem extremamente volateis o
proprio processo de obtencdo do extrato aquoso pode ter influenciado a sua

auséncia na amostra.
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Para a analise da composicdo quimica do Oleo essencial, os seus
constituintes foram separados no cromatégrafo a gas (CG) e, em seguida, o
espectrometro de massa (MS) informou a estrutura de cada um dos componentes.
Foram obtidos noventa e um constituintes isolados, destes, apenas quinze
apresentaram concentragao acima de 1% na amostra, os que se encontraram abaixo
desta percentagem foram descartados para evitar que possiveis ruidos do aparelho

fossem tratados como constituintes quimicos.

Para a identificacdo dos componentes do 6leo essencial foram
necessarios os indices de retencdo fornecidos pelo cromatdografo a gas, e os
padrdes de espectro de compostos isolados dos bancos de dados do espectrometro
de massa, o cruzamento entre esses dados forneceu a identificagdao dos compostos
quimicos. A auséncia de um padrao correspondente a um determinado composto
prejudicara a identificagdo do mesmo. Quatro dos quinze constituintes relatados nao
foram identificados, pela auséncia de seus respectivos padrbes nos bancos de

dados do espectrémetro de massa.

Os constituintes identificados em maior quantidade foram o R-cariofileno e
o germacreno-D, eles apresentaram percentagem de 29.28% e 16.84%,
respectivamente. O [3-cariofileno, € um sesquiterpeno que faz parte do mecanismo de
defesa nas plantas, apresenta efeito repelente contra insetos e antifungico
(CAl,2002). Em estudos in vivo e in vitro demonstrou atividade analgésica local
(GHELARDINI, 2001), e também alérgena (SKOLD,2006). O germacreno-D, outro
sesquiterpeno, € um poderoso ferormonio que exerce quimioatracio a varias classes
de insetos (MOZURAITIS, 2002).

Para a analise dos dados do estudo antinociceptivo foi utilizado analise
estatistica paramétrica, por se tratar de uma pesquisa quantitativa e por ter variaveis
nao-ordinais. Os dados obtidos obedeceram a distribuicdo gaussiana, sendo
submetidos, em seguida, ao Teste de Kolmogorov-Sminov (Teste da Normalidade) e
ao pos-Teste de Tukey. O Teste de Tukey € a alternativa mais indicada nos estudos
em que ha a comparagdo com um grupo controle, para os efeitos de um dado
experimento (BARROS e REIS, 2003).
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Na avaliacado do efeito antinociceptivo dos controles, o propilenoglicol ndo
apresentou efeito antinociceptivo, como ja era esperado, isso permitiu o uso dele
como veiculo para a administragdo do oleo essencial e consequentemente como

controle negativo do mesmo.

A colchicina ndo apresentou efeito antinociceptivo. Relatos na literatura a
respeito do emprego da colchicina em modelos de artrite, induzida por cristais de
urato de sodio, em humanos e animais, demonstraram essa auséncia de
antinocicepgao, indicando que a ac¢ao analgésico ndo ocorre quando ela é
administrada como pré-tratamento de um quadro de artrite ainda n&o totalmente
estabelecido, mas apenas como tratamento da artrite ja estabelecida (CODERRE e
WALL, 1987).

Em uma condigao clinica, a agao analgésica da colchicina se da de forma
indireta, pela redugcdo do processo inflamatorio. Ela se liga a tubulina, principal
proteina que constitui o citoesqueleto celular, promovendo a sua despolimerizacéao,
impedindo assim, a diapedese de leucdcitos para o foco inflamatério articular e
periarticular (CANNELLA et al, 2005). Com isso, diminui a liberagcao pelos leucécitos
de prostaglandinas no local da inflamag&o. As prostaglandinas in loco agem sobre
receptores para bradicinina, nas terminagdes nervosas, sensibilisando-os para

potencializar a agao da prépria bradicinina. (RANG et al, 2001).

A morfina diminuiu significativamente o delta do tempo de retirada de pata,
do grupo em que foi administrada, indicando um efeito antinociceptivo central, o qual

nao foi revertido significativamente pela naloxona.

O extrato aquoso demonstrou uma significante resposta antinociceptiva na
dose de 50 mg/kg de animal, apresentando uma redugcéo no delta do tempo de
laténcia, em relacdo ao controle, de 98,55% (p<0,001). Esse efeito foi revertido
significativamente quando animais tratados com esta mesma dose do extrato aquoso
foram pos-tratados com um antagonista opidide (naloxona), sugerindo uma possivel
via de acdo através de receptores opidides, de um ou mais constituintes do extrato

aquoso.
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O odleo essencial da H. pectinata ndo apresentou efeito antinociceptivo em
nenhuma das doses utilizadas, apesar de estudos anteriores indicarem esse efeito
nos modelos: contor¢ao abdominal induzida por acido acético a 0,6 %, e hot plate
(BLANK,2005).

Este trabalho contribui para a compreensao dos efeitos do 6leo essencial
e extrato aquoso da Hyptis pectinata L. e sugere a necessidade de se obter novos
conhecimentos em estudos complementares futuros para o uso seguro como
fitoterapico. Contudo, outros estudos complementares deverao ser realizados para
melhor elucidacdo dos mecanismos de agdo das substancias que compdem o 6leo

essencial e extrato aquoso da planta em estudo.
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7. CONCLUSAO

Conforme os resultados obtidos na presente investigagédo, foi possivel

concluir que:

As principais classes de metabdlitos identificados na amostra de extrato aquoso
foram alcaldides, taninos, e flavonoides;

Os principais constituintes quimicos identificados na amostra do 6leo essencial
foram R-cariofileno e germacreno-D, ambos de estrutura terpénica;

O extrato aquoso da Hyptis pectinata (L.) Poit. apresentou baixa toxicidade, na
administragao por via oral, ndo sendo possivel determinar sua DLsy;

O Oleo essencial da Hyptis pectinata (L.) Poit. apresentou alta toxicidade
quando administrado por via oral. DLsy 1,1 g/Kg;

O extrato aquoso da Hyptis pectinata (L.) Poit. apresentou efeito antinociceptivo
central no modelo utilizado;

O Odleo essencial da Hyptis pectinata (L.) Poit. n&o apresentou efeito
antinociceptivo no modelo proposto;

A acao do extrato aquoso da Hyptis pectinata (L.) Poit. sugere envolver a

participacao de receptores opidides.
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9. ANEXOS

Anexo 1 - Declaracdo do CEPA (Conselho de Etica em Pesquisa com Animais).

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM ANIMAIS (CEPA)

DECLARACAO

Declaro, para os devidos fins, que o Trabalho de Pesquisa intitulado “Avaliacéo
farmacologica das atividades antinociceptiva e antiinflamatéria do extrato aquoso e
6leo essencial da Hyptis pectinata Poit. (sambacaita) em modelo murino de artrite
induzida por cristais de urato de sédio”, de Angelo Roberto Antoniolli, por ter sido
desenvolvido antes da existéncia do CEPA/UFS, foi avaliado a posteriori em
reunido realizada no dia 03/04/2006, e considerado como condizente com os

principios éticos preconizados por este comité.

Séo Cristovao, 03 de abril de 2006

,//—H\'-

\_ Lixct}J

Prof®. Dr®. Flavia 'Ilgix ira Silva
Presidente do €CEPA/UFS
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Anexo 2 - Calculos para obtengao para equagao da reta e dose letal 50%

1— Valor probiticos provisérios:

Dose A ==>6/6 -4/6 = 2/6 = 0,3333 <. Vide tabela 08 - Nao existe na Tabela 03 o

quantil simples.

9/28 =0,3214  Vide :. 9/28 na Tabela 03 = 0,4637

2/6 =0,3333

10/29 = 0,3448  Vide :. 10/29 na Tabela 03 = 0,3993
0,0644

Interpolacéao

(9 +10) / (28 + 29) = 19/57 > (19 + 1)/57 = 20/57

Como 2/6 é menor que Y%, subtrair o afastamento normal de 5. Ent&o:

5 —[0,3993 + 20/57 (0,0644) | = |4,5781

Dose B ==>6/6 - 2/6 = 4/6 = 0,6666 > 1/2 Somar o afastamento da normal a 5
1/1 —4/6 = 2/6 Vide tabela 03 = 0,4219 entdo 5+ 0,4219=5,4219

Dose C==>6/6 —1/6 =5/6 =0,8333 > 1/2 Somar o afastamento da normal a 5
1/1 —5/6 =1/6 Vide tabela 03 = 0,9674 entdao 5 + 0,9674 =/5,9674

Dose D ==>6/6 —1/6 =5/6 = 0,8333 > 1/2 Somar o afastamento da normal a 5
1/1 —5/6 =1/6 Vide tabela 03 = 0,9674 entdao 5 + 0,9674 =/5,9674

Dose E == > N&o calculado (ndo houve sobreviventes)

2 — Coeficiente de regressao provisorio:

b=3(D-A)+(C-B)/32+12
b =3 (1,3893) + 0,5455 / 10 = 0,4713
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Probite provisoério: A = 4,5781
B =5,4219
C =5,9674
D =5,9674
E= -

3 — Probite esperado (y):

Menor probite esperado = b x n° de intervalos entre as doses
0,47 x4=1,88

Menor probite provisorio esperado =

maior probite esperado — coeficiente de regressao provisorio x intervalo =
menor probite provisorio esperado

5,9674 — (0,47 x 4) = 5,9674 — 1,18 = 4,08 = 4,1

E  A=41

41 45 49 53 57 B=A+04=41+04=45
C=B+04=45+04=49
D=C+04=49+04=53
E=D+04=53+0,4=57

4 — Probite operacional (y) — trabalhar com a Tabela 09, coeficiente de ponderagéao e

valores probiticos para ajustes finos.

Solugdo A — Probite esperado — 41
Probite max. operacional — 7,1665
Intervalo — 3,7582 . (4/6) = 2,5055

7,1665 — 2,5055 =

Soluggo B — Probite esperado — 45
Probite max. operacional — 6,4640
Intervalo — 2,8404 . (2/6) = 0,9468

6,4640 — 0,9468=15,5172



Solugéo C

Solugao D

Solugao E

Probite esperado

Probite max. operacional

Intervalo

Probite esperado

Probite max. operacional

Intervalo

Probite esperado

— 4,9
— 6,2599

— 2,5192 (1/6) = 0,4199

6,2599 — 0,4199=5,8400

— 53
— 6,3018

— 2,6220 . (1/6) = 0,4370

6,3018 — 0,4370=5,8648

— 57

Probite max. operacional — [6,4749
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5. Ponderagao (w) = coeficiente de ponderagao x n, onde n = 6 numero de animais

testados

Solugao

m O O ©® >»

Probite
Esperado
4.1
4,5
4,9
5,3
57

"y = Probit operacional

Solugao
A

m O O

Dose
1,0
1,5
2,0
4,0
5,0

Coeficiente

0,47144 x 6
0,58099 x 6
0,63431 x6
0,61609 x 6
0,53159 x 6
2

Log x
0,0
0,1761
0,3010
0,4771
0,6990

z

w

2,82864
3,48594
3,80586
3,69654
3,18954
17,00652

w
2,82864
3,48594
3,80586
3,69654
3,18954

17,00652

w.y

13,1842
19,2326
22,2262
21,5217
20,6519
96,8166

w. X
0,0
0,6138
1,1455
1,7636
2,2294
5,7523
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7.

Solucdo Log x Log x? wx? y WXy
A 0,0 0,0 0,0 4,661 0,0

B 0,1761 0,031 0,1080 5,5172 3,3868

C 0,3010 0,0906 0,3448 5,8400 6,6900

D 0,4771 0,2276 0,8413 5,8648 10,3432

E 0,6990 0,4886 1,5584 6,4749 14,4357

> = 2,8525 - 34,8557

y = probite operacional

X =log x

8. Tw=17,00652; Zwy=96,8166; Iwx=57523; Zwx’=2,8525 Zwxy=
34,8557

x =2 (wx)/Zw =5,7523/ 17,00652= 0,3382

y =2 (wy)/ 2w = 96,8166/ 17,00652= 5,6929

A =3 (wx?) - x (Zwx) = 2,8525 — 1,9454 = 0,9071, portanto A = 0,9071

B =% (wxy) - x (Xwy) = 34,8557 — 32,7433 = 2,1124, portanto B = 2,1124
b=B/A=23287

9. Equacao da reta — DLsg

y =a+bx; a=y—bx: a=5,6929 - 2,3287 (0,3382)
entéo, a = 4,9054
y =a+ bx;
y sempre =5, ;. 5 =4,9054 + 2,3287x; entdo 5 — 4,9054 = 2,3287x,
x =0,0946 / 2,3287:. x = 0,0406
x = 0,0406 log

Antilog = 1,0979, portanto DLso = 1,1 g



Anexo 3 - Tabela de quantis simples

Tabela 8 - Quantis Simples da Distribuicdo Normal.Fra¢des préprias, com
denominadores até 30, e o afastamento normal correspondente (BLISS, 1971).
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*1/30
1/29
1/28
1727
1/26

1/25
1/24
1/23
1/22
1/21

1/20
119
1/18
117
1/16

*1/15
2/29
114
227
113

2/25
112
2/23
1711
2/21

1,8339
1,8187
1,8028
1,7861
1,7688

1,7507
1,7317
1,7117
1,6906
1,6684

1,6449
1,6199
1,5932
1,5648
1,5341

1,5011

1,4835
1,4652
1,4461
1,4261

1,4051

1,3829
1,3597
1,3352
1,3092

*1/10
3/29
2/19
3/28
1/9

3/26
2017
3/25
1/8
3/23

*2/15
3122
4/29
1/7
4/27

3/20
2/13
3/19
4/25
*1/6

5/29
4/23
3117
5/28
2111

1,2816
1,2621
1,2521
1,2419
1,2206

1,1984
1,1868
1,1750
1,1503
1,1244

1,1108
1,0968
1,0897
1,0676
1,0444

1,0304
1,0201
1,0031
0,9945
0,9674

0,9447
0,9388
0,9289
0,9208
0,9085

5/27
3/16
4/21
5/26
*1/5

6/29
5/24
4/19
3/14
5/23

2/9
5/22
3/13
*7/30
4/17

5/21
6/25
7129
1/4
7127

6/23
5/19
*4/15
7/26
3/11

0,8958
0,8871
0,8761
0,8694
0,8416

0,8172
0,8122
0,8046
0,7916
0,7810

0,7647
0,7479
0,7363
0,7279
0,7215

0,7124
0,7063
0,7019
0,6745
0,6456

0,6407
0,6336
0,6229
0,6151
0,6046

8/29
5/18
7/25
207
7124

5/17
8127
*3/10
7/23
4/13

9/29
5/16
6/19
7/22
8/25

9/28
*1/3
10/29
9/26
8/23

7/20
6/17
5/14
9/25
4/11

0,5952
0,5895
0,5828
0,5661
0,5485

0,5414
0,5351
0,5244
0,5119
0,5024

0,4949
0,4888
0,4795
0,4728
0,4677

0,4637
0,4307
0,3993
0,3957
0,3912

0,3853
0,3774
0,3661
0,3585
0,3488

*11/30
7/19
10/27
3/8
11/29

8/21
5/13
7/18
9/23
11/28

*2/15
11/27
9/22
7/17
12/29

5/12
8/19
11/26
3/7
*13/30

10/23
7/16
11/25
4/9
13/29

0,3407
0,3360
0,3309
0,3186
0,3073

0,3030
0,2934
0,2822
0,2759
0,2719

0,2533
0,2342
0,2299
0,2230
0,2178

0,2104
0,1992
0,1940
0,1800
0,1679

0,1642
0,1573
0,1510
0,1397
0,1300

9/20
5/11
11/24
6/13
13/28

*7/15
8/17
9/19
10/21
11/23

12/25

13/27

14/29
*1/2

0,1257
0,1142
0,1046
0,0966
0,0896

0,0836
0,0738
0,0660
0,0597
0,0545

0,0502

0,0464

0,0432
0

Muitas fragbes com denominadores maiores podem ser rapidamente obtidas por simples interpolagdo entre
valores adjacentes; por exemplo, de 5/13 e 7/18 devido a (5+7) / (13+18) = 12/31, o afastamento normal para
12/31 é julgado como sendo 0,2822 + (13/31).(0,0112) = (0,286897). O valor correto é 0,286894. Cada trigésimo
€ marcado com um asterisco.
Para converter em valores probiticos subtraia de 5, e para fracdes A maiores do que 'z, adicione a 5 o valor para

1- A



Anexo 4 - Probitos
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Tabela 9 - Probitos - Coeficientes de ponderacéao e valores probiticos para serem
utilizados em ajustes finos (adaptado de Bliss, 1935).

Probite Probite Coeficiente Probite Probite Coeficinete
Probite Minimo Interval Maximo d Probite Minimo Interval Maximo de
esperad | Operacional o] Operaciona e robl Operacio o Operaciona =
o Y - P/Z 17 | ponzderagao Esperado nal 12 | ponzderagao

vy+az %4'PQ Y-_PiZ v+az Z/PQ

1,1 0,8719 5034 5035 0,00082 5,0 3,7467  2,5066 6,2533 0,63662
1,2 0,9522 3425 3426 0,00118 5,1 3,7401 2,5192 6,2593 0,63431
1,3 1,0462 2354 2355 0,00167 52 3,7186  2,5573 6,2759 0,62742
1,4 1,1400 1634 1635 0,00235 53 3,6798  2,6220 6,3018 0,61609
1,5 1,2335 1146 1147 0,00327 54 3,6203 2,7154 6,3357 0,60052
1,6 1,3266 811,5 812,8 0,00451 55 3,5360  2,8404 6,3764 0,58099
1,7 1,4194 580,5 581,9 0,00614 5,6 3,4220  3,0010 6,4230 0,55788
1,8 1,5118 4194 420,9 0,00828 57 3,2724  3,2025 6,4749 0,53159
1,9 1,6038 306,1 307,7 0,01104 5,8 3,0794  3,4519 6,5313 0,50260
2,0 1,6954 225,6 227,3 0,01457 5,9 2,8335  3,7582 6,5917 0,47144
2,1 1,7866 168,00 169,79 0,01903 6,0 2,5230 4,1327 6,6557 0,43863
2,2 1,8772 126,34 128,22 0,02459 6,1 2,1324  4,5903 6,7227 0,40474
2,3 1,9673 95,96 97,93 0,03143 6,2 1,6429  5,1497 6,7926 0,37031
2,4 2,0568 73,62 75,68 0,03977 6,3 1,0295  5,8354 6,8649 0,33589
2,5 2,1457 57,05 59,20 0,04979 6,4 0,2606  6,6788 6,9394 0,30199
2,6 2,2340 44,654 46,888 0,06169 6,5 -0,705 7,721 7,0158 0,26907
2,7 2,3214 35,302 37,623 0,07563 6,6 - 1,921 9,015 7,0940 0,23753
2,8 2,4081 28,189 30,597 0,09179 6,7 - 3,459 10,633 7,1739 0,20774
2,9 2,4938 22,736 25,230 0,11026 6,8 -5,411 12,666 7,2551 0,17994
3,0 2,5786 18,522 21,101 0,13112 6,9 -7,902 15,240 7,3376 0,15436
3,1 2,6624 15,240 17,902 0,15436 7,0 -11,101 18,522 7,4214 0,13112
3,2 2,7449 12,666 15,411 0,17994 7.1 -15,230 22,736 7,5062 0,11026
3,3 2,8261 10,633 13,459 0,20774 7,2 -20,597 28,189 7,5919 0,09179
34 2,9060 9,015 11,921 0,23753 7,3 -27,623 35,302 7,6786 0,07564
3,5 2,9842 7,721 10,705 0,26907 7.4 - 36,888 44,654 7,7661 0,06168
3,6 3,0606 6,6788 9,7394 0,30199 7,5 -49,20 57,05 7,8543 0,04979
3,7 3,1351 5,8354 8,9705 0,33589 7,6 - 65,68 73,62 7,9432 0,03977
3,8 3,2074 5,1497 8,3571 0,37031 7,7 - 87,93 95,96 8,0327 0,03143
3,9 3,2773 4,5903 7,8676 0,40474 7.8 -118,22 126,34 8,1228 0,02458
4,0 3,3443 4,1327 7,4770 0,43863 7.9 -159,79 168,00 8,2134 0,01903
41 3,4083 3,7582 7,1665 0,47144 8,0 -217,3 225,6 8,3046 0,01457
4,2 3,4687 3,4519 6,9206 0,50260 8,1 -297,7 306,1 8,3962 0,01104
4,3 3,5251 3,2025 6,7276 0,53159 8,2 -410,9 419,4 8,4882 0,00828
4,4 3,5770 3,0010 6,5780 0,55788 8,3 -571,9 580,5 8,5806 0,00614
4,5 3,6236 2,8404 6,4640 0,58099 8,4 -802,8 811,5 8,6734 0,00451
4,6 3,6643 2,7174 6,3797 0,60052 8,5 - 1137 1146 8,7666 0,00327
4,7 3,6982 2,6220 6,3202 0,61609 8,6 - 1625 1634 8,8600 0,00235
4,8 3,7241 2,5573 6,2814 0,62741 8,7 - 2345 2354 8,9538 0,00167
4,9 3,7407 2,5192 6,2599 0,63431 8,8 - 3416 3425 9,0478 0,00118
5,0 3,7467 2,5066 6,2533 0,63662 8,9 - 5025 5034 9,1421 0,00082

Em toxicologia, os valores probiticos utilizados sdo encontrados adicionando-se 5 ao afastamento normal. O coeficiente de
ponderacio Z? / PQ para qualquer teste é derivado do prébite Y dado por alguma formula proviséria. O resultado apropriado
para um teste em que uma proporgao p observada morre e q sobrevive é y., onde q = (Y-P/Z) + p/Z = (Y+Q/Z) — q/Z = q(Y-P/Z)

+p(Y+Q/2).



