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RESUMO

O emprego de plantas medicinais na terapéutica remonta tempos historicos, que remetem as
sagradas escrituras e ao papiro de Ebers. O género Hyptis, constituido por mais de 300
espécies, exibe uma grande diversidade morfologica. O objetivo desta pesquisa foi verificar a
composicdo quimica, avaliar a atividade antibacteriana, antifungica e moduladora do éleo
essencial extraido da espécie vegetal Hyptis martiusii Benth. O Oleo essencial obtido
forneceu um rendimento de 0,78% e sua andlise por CG/EM permitiu a identificagdo de 24
constituintes representando 92,13%, com ocorréncias exclusivas de mono e sesquiterpendides.
Os constituintes majoritarios foram trans-cariofileno (9,21%) e biciclogermacreno (10,60%).
Diferentes concentracdes do 6leo essencial de Hyptis martiusii. foram testadas para atividade
antibacteriana contra linhagens multiresitentes de Escherichia coli 27 e Staphylococcus
aureus e as linhagens padrdo para E. coli, Staphylococcus aureus, Bacilus cereus e
Pseudomonas aeruginosa. Observou-se que o crescimento de algumas linhagens bacterianas
foi inibido. Os valores da concentracdo inibitoria minima (CIM) variaram de 64 a > 512
pg/mL. Apenas uma das linhagens testadas ndo se mostrou sensivel ao tratamento com o
produto natural. Na avaliacdo da atividade moduladora por contato direto observou-se efeito
antagénico frente a linhagem de S aureus 358. Na avaliacdo dos testes antimicrobianos para
contato gasoso, trés antibioticos foram utilizados (amicacina, gentamicina e tobramicina).
Contra cepas de S. aureus ATCC12692 percebeu-se o aumento do halo de inibicdo de todos
0s antimicrobianos utilizados, principalmente amicacina, com incremento de 328% na
concentracdo de 50% do OEHm. Observou-se também que todas as concentracdes testadas
juntamente com o antimicrobiano tobramicina tiveram um efeito sinérgico. De todas as
linhagens testadas a S. aureus (358) multiresistente e a E. coli ATCC25922 foram as que
apresentaram resultados menos expressivos. As concentragdes representativas para todos os
antibidticos testados foram a de 50 e 25%. Sobre a linhagem de B.cereus ATCC33018
apresentou um efeito sinérgico mais evidente quando tratado na concentragdo de 50% e com
0s antimicrobianos amicacina e tobramicina. Na avaliacdo da atividade antifungica observou-
se tal efeito na realizacdo da CIM, onde o efeito do OEHm frente as linhagens de Candida
albicans ATCC40006 apresentaram resultados compativeis com os antifangicos utilizados
(cetoconazol e fluconazol). Com os resultados obtidos, o 6leo essencial de Hyptis martiusii
Benth. (OEHmM) mostrou-se um produto natural a ser explorado em pesquisas de agédo
antibacteriana e antifingica.

Palavras chave: antibacteriano, antifingico, composi¢cdo quimica e Hyptis martiusii.



ABSTRACT

The use of medicinal plants in therapy dates from historical times, which descubed by the
Holy Scriptures and the Ebers Papyrus. The genus Hyptis, comprised by over 300 species,
exhibits a great morphological diversity. The objective of this research was to determine the
chemical composition, to assess the antibacterial, antifungal and modulatory activities of
Hyptis martiusii Benth. The essential oil yielded 0.78% and its analysis by GC/MS enabled
the identification of 24 constituents, which represented 92.13%, with occurrences of mono
and sesquiterpenoids only. The major constituents were trans-caryophyllene (9.21%), and
bicyclogermacrene (10.60%). Different concentrations of Hyptis martiusii essential oil were
tested for antibacterial activity against strains of multiresistant Escherichia coli 27 and
Staphylococcus aureus, as well as the standard strains of E. coli, Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus and Pseudomonas aeruginosa. It was observed that the growth of some
bacterial strains was inhibited. The values of minimum inhibitory concentration (MIC) ranged
from 64 to > 512 pg/mL. Only one of the strains tested was not sensitive to treatment with
this natural product. The assessment of the modulatory activity by direct contact showed
antagonistic effect against the strain 358 of S. aureus. In the evaluation of the antimicrobial
activity by gaseous contact, three antibiotics (amikacin, gentamicin and tobramycin) were
used. Against strains ATCC12692 of S. aureus, it was observed an increase of the zone of
inhibition of all antimicrobials used, mainly amikacin, with an increase of 328% at the HmEO
concentration of 50%. It was also observed that all concentrations tested in association with
tobramycin presented a synergistic effect. Of all strains tested, multiresistant S. aureus (358)
and E. coli ATCC25922 presented less significant results. The representative concentrations
for all antibiotics tested were 50 and 25%. The strain ATCC33018 of B. cereus presented a
more evident synergistic effect when treated at a concentration of 50% and with the
antibiotics amikacin and tobramycin. The antifungal activity was observed in carrying out the
minimum inhibitory concentration, in which the effect of HmEO against lines of Candida
albicans ATCC40006 presented results consistent with those of the standard antifungals
(ketoconazole and fluconazole) used. According to the data, the essential oil of Hyptis
martiusii Benth. (HmEO) is a natural product to be exploited in antibacterial and antifungal

research.

Keywords: antibacterial, antifungal, chemical composition and Hyptis martiusii.
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1. INTRODUGCAO

As plantas tém sido utilizadas pelo homem desde tempos remotos, para curar doencas
ou para atenuar seus sinais e sintomas. O emprego de plantas medicinais na terapéutica
remonta as sagradas escrituras e ao papiro de Ebers onde, 0 mesmo enumera cerca de 100
doencas descrevendo um grande numero de drogas de natureza animal e vegetal. Houve
tempos em que elas eram a mais importante fonte de medicamentos, contudo, no inicio da
década de 40, essa antiga forma de terapéutica comecou a perder sua importancia, sendo cada
vez mais substituida por medicamentos sintéticos, por ser considerada desprovida de
fundamento cientifico (CARLINI, 2003; CAMPOS et al., 2002).

Historicamente, foi a partir do isolamento da morfina no século XIX, que a pesquisa
com produtos naturais tomou um impulso significativo (BALUNAS & KINGHON, 2005).
Em determinado momento os avancos cientificos propiciaram uma relativa perda de espaco
para medicamentos sintéticos, entretanto o alto custo e os diversos efeitos colaterais
apresentados contribuiram para o ressurgimento da fitoterapia (RABELO, 2008). As plantas e
seus derivados representam cerca de 30% do mercado farmacéutico mundial
(KIRKPATRICK, 2002).

Entre os anos de 1981 e 2002, aproximadamente 877 novas moléculas foram
introduzidas no mercado e, cerca de 49% eram substancias isoladas de produtos naturais,
moléculas semi-sintéticas ou sintetizadas tomando como base um modelo de origem natural
(NEWMAN et al., 2003).

O Brasil possui cerca de 22% de todas as plantas e microorganismos existentes no
mundo, 0 que o faz detentor de uma parcela significativa da biodiversidade, no entanto,
estima-se que ndo mais que 25.000 espécies tenham sido alvo de algum estudo cientifico

(CALIXTO, 2005).
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Segundo Organiza¢do Mundial de satde (OMS) 11% dos medicamentos considerados
como bésicos sdo produzidos a partir de plantas medicinais, € um ndmero expressivo de
medicamentos sintéticos e semi-sintéticos também sdo obtidos a partir de estruturas quimicas
oriundas de plantas (NIERO, 2003). No Brasil cerca de 20% da populacéo é responsavel por
63% do consumo de medicamentos alopéticos, o restante da populacdo encontra nos produtos
naturais a unica fonte de recursos terapéuticos (FOGLIO et al., 2006).

Ainda segundo a OMS, as plantas medicinais sdo as melhores fontes para a obtencao
de uma grande variedade de drogas para a manutencdo da salde humana, onde cerca de 80%
da populacdo mundial busca em algum método tradicional o alivio para diversas
sintomatologias ou quadros desagradaveis (RABELO, 2008).

Estima-se que 25 — 30% de todas as drogas atualmente disponiveis sdo derivadas de
produtos naturais (plantas, microorganismos e animais). Apesar disso, nas ultimas décadas,
devido ao avanco da quimica industrial, a pesquisa em produtos naturais na indudstria
farmacéutica tem experimentado um leve declinio. Contudo para o tratamento de algumas
doencas complexas os produtos naturais ainda representam uma inestimavel fonte de
producdo de novos compostos, uma vez que eles representam estruturas selecionadas por
mecanismos evolutivos em um periodo de tempo de milhdes de anos. Além disso, poucas
plantas tém sido cientificamente estudadas a fim de se avaliar sua qualidade, eficacia e
seguranga como agentes terapéuticos (CALIXTO, 2005).

O uso medicamentoso das plantas medicinais deve ser fundamentado em evidéncias
experimentais comprobatorias, onde o risco a que se expdem queles que a utilizam €
suplantado pelos beneficios que dela possam advir. O uso dos fitoterapicos na medicina
humana ndo visa substituir os medicamentos registrados e ja comercializados, mas sim
aumentar a opcdo de escolha terapéutica dos profissionais de saude, no sentido de utilizar

medicamentos equivalentes, igualmente registrados com menores efeitos adversos,
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possivelmente mais barato e/ou com espectro de agdo mais adequados, com indicagdes
terapéuticas complementares aos medicamentos existentes. (BRASIL, 2004).

O género Hyptis, constituido por mais de 300 espécies, exibe uma grande diversidade
morfolégica (HARLEY, 1988). Suas espécies aromaticas sdo freqlientemente usadas no
tratamento de infeccGes gastrintestinais, cdibras, dores e nas infec¢des da pele (SEPTIMIO,
1994). Dentre as espécies mais utilizadas pela populagdo estd a Hyptis martiusii Benth.,
conhecida popularmente como “Cidreira-brava” e utilizada pela populacdo da Chapada do
Araripe. Alguns efeitos farmacol6gicos do género Hyptis sdo citados, dentre os quais se
destacam: acdo antimicrobiana, antifingica e inseticida (COUTINHO et al., 2010; ZELLNER
et al., 2009; ZAPATA et al., 2009; ILBOUDO et al., 2010).

No estado de Sergipe, Hyptis fruticosa (Lamiaceae) é popularmente conhecida por
“Alecrim de Tabuleiro” e a infusdo de suas folhas é popularmente utilizada no combate a dor.
O trabalho de Silva et al. (2006) confirmou o efeito analgésico de Hyptis fruticosa, sugerido
pelo uso popular da infusdo das folhas, nos testes da placa quente, da formalina e das
contor¢des abdominais induzidas por &cido acético. Um estudo realizado com o 6leo essencial
obtido de folhas de Hyptis ovalifolia, por sua vez, apresentou uma eficiente atividade
antifungica contra dermatéfitos como Microsporum canis, Microsporum gypseum,
Tricophyton mentagrophytes e Tricophyton rubrum (OLIVEIRA et al., 2004).

Os dados citados na literatura tém comprovado a variedade de efeitos farmacoldgicos
observados com produtos bioativos extraidos de género de Hyptis, muitos desses trabalhos
apresentando resultados promissores. Este fato tem motivado a realizacdo do presente
trabalho, a fim de avaliar a ocorréncia de um potencial efeito antimicrobiano do 6leo essencial
de H. martiusii, que venha a contribuir com o conhecimento e a identificacdo de efeitos

farmacologicos.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

Analisar a composi¢do quimica e avaliar as atividades antibacteriana, antiflngica e

moduladora do 6leo essencial da espécie vegetal H. martiusii.

2.2 Objetivos especificos:

Obter o 6leo essencial das folhas frescas de H. martiusii;

Proceder a prospeccdo quimica do 6leo essencial de H. martiusii a fim de se identificar os
metabolitos secundarios constituintes da espécie vegetal,

Verificar a atividade antibacteriana e concentracéo inibitéria minima (CIM) do 6leo essencial
frente a microrganismos por contato direto e gasoso;

Avaliar a atividade moduladora da resisténcia bacteriana a aminoglicosideos do 6leo essencial
de H. martiusii (OEHm);

Verificar a atividade antiflngica e concentracdo inibitéria minima (CIM) do 6leo essencial

frente a estes microrganismos por contato direto.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Familia Lamiaceae

A familia Lamiaceae, compreende cerca de 250 géneros e 6.970 espécies (JUDD et al.,
1999), distribuidas em todo o mundo, sendo o maior centro de dispersdo a regido do
Mediterraneo (PORTE; GODOY, 2001).

E constituida por ervas, arbustos ou arvores; caules geralmente quadrados em corte
transversal. As folhas sdo geralmente opostas espiraladas, simples, algumas vezes lobuladas
ou dessecadas, ou pinadas ou palmadas, bordas lisas a serradas; estipulas ausentes (JUDD et
al., 1999).

Apresenta uma grande variedade de classes de micromoléculas, existindo representantes
da via do acetato, da via do &cido chiquimico e provenientes de biossintese mista
(MENEZES, 1994).

Muitas espécies sdo utilizadas como condimentos importantes em culinaria, sendo

apreciadas pelo aroma ou pelo sabor que conferem aos alimentos (MENEZES, 1994).

3.2 Género Hyptis

O género Hyptis Jacq. engquadra-se no grande grupo das dicotileddneas, na familia

Lamiaceae (labiatae), possui cerca de 350 espécies que sdo potencialmente exploraveis com

uma ampla distribuico, principalmente nas regides tropicais da América e Africa

(BORDIGNON, 1990).
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Ainda segundo Bordignon (1990), o centro da diversidade do género se encontra nos
campos cerrados do Brasil Central, mais especificamente nos estados de Minas Gerais, Bahia
e Goias. E composto por ervas, subarbustos, arbustos ou raramente arvores pequenas. Os
caules geralmente sdo quadrangulares, as folhas opostas, simples ou mais raramente partidas,
pecioladas ou sésseis ou curtamente pedunculadas, contendo substancias aromaéticas. Sao
espécies exclusivamente neotropicais, apresentando uma distribuicdo do sul dos Estados
Unidos e Caribe até a Argentina, excluindo apenas o extremo sul.

Com base nas classes quimicas encontradas nas espécies de Hyptis estudadas, pode-se
observar que estas seguem o mesmo padrdo da familia Lamiaceae, ou seja, predominéncia de
metabolitos da via do acetato-mevalonato, mas com algumas substancias de origem
biossintética mista e da via do acido chiquimico (FALCAO, 2003). A Figura 1 abaixo mostra

a sintese de metabdlitos secundérios do &cido Chiquimico.

ACIDO GRAXODS
— POLICETIDEOS  ——* 4ROMATICOS POLINUCLEARES

ACIDO ACETICO —— ACIDO ——+ TERPENOIDES
MEVALONICO ESTEROIDES
I M.g. QUINOLIZIDHNICUS
——CICLO DE = ALC, PIRROLIZIDINICOS
CARBOIDRATOS KREBS ALC. TROPANICOS
ACIDO  — ACIDO  — FENILALANINA — ACIDO  — ALCOOL ¢ ACIDO — PROPENIL ¢
CHIQUIMICO CORISMICO CINAMICO  CINAMILICOS ALILFENOIS
POLIFENGIS ALCALGIDES ALCALOIDES FLAVONOIDES  LIGNINAS NEOLIGNANAS
GALICOS ANTRANILICOS BENZILISO- PROANTOCIA-  LIGNANAS

QUINOLINICOS  NIDINAS

Figura 1: Sintese de metaboticos secundario do acido chiquimico

Fonte: SAMPAIO-SANTOS; KAPLAN, 1997.

25



Na Figura 2 vé-se a espécie H. martiusii bastante comum na Chapada do Araripe, estado

do Cear4, nordeste do Brasil (COUTINHO, 2009).

Figura 2: Folhas da espécie H. martiusii Benth.

3.3 O efeito farmacoldgico de substancias extraidas de plantas sobre microorganismos

diversos

Os microorganismos respondem por boa parte dos quadros patoldgicos apresentados ao
homem e, as bactérias constituem uma fonte consideravel ja& que sdo passiveis de
modifica¢fes genéticas, o que as tornam mais resistentes em alguns casos (PACKER & LUZ,
2007).

A utilizacdo de produtos naturais como agentes antimicrobianos é uma prética bastante
disseminada e que muitas vezes pode surtir efeitos satisfatorios, dai a sua larga utilizacdo. No

entanto, é valido salientar que estes produtos naturais também podem ser fontes de diversas
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substancias toxicas (COSTA et al., 2005). Dessa forma a pesquisa por substancias naturais
que possuam efeitos antimicrobianos benéficos ao homem é uma prética bastante crescente e
que vem rendendo importantes resultados.

Os grupos bacterianos, principalmente Escherichia coli e Sthaphylococcus aureus séo
alguns dos representantes mais associados as infec¢bes do trato gastrointestinal, urinario e
doencas de pele. Segundo Fagundes-Neto et al. (2000) a doenca diarréica € uma das
principais causas de morte entre criancas de idade inferior a 5 anos, nas populacées de baixa
renda dos paises em desenvolvimento, apresentando como principal causador a bactéria E.
coli. Esta ainda € conhecida pelos altos indices de infec¢cGes nosocomiais, sendo classificado
entre 0s quatro mais incidentes, assim como Pseudomonas aeruginosa, um microorganismo
oportunista (KONEMAN, 2008)

E. coli é frenquentemente isolada em infec¢des do trato urindrio e a severidade da
infeccdo depende da viruléncia da linhagem contaminante e da suscetibilidade do hospedeiro.
(FOWLER JR & STAMEY ., 1977).

S. aureus representa 0 agente etiolégico mais comum em infec¢fes como furdnculo,
carbunculo, abcesso, miocardite, endocardite, pneumonia, meningite e artrite bacteriana
(VERHOEFF et al., 1999). Tuon et al. (2006) realizou um estudo de caso em uma paciente de
21 anos, onde foi detectado abcesso cerebral resultante de uma osteomielite induzido por S.
aureus. Esta € apenas uma das complicagdes mais freqiientes resultantes de osteomielite
frontal por S. aureus, outras poderiam ser empiema epdural, subdural e meningite.

Esta bactéria também é descrita como um dos principais agentes nosocomiais, onde
diversos fatores podem estar associados a sua resisténcia em ambientes hospitalares, assim
como presenca de cateter urinario, uso prévio de antimicrobianos, uso de cateter venoso
central, mucosite entre outros, o que vem a explicar o alto indice de morbidade e mortalidade

por S. aureus em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) (THULER et al., 1999).
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Pseudomonas aeruginosa é outro importante patdgeno que apresenta um importante
carater oportunista, além de ser uma das principais responsaveis por infeccdes no ambiente
hospitalar no mundo, principalmente em unidades de terapia intensiva, estudos relizados nos
Estados Unidos constataram uma mortalidade bruta superior a 25% (WISPLINGHOFF et al.,
2004; DRISCOLL et al., 2007) Este microorganismo ndo é um frequente responsavel por
infeccBes comunitérias, mas ainda assim representa cerca de 6,8% de bacteremia por bacilos
Gram-negativos (SCHECHNER et al., 2009).

As pesquisas com agentes antifngicos também ocorre com frequéncia, nesse contexto
destaca-se a busca por substancias de origem natural que apresentem tal atividade (LU et al.,
2007; MBWAMBO et al., 2007).

Alguns desses microorganismos apresentam-se como verdadeiros agentes infecciosos.
A Candidiase é uma das principais infeccBes fangicas oportunistas que tém aumentado de
forma persistente ao longo dos ultimos 30 anos (GHANNOUM, 2001; MELO et al., 2004).

O excessivo uso de antimicrobianos de amplo espectro, terapia antineoplasicas, o
aumento de pacientes acometidos de SIDA (Sindrome da Imunodeficiéncia adquirida) sdo
alguns dos principais fatores que elevaram, substancialmente, a quantidade de casos por
candidiase (CHATTOPADHYAY et al., 2005; YANG et al., 2005). A candidiase orofaringea
¢ uma das manifestacdes mais comuns em pacientes com SIDA. O tratamento apresenta
alguns problemas pelo fato da anfoterecina B, um dos medicamentos mais utilizados para esse
fim, apresentar alta toxicidade. (GUGNANI et al., 2003; MELO et al., 2004).

Uma espécie de Candida que pode apresentar resisténcia a antifungicos € Candida
Krusei, um fungo bastante isolado em pacientes com distirbios hematologicos malignos,
como leucemias, e em pacientes transplantados. Este microorganismo foi o isolado mais

comum em servigos de hemato-oncologia segundo Pfaller (2007).
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C. krusei apresenta um grande interesse cientifico principalmente pela caracteristica de
apresentar resisténcia a antifingicos como o fluconazol (GARCIA-RODAS et al., 2011).

A predominancia de candidemia em pacientes neutropénicos é incrementada também
pela C. tropicalis, onde no Brasil destaca-se como o segundo agente mais frequente
(NUCCIA & COLOMBO, 2007). Algumas pesquisas referem 0 uso de substancias naturais
como agentes antifungicos. A familia das Lamiaceaes, de acordo com alguns autores
apresenta este potencial o que pode ser percebido também em algumas espécies do género
Hyptis (ZAPATA et al., 2009, MBATCHOU, ABDULLATIF E. GLOVER, 2010).

A atividade bioldgica dessas espécies vegetais parece esta intimamente ligada a grande

presenca de monoterpenos e sesquiterpenos (ALMEIDA & ALBUQUERQUE, 2002).

3.4 Atividades farmacoldgicas da familia Lamiaceae

3.4.1 Atividade antimicrobiana e antifingica

Lamiaceae ¢ uma familia botanica que apresenta inimeros representantes, com 0s mais
diversos constituintes quimicos, como terpenos e flavonéides (COLE, 1992).

O Origanum vulgare (orégano) € uma Lamiaceae extremamente versatil e tem sido
utilizada ha muito tempo na medicina popular. No entanto, apenas agora, tem despertado
interesse por suas propriedades antiespasmddica, antiséptica e propriedades ténicas. Esta
espécie apresenta um amplo espectro de atividade antimicrobiana que tem sido alvo de
pesquisas in vivo e in vitro. Pouco se sabe ainda sobre sua atividade contra bactérias
multirresistentes isoladas de pacientes com infec¢Oes hospitalares (SAHIN et al., 2004).
Segundo Costa et al.,(2009) o carvacrol e o timol sdo os principais componentes isolados

desta espécie, e em estudos in vitro, o 6leo essencial de O. vulgare foi capaz de inibir o
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crescimento de linhagens de Acinetobacter baumannii, E. coli, Klebsiela pneumoniae, P.
aeruginosa, Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus Meticilina resistente (MRSA).

Ferreira (2010), investigou o potencial antimicrobiano in vitro da Aegiphila sellowiana
Cham., uma Lamiaceae, popularmente conhecida como “Tamanqueira”, contra patdogenos
bucais. Esta é uma espécie arbdrea que ocorre com freqiiéncia na Ameérica Latina,
principalmente no Brasil, e bastante utilizada na medicina popular como um agente
antiinflamatério e também contra veneno de cobra. No entanto, ndo existem estudos
fitoquimicos ou farmacoldgicos anteriores que comprovem a sua eficicia. O extrato etandlico
das folhas desta espécie demonstrou atividade antibacteriana contra Streptococcus salivarius,
Streptococcus sobrinus, Streptococcus mitis (ATCC 49456) e Streptococcus sanguinis. O
estudo da fragcdo n-hexanica foi a mais efetiva e, os dados obtidos por CG-EM revelaram que
ésteres de acidos graxos, esterdides e hidrocarbonetos sesquiterpénicos alifaticos sdo 0s
constituintes majoritarios desta fracdo e podem ser responsaveis pela atividade (FERREIRA
etal., 2010).

A espécie Plectranthus amboinicus Lour. (Lamiaceae) é uma planta nativa da Asia e
seu Gleo essencial apresenta atividade antibacteriana, o carvacrol € um dos seus constituintes
majoritarios, o Oleo essencial desta espécie também apresenta atividade germicida,
antisséptica e antifungica (MATOS, 2000; OLIVEIRA et al., 2006; OLIVEIRA et al.., 2007).

Algumas espécies de Lamiaceae também sdo responsaveis por atividade antiflngica,
como, por exemplo, o “Alecrim de vargem”. As preparacdes de hidrolato e 6leo essencial
foram avaliadas quanto a atividade antifungica sobre a germinag@o de esporos e crescimento
micelial da espécie Colletotrichum gloeosporioides (responsavel pela antracnose), principal
entrave para o desenvolvimento da cultura do maracucujazeiro, muito importante pela
agregacao de renda para agricultores familiares no Norte de Minas. Os resultados mostraram

que o hidrolato ndo apresentou resultados significativos, diferentemente da pesquisa com o
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6leo essencial do alecrim de vargem, onde 0 mesmo inibiu 100% da germinacgdo de esporos e

crescimento micelial (SILVA, A.C., 2009).

3.4.2 Atividade hipocolesterolémica e antiedematogénica

Vitex megapotamica (Spreng) Moldenke (V. montevidensis Cham.) — “Taruma” é uma
Lamiaceae que aponta para diversas propriedades terapéuticas, como as agoes
antiinflamatdria, diurética, hipocolesterolémica, em casos de reumatismos e afeccOes
cutaneas, disturbios pulmonares, diminui¢do de peso corporal, dentre outros (REYES, 2003;
ALICE, 1995).

Brandt (2009) avaliou a atividade hipocolesterolémica e hipolipidémica da Vitex
megapotamica, onde induziu a hipercolesterolemia em ratos com o modelo que preconiza a
utilizacdo de propiltiluracil 1,25 mg/300 g de peso e colesterol 200 mg/kg de peso e depois 0s
tratou com o extrato hidroalcodlico na concentracdo de 300 mg/kg por via oral. Também se
observou através de avaliacdo toxicoldgica que 0s animais ndo apresentaram alteraces
significativas nas dosagens bioquimicas para avaliacdo das funcgdes renal, hepatica e cardiaca,
de maneira que o estudo aponta para um efeito hipocolestorelémico e hipolipémico do extrato
hidroalcodlico de Vitex megapotamica.

A analise fitoquimica da taruma revelou a presenca de compostos como taninos,
glicosideos flavondnicos, polifendis, alcaldides e saponinas. Credita-se, boa parte desta
atividade ao efeito inibidor das ciclooxigenases e lipooxigenases por parte dos flavonoides, o
que faz diminuir a oxidacdo do LDL (low densidy lipoprotein) e aumenta a excregéo lipidica
(FALUDI et al., 2005).

A espécie Peltodon radicans conhecida popularmente como “Paracari”, encontrada

principalmente na regido da Amazonia (LORENZI; MATOS, 2002) tem sido utilizada em
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tratamentos de asma, bronquite, coqueluche, inflamacéo dos rins e figado, afeccdes da pele e
como vermifugo, além de ser usado no tratamento contra veneno de cobra (BARBERAN et
al., 1988; PAIVA & MACHADO, 2005). No estudo os autores relatam que foi observada
atividade antiedematogénica, principalmente do extrato preparado a partir das flores. A
pesquisa indicou que o extrato foi eficiente na neutralizacdo da atividade edematogénica do
veneno do Bothrops atrox.

Alguns triterpenos pentaciclicos paracem esta relacionados com a atividade em questéo,

como o acido ursolico e o acido torméntico (LORENZI; MATOS, 2002).

3.4.3 Atividade antiparasitaria

A familia Lamiaceae é utilizada largamente em diferentes quadros patoldgicos no
ambito da medicina popular. No Mediterraneo o género Thymus é utilizado com bastante
freqUéncia por sua suposta atividade antiinflamatoria, antioxidante e também antiparasitaria
(JAAFARI et al, 2007; TEPE et al., 2005; AMARAL et al., 2006)

Algumas espécies tém sido utilizadas como agentes antiparasitarios, por exemplo, a
Mentha villosa, uma das espécies de horteld mais utilizadas devido a suas propriedades
farmacoldgicas. Nascimento (2009) avaliou a atividade antiparasitaria in vitro e in vivo. Os
testes para avaliacdo in vivo ndo se mostraram eficazes, diferentemente da avaliacdo in vitro,

onde houve um controle efetivo das larvas de nematoides.

3.4.4 Atividade antiespasmadica e antitumoral

Estudos relatam os varios efeitos observados por espécies do género Thymus, como por

exemplo, efeito antiespasmodico (RICHARD et al., 1985; MEISTER et al., 1999).
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Jaafari et al., (2007) avaliou a atividade antitumoral de algumas espécies de tomilho
colhidos em diferentes regides Marroquinas. A atividade foi estudada contra 0 mastocitoma
da linhagem P815, de modo geral os principais constituintes quimicos foram o carvacrol, o
timol, borneol e o p-cimeno. No estudo observou-se a atividade dos 6leos de diferentes
espécies, e o carvacrol foi o composto que apresentou um maior efeito citotoxico. Da mesma
forma com os O6leos extraidos de espécies diferentes, se percebeu que aqueles que
apresentavam uma maior concentracdo de carvacrol fatalmente era os que demonstravam

melhor desempenho frente o mastocitoma.

3.5 Panorama dos constituintes quimicos e atividade farmacoldgica de espécies do

género Hyptis

Diversos estudos descrevem a composicdo quimica e as propriedades bioldgicas de
varias espécies do género Hyptis.

A presente pesquisa permitiu uma atualizacdo do género Hyptis abordando os
principais metabolitos secundarios identificados ou isolados e as atividades bioldgicas
relatadas de 2001 até os dias atuais. A revisdo foi realizada nos periodicos disponiveis no
banco de dados da CAPES e Chemical abstract.

Na busca, utilizou-se a palavra chave “Hyptis”, refinando com a frase “chemical
composition and biological activities” onde foram encontradas 2140 referéncias. Dentre essas,
foram selecionados os artigos publicados apos 2001, que contivesse a especie estudada, as
partes utilizadas da planta, os produtos naturais obtidos, 0s componentes majoritarios isolados
ou identificados nos Oleos essenciais, dessa forma, resultaram 71. Essa coleta de dados

permitiu a elaborac¢do dos Quadros 1, 2 e 3.
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QUADRO 1: Espécies de Hyptis, constituicdo quimica e respectivas atividades descritas nos Ultimos dez anos.

Espécies

Parte da planta

Fontes

Atividades

Principais compostos isolados
ou identificados (%)

Referéncias

Hyptis pectinata Folhas Oleo essencial Antiinflamatéria/antinoceptiva B-cariofileno; éxido de Raymundo et al.,
Poit. cariofileno 2011
H. fruticosa Salzm. . o . o

Folhas Extrato etandlico anti-inflamatoria e antioxidante - Andrade et al., 2010

ex Benth.

H.fruticosa Salzm. ex
Benth.

Partes aéreas

Extrato

diclorometano

Vasorelaxante

Moreira et al., 2010

H. suaveolens Poit.

Folhas

Oleo essencial

Antioxidante

Moreira et al., 2010

H. suaveolens Poit.

Folhas

Oleo essencial

Antifungica

Eucaliptol, gama-elemeno, beta-
pineno, (+)-3-careno, trans-beta-

cariofileno, germacreno

Moreira et al., 2010
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H.sidifolia (L Her.)
Brig.

Folhas

Extrato
Aquoso

Antibacteriano

Bussmann et al., 2010

H. suaveolens Poit. Partes aéreas Oleo essencial Inseticida - llboudo et al., 2010
H. spicigera Partes aéreas Oleo essencial Inseticida - Ilboudo et al., 2010
o Folhas o Ahmed, Yusuf e Sule,
H. spicigera Lam. Folhas _ Inseticida -
pulverizadas 2010
) Extrato de Eter de o Okigbo, Okeke e
H. suaveolens Poit. Folhas ] Larvicida -
Petréleo Madu, 2010
) . . Mbatchou, Abdullatif
H. suaveolens Poit. Planta Extrato etandlico Antifungica -
e. Glover, 2010
Antioxidante
H. suaveolens Poit. Folhas Extrato Etanolico | Reversdo do efeito da - Ravindrasingh et al.,

dexametasona

2010

H. passerina

Folhas e flores

Oleo essencial

Antimicrobiano

B-epi-acorenol, espatulenol, -

cariofileno; 6xido de cariofileno

Zellner et al.,2009
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H. mutabilis

Oleo essencial

Antibacteriana

(Mycobacterium tuberculosis)

Fenchone, 1,8-Cineol,
trans-p-Cariofileno,

Biciclogermacreno, Germacreno

Bueno-Sanchez et al.,
2009

D
Folhas e ramos
H. crenata Pohl ex ] . o
Benth finos frescos e Extrato etandlico Antioxidante - Rebelo et al., 2009
en
Secos
H.crenata Pohl ex . o Rebelo et al., 2009
Folhas Extrato metandlico | Antioxidante -
Benth
) Extrato Aquoso e ] o
H. suaveolens Poit. Planta . Antiulcerogénico - Das et al., 2009
Etanolico
Sabineno;
) ) _ Repelente terpin-4-ol, Tripathi and
H. suaveolens Poit. Folhas Oleo essencial o )
Inseticida B-pineno; Upadhyay, 2009
B-cariofileno

H. fruticosa Salzm.

ex Benth.

Partes aéreas

Extrato

Vasorrelaxante

Moreira et al., 2009

H. spicigera Lam.

Partes aéreas

Oleo essencial

Inseticida

Othira et al., 2009
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epoxido de cis-piperitona e 1,8-

H. mutabilis Folhas Oleo essencial Antifangico i eol Zapata et al., 2009
cineo

H. spicigera Lam. Folhas Extrato aquaso Anticonvulsivante - Ngo Bum et al., 2009

_ ) ) _ o ) Nascimento et al.,
H. pectinata Poit. Folhas Oleo essencial Antimicrobiana -

2008

) ) i ) Antimicrobiana B-cariofileno; éxido de Santos et al., 2008

H.pectinata Poit. Folhas Oleo essencial o
cariofileno; calamusenone

) 1,8-cineol, espatulenol, B-

H. fruticosa Salzm. ) _ o o o )
Folhas Oleo essencial Larvicida cariofileno; biciclogermacreno e | Silva et al., 2008
ex Benth. A
canfora

) _ ) _ o B-cariofileno; 6xido de )

H.pectinata Poit. Folhas Oleo essencial Larvicida o Silva et al., 2008
cariofileno
H. suaveolens Poit. Sementes Extrato Metanolico | Inseticida - Musa, 2008
H. lacustris A. St.- ) _ o
) Folhas Extrato etandlico Leishmanicida - Estevez et al., 2007
Hil. ex Benth.
H. fruticosa Salzm. , ) )
Folhas Oleo essencial Hipotensor - Santos et al., 2007

ex Benth.
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H. spicigera Lam.

Oleo essencial

Inseticida

[-cariofileno;
a-pineno;
sabineno;

1,8-cineol

Noudjou et al., 2007

H. suaveolens Poit.

Partes aéreas

Oleo essencial

Antibacteriana, antiflngica e

antioxidante

Sabineno, a-terpinoleno, 1,8 —

cineol, B-cariofileno

Natatinon,
Chowwanapoonpohn
e Okonogi, 2007

H. fruticosa Salzm.

ex Benth.

Folhas

Oleo essencial

Antinoceptivo

Biciclogermacreno, 1,8-cineol,

a-pineno ¢ [-cariofileno

Menezes et al., 2007

H. suaveolens Poit.

Partes aéreas

Oleo essencial

Antioxidante/Antibacteriana

Sabineno,
a-terpinoleno,

1, 8 —cineol

Tachakittirungrod e
Chowwanapoonpohn,
2007

H. fruticosa Salzm.

Folhas Extrato aquoso Antinoceptico - Silva et al., 2006

ex Benth.
) ) ) ) Bueno et al., 2006
H.pectinata Poit. Folhas extrato aquoso Antidepressivo -
o Folhas o Jesse, Sule e Philip,
H. spicigera Lam. Folhas ) Nematicida -
pulverizadas 2006
Folhas Isolada Anti-inflamatoria Suaveolol; metil-suaveolato Grassia et al., 2006

H. suaveolens Poit.
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H. suaveolens Poit.

Partes aéreas

Substancia isolada

Anti-Helicobacter pylori

cirsilineol e cirsimaritin

Isobe et al, 2006

H.pectinata Poit.

Folhas

Extrato aquoso

Hepatoprotetor

Melo et al., 2006

H. fasciculata

Partes aéreas

Extrato etandlico

Antioxidante

Silva et al., 2005

cadina-4,10(15)-dien-3-one /

H. verticillata Jacqg. Partes aéreas Oleo essencial Inseticida aromadendr-1(10)- Facey et al., 2005
en-9-one
) Extrato de éter de _ ) 13-dioxiabiet-epi-8 (14)-en-18- | Chukwujekwu et al.,
H. suaveolens Poit. Folhas o Antiplasmodial
petréleo (isolado) ol 2005
H. pectinata Poit. _ _ Arrigoni-Blank et al.,
Folhas Extrato aquoso Antiedematogénica -
2005
) , ) o 1,8-Cineol, B -Pineno, p —
H. suaveolens Poit. Folhas Oleo essencial Antifungico o Donahaye et al., 2004
Cariofileno
o ) ) . y-cadineno; viridifloral; 6xido de | Oliveira et al., 2004
H. ovalifolia Folhas Oleo essencial Antifangica

cariofileno
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H.ovalifolia Folhas Oleo Antifangica - Souza, 2003
o Extrato . Souza et al., 2002
H.ovalifolia Folhas . Antifingica -
Etanolico
] Extrato . Souza et al., 2002
H. suaveolens Poit. Folhas . Antifungica -
Etanolico
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QUADRO 2: Principais constituintes identificados em espécies de Hyptis.

Germacreno D Trans-cariofileno
NN
e
[
a-pineno
R-cariofileno
Beta-pineno
1,8-cineol

. oxido de cariofileno
a-terpinoleno
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Sabineno

biciclogermacreno

espatulenol
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3.6 Panorama dos constituintes quimicos e atividade farmacolégica de H. martiusii

Benth.

No levantamento bibliografico realizado, observou-se que poucos artigos faziam
referéncia a espécie H. martiusii, o quadro 3 mostra as principais publicaces nos ultimos 10
anos. Observa-se que dentre as publicacdes apenas um trabalho faz referéncia ao uso de 6leo
essencial de H. martiusii, todas as outras pesquisas relatam o uso de extrato, na sua maioria
etanolico. De acordo com Aradjo (2003), os principais constituintes identificados no OEHmM
sdo terpenos, 0 que se pode observar a existéncia de atividade inseticida, ja sugerida em outra
espécies de Hyptis spicigera e Hyptis verticilata (ILBOUDO et al., 2010; AHMED, YUSUF
E SULE, 2010; OTHIRA et al., 2009; NOUDJOU et al., 2007; FACEY et al., 2005).

De acordo com o levantamento bibliografico realizado a principal atividade biologica
evidenciada é a antimicrobiana, a avaliacdo de citotoxicidade foi verificada utilizando-se o
oleo essencial de H. martiusii, estando associado o seu efeito, possivelmente a existéncia de
diterpenos (COUTINHO et al., 2010; COUTINHO et al., 2009; COUTINHO et al., 2008;
ARAUJO et al., 2006).

Costa et al., (2005) estudaram o 6leo essencial quanto ao efeito larvicida. Além disso

observaram que 0s constituintes majoritarios foram o -3-careno e 1,8-cineol.
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QUADRO 3: Espécie H. martiusii, constituicdo quimica e respectivas

nos ultimos dez anos.

atividades descritas

Parte da Fontes Atividades Principais Referéncias
planta compostos
isolados ou
identificados (%0)
) Extrato Antimicrobiano Coutinho et al.,
Partes aéreas . -
etanolico (MRSA) 2010
Extrato o Santos et al.,
Folhas . Antioxidante -
etandlico 2010
] Extrato Antibacteriano Coutinho et al.,
Partes aereas . ] o -
Etandlico (efeito aditivo) 2010
Antibacteriana-
Extrato sinergismo Coutinho et al.,
Folhas . . -
etanolico (E. coli 2009
multirresistente)
) Extrato _ Coutinho et al.,
Partes aéreas . Fototoxidade -
Etanolico 2009
Substancia _
) ) ) Cavalcanti et
Raizes isolada Genotoxidade -
_ al., 2008
(Tanshinones)
7B-hidroxi-11, 14-
dioxoabieta-8, 12-
) Extrato ] ) diene / 7a-acetoxi- | Araujo et al.,
Raizes Citotoxidade ]
Aquoso 12-hidroxy-11, 14- | 2006
diaxoabieta-8, 12-
dieno
Costa et al.,
: ] o o-3-careno; 1,8-
Folhas secas | Oleo essencial | larvicida 2005

cineol
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Carnasol e

Extrato ] ] 11,14-dihidroxi-8 | Costa-Lotufo et
Raizes _ Citotoxidade ) _
hexanico 11,13-abietatrien- | al., 2004
7-ona
Delta-3-careno
) _ o 1-8-cineol Aragjo et al.,
Folhas Oleo essencial | Inseticida )
a-pineno 2003
B-cariofileno
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Microorganismos (Bactérias e Fungos)

Para a realizagdo da pesquisa foram utilizadas quatro linhagens bacterianas padréo (E.
coli ATCC25922, S. aureus ATCC12692, Bacilus cereus ATCC33018 e Pseudomonas
aeruginosa ATCC15442) cedidas pelo Instituto Oswaldo Cruz e duas multirresistentes de
isolados clinicos (Escherichia coli Ec 27 e Staphylococos aureus Sa 358) apresentando o
perfil de resisténcia conforme o Quadro 4 abaixo. Todas as linhagens foram mantidas em
Agar infusdo de coracdo (HIA, Difco Laboratorios Ltda.). Antes dos ensaios, as linhagens
foram cultivadas por 18h a 37°C em caldo infusdo de cérebro e cora¢do (BHI, Difco
Laboratorios Ltda.).

Para realizacdo dos testes antifingicos, as linhagens foram Candida albicans
ATCC40006, Candida Krusei ATCC6438 e Candida tropicallis ATCC40042, também

cedidas pelo Instituto Oswaldo Cruz.

QUADRO 4: Perfil de resisténcia das linhagens multirresistentes utilizadas nos ensaios

antibacterianos.

Bactéria Isolamento Perfil de resisténcia*

AZT, AMX, AMP, AMI, AMOX, CFR, CEC,

E. coli (Ec27) Escarro
CF, CAZ, CIP, CL, IMI, CAN, SZT, TET, TO

OXA, GEN, TO, AMI, CAN, SIS, NEO, PARA,

S. aureus (Sa 358) Ferida cirurgica
BUT, NET

*Aztreonam (AZT); Amoxacilina (AMX); Ampicilina (AMP); Amicacina (AMI); Amoxicilina (AMOX);
Cefadroxil (CFR); Cefaclor (CEC); Cefalotina (CF); Ceftazidima (CAZ); Ciprofloxacina (CIP); Cloranfenicol
(CL); Imipenem (IMI); Canamicina (CAN); Sulfametrim (SZT); Tetraciclina (TET); Tobramicina (TO);
Oxacilina (OXA); Gentamicina (GEN); Sisomicina (SIS); Neomicina (NEO); Paramomicina (PARA);
Butirosina (BUT); Netilmicina (NET).




4.2 Coleta do material vegetal

As folhas de H. martiusii foram coletadas no més de fevereiro de 2009, na Chapada do
Araripe (Figura 3) no municipio do Crato, Ceard, Brasil O material vegetal foi identificado e
uma exsicata foi depositada em Herbario Carirense Dardano de Andrade nas respectivas

colecBes com o nimero 4610.

Figura 3: Local da realizacdo da coleta de folhas de H. martiusii na Chapada do Araripe.

4.3 Extracdo do 6leo essencial das folhas frescas de H. martiusii Benth

A metodologia de extracdo foi realizada assim como demonstrado na Figura. Amostras
de folhas de H. martiusii (Figura 4) foram coletadas, trituradas e posteriormente submetidas
ao processo de Hidrodestilagdo, em aparelho tipo Clevenger (Figura 5) modificado por
Gottlieb (1960). Foram colocados 274 g das folhas de H. martiusii em um baldo de 5 litros
juntamente com 2,5 L de agua, e mantido em ebulicdo por 3 horas. Ao 6leo essencial de H.
martiusii (OEHm) obtido foi adicionado sulfato de soédio anidro (Na,;SO,4), e 0 mesmo foi
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estocado em refrigeracdo a < 4 °C para posterior realizacdo de testes (Figura 6). O dleo

obtido foi analisado com uso de um cromatdgrafo gasoso-acoplado a espectrémetro de

massas.

Figura 5: Aparelho tipo Clevenger modificado por Gottlieb.

49



4.4 Analise quimica do 6leo essencial (Cromatografia gasosa acoplada a Espectrometria

de Massas)

A anédlise da composicdo quimica do OEHm foi realizada usando um sistema de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massa (CG/EM), em aparelho
SHIMADZU com detector seletivo de massa QP5050A, operando sob energia de ionizagao de
70 eV. A coluna de capilaridade utilizada foi DB-5HT (30 m x 0,25 mm de diametro interno);
nas seguintes especificagdes: temperaturas de 270 °C no injetor e 290 °C no detector, tendo
hélio como géas de arraste (1,7 mL/min); velocidade linear de 47,3 cm/seg; fluxo total de 24
mL/min; fluxo de portador de 24 mL/min; pressdo de 107,8 kPa; e a temperatura de
aquecimento da coluna foi programada para 60 °C (2 min) - 180 °C (1 min) a 4 °C/min e de
180 - 260 °C a 10 °C/min (10 min). A identificacdo dos componentes foi realizada por
comparagdo entre seu respectivo espectro de massa com aqueles padrdes registrados na base
de dados da biblioteca Wiley 229 e entre os indices de retencdo calculados com valores da

literatura especializada (Adams, 1991).
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1.Extragdo em dosador tipo Clevenger

Material Botanico
(Folhas)

2.Separacéao

Desprezado

\4
_ [ Oleo / Agua }
Hidrolato

Separacéo

[Desprezado

A 4 A 4

) [ Solucdo aquosa ]
Oleo

3. Na,SO, anidro
4. Filtracdo

A 4

[ Oleo essencial }

5. Anélise por CG/EM

[ Identificacao ]

Figura 6: Fluxograma de extragdo do 0leo essencial de H. martiusii Benth.
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4.5 Avaliacéo da atividade antibacteriana e concentracdo inibitéria minima (CIM)

As bactérias foram inoculadas em caldo Brain Hear Infusion Broth (BHI) e em
seguida foi realizado seu crescimento em estufa bacteriologica a 37°C, por 24 horas. Apos
este periodo a suspensdo bacteriana foi submetida a diluicdo serial (1024, 512, 256, 128, 64,
32,16, 8, 4, 2 e 1 ug/ml) e plaqueamento em meio BHI sob diferentes concentragdes do dleo
(CLEELAND & SQUIRES, 2003).

A atividade antibacteriana do OEHm foi avaliada utilizando a metodologia de
microdiluicdo em caldo, com base no documento M7-A6 (CLSI/NCCLS, 2002) para
bactérias. Previamente aos testes, as cepas bacterianas foram ativadas em meio BHI a 3,8%
durante 24 h a 35 £ 2 °C. Apos este cultivo, o inoculo foi padronizado, que consistiu na
preparagdo de uma suspensdo bacteriana em BHI, cuja turvacdo foi similar ao tubo 0,5 da
Escala Macfarlane (1 x 10 UFC/mL). A seguir, esta suspensdo foi diluida a 1 x 10° UFC/ mL
em caldo BHI a 10%, e volumes de 100 pL e entdo homogeneizados nos pocos de uma placa
de microdiluicdo acrescido de diferentes concentracdes do 6leo de acordo com a Figura 7A e
7B, resultando num inoculo final de 5 x 10° UFC/mL (HADACEK; GREGER, 2000;
NCCLS, 2002).

Para as cepas bacterianas, a leitura foi realizada utilizando o seguinte procedimento:
no final do periodo de incubacéo, adicionou-se 20uL de solugdo do corante resauzurina a 0,01
% (Figura 7C), o qual e reconhecido como um indicador colorimétrico de Oxido-redugé&o.
Assim, quando da observacdo de mudanca de coloracdo do corante (azul para vermelho)
considera-se como indicador de crescimento microbiano. E considerado como CIM a menor
concentracdo do Oleo essencial capaz de inibir o crescimento da cepa ensaiada, verificado por

uma ndo mudanca da coloracao do corante indicador.
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A partir da determinagéo da CIM, o inoculo das ultimas concentragdes foi repicado em

placas com BHI e mantido em estufa a 37°/24h para verificar e confirmar o ensaio anterior.

Figura 7: (A) Inoculacdo da suspensdo bacteriana nos pocgos de microdilui¢do. (B) Placa de

microdiluigdo. (C) Revelagdo com resauzurina sodica.
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4.6 Avaliacéo da atividade moduladora por microdiluicéo

Para avaliagdo da atividade moduladora por microdiluicdo, os antibidticos
aminoglicosideos foram acrescidos juntamente com as bactérias em placas de diluicdo seriada
(COUTINHO, 2009). A sua CIM e a dos antibidticos aminoglicosideos utilizados (neomicina,
canamicina, amicacina e gentamicina) foram determinadas de acordo com o método da
microdiluicdo de acordo com o documento CLSI M7-A6, utilizando concentragdes
subinibitérias em BHI a 10%. As amostras a serem testadas foram preparadas em
concentracdo dobrada (1024 pg/ mL) em relacdo a concentracao inicial (JAVADPOUR et
al.,1996). Para avaliagdo do OEHm como modulador da resisténcia dos antibidticos, as
bactérias a serem testadas foram adicionados nos pogos das placas de microdiluicdo
juntamente com os aminoglicosideos (Sigma Chemical Co.) e também, o OEHm, em
concentracfes subinibitdrias (CIM/8). O teste foi acompanhado de um controle negativo que
consistiu na solugdo de microrganismos e dos antibiéticos. As placas foram incubadas por 24
h a 37° C. A leitura foi realizada pela adicdo da resauzurina sédica.

A metodologia empregada para pesquisa antifingica foi a mesma utilizada para
bactérias. Nessa avaliacdo foram utilizadas trés culturas padrdo cedidas pela Universidade
Federal da Paraiba, Candida albicans ATCC 40006, Candida krusei ATCC 6438, Candida
tropicalis ATCC 40042, reavivadas em meio Potato Dextrose Agar (PDA) para fungos, a fim
de obter uma concentrago de 1,0 x 10® UFC/mL (0,5 na escala Macfarlane), sendo incubadas
por 24 horas a temperatura ambiente.

A Figura 8 mostra a microdiluicdo do OEHm em meio contendo as culturas fangicas

acima citadas.
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Figura 8: Microdiluicdo em placa

4.7 Avaliacéo da atividade moduladora do OEHm por contato gasoso

A modificacdo da atividade dos antibiéticos pelos componentes volateis do OEHm foi
determinada pelo método do contato a vapor (modificado por INOUYE, TAKIZAWA e
YAMAGUCHI, 2001). A avaliagdo foi realizada em triplicata, utilizando as solugdes
contendo 50, 25, 12,5 e 6,25 % dos 6leos essenciais diluido em DMSO.

O efeito dos constituintes volateis dos 6leos essenciais foi avaliado de acordo com a
interferéncia desses componentes com antibidticos aminoglicosideos como: tobramicina,
amicacina e gentamicina (Figura 9A). O ensaio foi realizado com as linhagens
Staphylococcus aureus ATCC12692, Pseudomonas aeruginosa ATCC15442, Bacilus cereus
ATCC33018 e o isolado clinico de Escherichia coli (EC27). O ensaio foi acompanhado de um
controle contendo somente antibioticos e outro contendo o tensoativo (DMSO) utilizado para
diluicdo dos 6leos. Apos 24 h foram realizadas as leituras para verificar a interferéncia dos
componentes volateis com os antibiéticos resultando em sinergismo (aumento da atividade do
antibiético) ou antagonismo (diminui¢do da atividade do antibi6tico) (RODRIGUES et al.,

2009).
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Os discos dos antibioticos adicionados nas placas foram utilizados para determinar as
alteracbes no diametro do halo de inibicdo (sinergismo ou antagonismo) frente as linhagens
analisadas na presenca do oOleo essencial (Figura 9B e 9C). A realizacdo dos testes

antibacterianos e antifungicos esta determinado de acordo com a Figura 10.

Figura 9: (A) Amicacina, Tobramicina e Gentamicina; (B) Utilizacdo dos antibi6ticos

aminoglicosideos. (C) Halo de inibigdo (Fonte: do autor)
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Figura 10: Fluxograma de realizacdo de testes ap0s a extracdo e identificacdo do o6leo

essencial.
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4.8 Analises estatisticas

Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo, avaliados estatisticamente
usando-se a analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey. O programa aplicado foi o
Microcal Origin 6,0 para Windows, onde as diferencas foram consideradas significativas

quando p< 0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

59



5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise da composic¢do quimica do 6leo essencial

O oleo essencial obtido por hidrodestilacdo forneceu um rendimento de 0,78% e sua
anélise por CG/EM permitiu a identificacdo de 24 constituintes representando 92,13%, com
ocorréncias exclusivas de monoterpenos e sesquiterpendides.

Os constituintes majoritarios foram biciclogermacreno (10,60%) e o trans-cariofileno
(9,21%), constituintes como Oxido cariofileno (7,47%), 1,8-cineol (7,01%), &-3-careno
(6,88%), ledeno (5,41%) apresentaram um percentual intermediario.

Silveira e Pessoa (2005) coletaram folhas e capitulos florais de H. martiusii na
Chapada do Araripe, sul do Ceard. A identificacdo dos constituintes quimicos das folhas e dos
capitulos florais da espécie foi realizada por CG/EM e o0s compostos majoritarios
identificados nas folhas foram o 1,8-cineol (24,3%) e o delta-3-careno (22,5%). Confrontando
os dados com a identificacdo realizada na pesquisa em questdo, 0s autores ndo constataram a
presenca do trans-cariofileno, o biciclogermacreno representou cerca de 6,3% dos
constituintes totais.

Ja no estudo de Costa et al.(2005) identificaram através de CG/EM os constituintes
quimicos do 6leo essencial de H. martiusii, na pesquisa o 1,8-cineol e o 4-3-careno foram os
constituintes majoritarios. Ambos os constituintes também foram encontrados na avalia¢do do
OEHm nesta pesquisa.

Poucos trabalhos fazem referéncia ao uso do OEHm, o extrato etanolico € a forma mais

frequentemente utilizada. De forma geral, as pesquisas com a espécie, relatam que a atividade
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antimicrobiana foi a mais avaliada, seguida por citotoxidade (COUTINHO et al., 2010;
ARAUJO et al., 2006).

Como, por exemplo, no estudo de Calixto (2006), onde biciclogermacreno, um dos
compostos majoritarios no OEHm, e também constituinte dos dleos essenciais de Lantana
camara L. e Lantana montevidensis foi avaliado quanto a atividade antibacteriana e de
toxicidade usando larvas de Artemia salina. Os resultados constataram consideravel atividade
antibacteriana contra linhagens padrdo de Proteus vulgaris e Escherichia coli.

Aradjo et al.(2003) também identificaram o 1,8-cineol (24,27%) e o &-3-careno
(22.5%) como principais representantes e avaliou a atividade inseticida, desta forma os
resultados desta pesquisa corroboram com dados da literatura.

Os estudos de Griffin et al. (1999) chamam a atencdo para o fato dos sesquiterpenos
oxigenados, como o 6xido de cariofileno (um dos compostos majoritarios observado no
OEHm), demonstrarem uma atividade antimicrobiana maior que os hidrocarbonetos
sesquiterpénicos, devido a capacidade que apresentam de formar pontes de hidrogénio
desestabilizando a membrana celular.

Gallucci et al.(2006) observaram que compostos terpénicos (eugenol, timol e
carvacrol) de 6leos essenciais de plantas nativas da Argentina, apresentaram efeito inibitdrio
contra linhagens de S. aureus meticilina-resistentes.

Diversos constituintes encontrados no OEHm, também ja foram identificados em
varias espécies do género, como H. suaveolens (DONAHAYE et al., 2004), onde foi
detectado o 1,8-cineol como principal constituinte. Em pesquisa com o 6leo essencial das
folhas de H. fruticosa Salzm. ex Benth., o biciclogermacreno e o 1,8-cineol foram os
majoritarios (Menezes et al., 2007). O B-cariofileno, 1,8-cineol e terpinoleno foram os
constituintes de maior percentual em estudo realizado por Natatinon, Chowwanapoonpohn e

Okonogi (2007) que constataram atividade antibacteriana, antifungica e antioxidante.
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Os constituintes volateis do 6leo de H. martiusii estdo listados na Tabela 1. A maioria
destes constituintes apresenta uma ampla variedade de atividades biologicas como
antibacteriana (COUTINHO et al., 2010; BUSSMANN et al., 2010) citotoxica (ZELLNER et
al., 2009), antiparasitaria (ZAPATA et al., 2009; ESTEVEZ et al., 2007), antifungica

(RAIMUNDO et al., 2011; DONAHAYE et al., 2004) e antiviral (ILBOUDO et al., 2010).

Tabela 1. Constituicdo quimica do 6leo essencial das folhas de H. martiusii Benth.

Constituintes Tempo de Reten¢do (min) (%)
o- 3-careno 9,59 6,88
1,8-cineol 10,65 7,01
Terpinoleno 12,99 1,63
Canfora 16,35 2,66
trans-cariofileno 30,91 9,21
Aromadendreno 31,82 2,75
a-humuleno 32,71 2,21
germacreno D 34,05 3,83
Ledeno 34,58 541
Biciclogermacreno 34,84 10,60
Torreiol 35,83 2,66
d-cadineno 36,00 3,12
Valenceno 36,81 1,57
B-guaieno 37,04 2,42
isolongifol-8-ol 37,97 2,39
Espatulenol 38,81 1,93
oxido cariofileno 39,02 7,47
Globulol 39,20 2,16
Epiglobulol 39,61 2,34
Guaiol 39,85 3,35
10-epi-a-eudesmol 41,54 1,36
a-eudesmol 42,83 3,71
epoxi-aromadendreno 42,91 3,02
d-guaieno 43,41 2,44
TOTAL 92,13

Obs.: Os constituintes destacados em negrito correspondem aos compostos majoritarios.
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Quadro 5 : Estruturas quimicas dos constituintes majoritarios presentes nos 0leos essenciais

das folhas de H. martiusii Benth.

M
X

Biciclogermacreno trans-cariofileno

1,8-cineol

Oxido de Cariofileno

0- 3-careno
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5.2 Resultados da concentracéo inibitéria minima (CIM) pelo método de microdiluicao

Para realizacdo dos testes de microdilui¢éo, o 6leo foi diluido em DMSO obtendo uma
solugdo de concentragdo 10 pg/mL. Um ensaio controle utilizando apenas DMSO foi
realizado, mas nenhuma atividade antibacteriana ou moduladora foi verificada.

A Tabela 2 mostra o efeito antibacteriano do OEHm contra E. coli e S. aureus,
linhagens padrdo e multirresistentes, e apenas as linhagens padrdo para B. cereus e P.
aeruginosa. Os resultados obtidos neste estudo demostraram atividade antibacteriana para a
cepa padrdo de S. aureus com CIM de 512 pg/mL, no entanto contra a linhagem
multirresistente deste Gram-positivo ndo se observou resultados satisfatérios com CIM >1024
pg/mL. Os resultados das CIMs mostraram-se mais efetivos contra as linhagens padréo de E.
coli com 512 pg/mL e para multirresistente com 64 pg/mL.

Na avaliacdo da atividade frente a linhagem de B. cereus ATCC33018 observou-se
uma CIM de 256 pg/mL e de 512 pg/mL frente a linhagem de P. aeruginosa ATCC15442.

A literatura demonstra menor susceptibilidade dos microorganismos Gram-negativos
aos agentes antimicrobianos (BURT, 2004; HOLLEY e PATEL, 2005), a justificativa seria
pela propriedade dos componentes volateis dos 6leos essenciais atuarem primariamente sobre
a membrana celular e os microorganismos supracitados, como por exemplo S. aureus e B.
cereus serem envolvidos por um envelope complexo dificultando a sua atuagdo (STAMMATI
et al., 1999). Em relacdo aos resultados da literatura e da pesquisa em questdo percebeu-se
certa divergéncia, ja que o melhor resultado de CIM foi observado contra linhagens de

Escherichia coli, um Gram-negativo, assim como demonstra a Tabela 2.
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Tabela 2. Atividade antibacteriana e concentracdo inibitoéria minima (CIM) do OEHm e de

antimicrobianos padrdes (ug/mL).

Oleo e E. coli E. coli S. aureus S. aureus B. cereus P. aeruginosa
Antibiéticos EC27 ATCC25922 SA358 ATCC12692 ATCC33018 ATCC15442
OEHmM 64 512 >1024 512 256 512

Amicacina 64 256 256 256 128 128
Neomicina 32 256 128 128 256 64
Gentamicina 16 64 64 64 256 64
Canamicina 16 256 128 64 256 128

A literatura relata a utilizacdo da espécie H. martiusii Benth. como agente
antibacteriano, utilizando principalmente extrato etandlico. Observou-se também atividade
antibacteriana, porém em menor intensidade, contra linhagens de E. coli e P. aeruginosa
(COSTA et al., 2008).

Santos et al. (2008) demonstraram que o 6leo essencial da espécie Hyptis pectinata
apresentou resultados com atividade antibacteriana consideravel, especialmente em Gram-
positivos, onde organismos de elevada patogenicidade, como Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis e Enterococcus faecalis foram sensiveis ao 6leo
essencial obtido das folhas do género Hyptis. Oxido de cariofileno, B-cariofileno e
calamusenona foram os constituintes majoritarios. A atividade antifingica foi constatada
especialmente em linhagens de Candida albicans.

Assim como descrito no levantamento bibliografico da espécie H. martiusii, nenhum
estudo foi encontrado destacando o efeito antimicrobiano do 6leo essencial da espécie. No
entanto, é importante destacar que varias outras espécies do género Hyptis mostraram-se
eficazes para tal fim. Alguns dos constituintes mais frequentemente encontrados nas espécies
de Hyptis, que comprovadamente apresentam efeito antimicrobiano, também estavam
presentes no OEHmM, como destacado no topico 5.1.

65



5.3 Efeito modulador por contato direto

A atividade moduladora com antibioticos aminoglicosideos (amicacina, canamicina,
neomicina e tobramicina), teve o intuito de avaliar uma possivel interacdo entre o produto
natural e os antimicrobianos através do contato direto, a fim de verificar a atividade sinérgica
ou antagonica. Todas as linhagens foram também submetidas ao teste de modulacao.

Os aminoglicosideos sdo potentes antibioticos bactericidas que inibem a sintese protéica
de bactérias suscetiveis, pela segmentacdo do ribossomo bacteriano 30S e que podem causar
danos a membrana por alterar sua composicdo e permeabilidade, alterando as concentracdes
ibnicas da célula e interferindo nos processos de replicacao e transcricdo (FOURMY et al., 1996).

O aumento dos casos de resisténcia a essa classe de antibidtico ¢ amplamente
reconhecido como um grave ameaca a saude (JANA e DEB, 2006; COUTINHO et al., 2008;
COUTINHO et al.,, 2009). Os principais mecanismos de resisténcia das bactérias aos
aminoglicosideos séo efluxo ativo, alteracdo do alvo do antibidtico por mutacdo ou inativacédo
enzimatica e alteracdo da permeabilidade da bactéria a droga (BROOKS, 2000).

Produtos naturais de origem vegetal podem alterar o efeito de antibidticos, seja
aumentando a atividade antibidtica ou revertendo a resisténcia (COUTINHO et al., 2008).
Vaérios relatos envolvendo interferéncia mostram que diferentes combinacdes antibidticas
testadas in vitro e aplicado na cl sdo comuns, é o caso da combinacdo da penicilina com a
gentamicina. Nesta associagdo uma acdo sinérgica contra Enterococos faecalis ocorre, porque
a penicilina causa danos na parede celular o suficiente para aumentar a entrada do
aminoglicosideo. Porém quando administradas separadamente, nenhuma das duas drogas é
efetiva (LEVINSON e JAWERT, 2005, p. 91).

Oliveira et al. (2005) avaliaram a interferéncia do uso associativo de antimicrobianos

com o Oleo essencial de Lippia sidoides Cham, Plectranthus amboinicus Lour Spr., Conyza
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bonariensis L. e Eucalyptus citriodora Hook. Observaram interferéncias tanto sinérgicas
quanto antagonicas, principalmente no tratamento frente a Gram-positivos como S. aureus e
S. epidermidis, por outro lado, frente as linhagens Gram-negativas praticamente ndo foi
observado alterag&o nos halos de inibig&o.

Assim como o estudo realizado por Oliveira et al. (2005) a pesquisa por contato direto
com o 0leo essencial de H. martiusii demonstrou um efeito antagdnico principalmente no
tratamento de S. aureus 358, um Gram-positivo. Destacando as associagdes com amicacina e
neomicina, onde o efeito antagbnico foi bastante acentuado quando comparado a acédo
individual destes antimicrobianos.

De acordo com a Tabela 3, o efeito sinérgico ndo foi perceptivel em nenhuma das
associaces, pois ndo houve amplificacdo satisfatoria da atividade dos antimicrobianos.

Percebeu-se também um efeito antagénico, quando da associacdo da amicacina com o
6leo essencial frente as linhagens de P. aeruginosa ATCC15442, no entanto o efeito foi
menos intenso em comparagdo a S. aureus 358.

As linhagens de E.coli ATCC2592, E. coli 27 e B. cereus ATCC33018 ndo se
mostraram suscetiveis & acdo do 6leo essencial combinado com os aminoglicosideos. Néao foi
perceptivel nenhuma modificacdo do efeito dos antibidticos testados, seja sinérgica ou

antagonica.
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Tabela 3. Avaliagdo da atividade moduladora do OEHm frente as linhagens bacterianas

(Mg/mL).

Bactérias AMI GEN NEO KAN
OE CONT OE CONT OE CONT OE CONT

E. coli 32 32 64 64 64 16 64 64
ATCC25922
E. coli 27 32 32 64 64 16 16 32 32
S. aureus
ATCC12692 128 128 64 64 128 16 128 128
S. aureus 358 256 4 128 64 512 16 128 16

P. aeruginosa

ATCC15442 64 16 512 512 32 32 128 128
B. cereus
ATCC33018 32 32 64 64 16 16 64 64

OE: Oleo essencial; CONT: Controle; AMI: Amicacina; GEN: Gentamicina; NEO: Neomicina; KAN:
Canamicina

De acordo com El-Kattan (2001) os terpenos sdo substancias que aumentam a
absorcédo transmembrana tanto de drogas lipofilicas quanto de drogas hidrofilicas. No entanto
este efeito ndo foi perceptivel na associacdo por contato direto do OEHmM com
aminoglicosideos.

Lambert (2002) relata que as bactérias Gram-positivas apresentam maior
suscetibilidade devido a presenca de uma membrana que ndo restringe a penetragdo de
moléculas toxicas, enquanto as Gram-negativas possuem um sistema altamente complexo de
barreira formado pela membrana externa constituida por fosfolipidios, lipopolisacaridios e
proteinas (porinas) que conferem um alto grau de impermeabilidade aos antimicrobianos.

Da mesma forma que o 6leo essencial das folhas de Rollinia leptopetala, 0 OEHm, foi

identificado em sua totalidade por terpendides, em uma mistura de monoterpenos e
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sesquiterpenos. No trabalho citado os autores identificaram o biciclogermacreno (22,47%)
como componente majoritario. O 6leo ndo apresentou atividade antibacteriana contra
linhagens de S. aureus, no entanto apresentou uma boa atividade moduladora quando
combinada ao norfloxacino, onde o CIM do antibidtico foi reduzido em quatro vezes
(CALIXTO, 2005). Desta forma isso pode representar um possivel efeito sinérgico do OEHm
com outras classes de antimicrobianos, pois a pesquisa avaliou a interacdo apenas com
aminoglicosideos.

Os resultados do efeito modulador por contato direto, divergem da modulagdo por
contato a vapor, onde o efeito sinérgico foi observado principalmente diante de Gram-

positivos.

5.4 Efeito modulador por contato a vapor

Souza et al.(2010) avaliaram a modificacdo da atividade de antimicrobianos
aminoglicosideos por contato gasoso, a pesquisa indicou bons resultados para linhagens
multirresistentes. Sesquiterpenos predominaram sobre 0s monoterpenos, o0 biciclogermacreno
com 19,42% foi um dos constituintes majoritarios do 6leo essencial de Lantana camara Brig.
também encontrado no 6leo essencial de H. martiusii.

Na avaliacdo dos testes antimicrobianos para contato gasoso, contra cepas de S. aureus
ATCC12692 percebeu-se que 0s constituintes quimicos foram determinantes para o aumento
do halo de inibicdo de todos os antimicrobianos utilizados, principalmente quando na
utilizacdo de amicacina, onde se observou um incremento de 328,9% na concentracéo de 50%
do OEHm, como mostra a Tabela 4. Da mesma forma os resultados na concentracdo de 25%

aumentaram a zona de inibicdo em 171,7%, demonstrando que o OEHm apresentou
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sinergismo com 0 antimicrobiano amicacina, no entanto, este sinergismo nédo foi observado
guando em concentragdes menores.

Ainda em relagdo ao S. aureus ATCC12692, percebeu-se que todas as concentracfes
testadas juntamente com o antimicrobiano tobramicina tiveram um efeito sinérgico, no
entanto, com a amicacina e gentamicina, houve aumento do halo de inibicdo apenas nas
concentragfes de 50 e 25%, mas com resultados expressivos. Em relacdo a linhagem
multirresistente de S. aureus, observou-se sinergismo apenas nas concentragdes de 50 e 25%,
e de forma menos intensa quando comparado com a linhagem padréo.

Santos et al. (2008) demonstraram que o 6leo essencial da espécie Hyptis pectinata
também apresentou atividade antibacteriana consideravel, especialmente em Gram-positivos,
onde organismos de elevada patogenicidade, como Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Bacillus subtilis e Enterococcus faecalis foram sensiveis ao 6leo essencial obtido
das folhas do género Hyptis.

De todas as linhagens testadas a P. aeruginosa ATCC15442 foi uma das espécies
bacterianas que se mostrou menos suscetivel a acdo do OEHmM em combinagdo com 0s
aminoglicosideos (Tabela 4), mas ainda assim percebeu-se um incremento de 60% no halo de
inibicdlo quando na utilizagdo de amicacina como antibidtico, tendo desta forma a
concentracdo de 50% como a mais efetiva.

Gallucci et al.(2006) observaram que compostos terpénicos de Oleos essenciais de
plantas nativas da Argentina, apresentaram efeito inibitério contra linhagens de S. aureus
meticilina-resistentes.

Os testes foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos em media +
desvio padréo da média, avaliados estatisticamente usando-se analise de variancia (ANOVA)
e teste de Tukey, utilizando o programa Microcal Origin 6,0 para Windows, onde as

diferencas foram consideradas significativas quando p< 0,05.
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Tabela 4: Modificacdo da atividade dos antibioticos e constituintes volateis do éleo essencial

de H. martiusii por contato gasoso (mm).

Bactérias Antibiético N. TRA DMSO OEHmM50% OEHmM25% OEHmM12% OEHmM 6%
Cglr_:‘t,{loT'e 163t06 16,706 60,005’ 60,106° 16,308 16305
aumento (%) - - 268,1 268,7 - -
S.aureus Controle 474106 173406  742+0,0° 47,0205°  17,3%0,7 17,3£0,0
ATCC12692 AMI
aumento (%) - - 328,9 171,7 - -
$OOnBtg,I: 15807 153207 570,3" 3410,0° 25+0,3" 18+0,0°
aumento (%) . - 280 126,7 66,7 20
Controle .
GENT 143406  14#0,0 17407 14,3+0,4 14,3+0,8 14,340,0
aumento (%) - - 18,9 - - -
P.aeruginosa. Controle a
ATCC15A4 AMI 15400  15,3+0,6 24+03 15+0,4 15,240,7 15+0,5
aumento (%) - - 60 - 1,3 -
$OOnEt>rF(Z),I: 16+00 1603 180,0° 170,7 170,7 17:0.7
aumento (%) - - 12,5 6,3 6,3 6,3
C(SEEOTIe 15+0,0 15+0,0 21%0,0° 17+0,0° 15200 15200
aumento (%) - - 40 13,3 - -
E.coli Controle 17,07 16,5+03 31+0,0° 22+0,0° 17+0,0 1740,0
27 AMI
aumento (%) - - 82,4 29,4 - -
Controle a a
TOBRA 150,72 15+0,0 2740,0 19+0,0 15+0,0 15+0,0
aumento (%) - - 80 26,7 - -
Controle a
GENT 18+0,3  18,3%0,0 23+0,0 18+0,0 18+0,0 18+0,0
aumento (%) - - 27,8 - - -
B.cereus Controle 18100 18400 32+0,0° 23+0,0° 18+0,0 18+0,0
ATCC33018 AMI
aumento (%) - - 77,8 27,8 - -
(TsoonBtrF(z)/lf 14100  14,520,7 24+0,0° 19+0,3" 18+0,0° 18+0,0°
aumento (%) - - 714 35,7 28,6 28,6
Controle a a
GENT 22,0+05  22,00,5 26403 24+0,0 22,0405 22,0405
aumento (%) - - 18,2 9,1 - -
S.aureus C‘X‘m'e 250£05 250405 35+0,5° 27+0,4° 25,040,5 25,0£0,5
358 aumento (%) - - 40 8 - -
(Tsoonatg/ls 255406  255+0,6 34+0,3° 30+0,0° 25,5+0,6 255206
aumento (%) - - 33,3 17,6 - -
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Controle

GENT 17,0+0,0 17,0+0,0 20+0,2° 19,2+0,2% 17,0+£0,0 17,0+0,0
aumento (%) - - 17,6 12,9 - -
E. coli C‘X‘,{;‘I"e 205405  20,5:0,5 21200 21%0,0 20,5405 20,540,5
ATCC25922
aumento (%) - - 2,4 2,4 - -
Controle a a
TOBRA 17,0+0,0 17,0+0,0 30,0+0,4 28+0,2 17,0+0,0 17,0+0,0
aumento (%) - - 76,5 64,7 - -

N.TRA: Néo Tratado; OEHm: 6leo essencial de H. martiusii.

Médias seguidas de letras iguais, na coluna, ndo diferem significativamente entre si (n=3, p<0,05, teste de
Tukey). Médias seguidas de letras diferentes, na linha, diferem significativamente quando comparado com o
respectivo controle, para cada microorganismo (n=3, p<0,05 ANOVA). Os resultados sdo expressos como média

+DP.

A modificacdo da atividade do antibidtico para as linhagens de E. coli 27
(multirresistente) foi observado um incremento de 82,4 e 80% quando tratado com amicacina
e tobramicina, respectivamente, na concentracdo de 50%. As concentracdes que mais se
mostraram efetivas foram as de 50 e 25%. Em relacdo a linhagem de E. coli ATCC25922 foi
visto efeito sinérgico quando em contato com o antimicrobiano tobramicina (incremento de
76,5% e 64,7% em zona de inibicdo).

Calixto (2005) avaliou a atividade antibacteriana dos Gleos essenciais de Lantana
camara L. e Lantana montevidensis. Os resultados constataram consideravel atividade contra
linhagens padrédo de Proteus vulgaris e Escherichia coli.

Levando-se em consideracdo os constituintes quimicos do OEHm, percebe-se que o
biciclogermacreno, um dos compostos majoritarios nesta pesquisa, também se destacou como
componente majoritario no estudo acima descrito.

A linhagem de B.cereus ATCC 33018, também representada na Tabela 4 apresentou um

efeito sinérgico mais evidente quando tratado na concentracdo de 50% e com o0s
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antimicrobianos amicacina e tobramicina, aonde o incremento chegou a 77,8% quando em
contato com a amicacina. As outras concentragdes tiveram relevancia apenas quando em
contato com a tobramicina, com 28,6% de incremento no halo de inibig&o na concentracdo de
6%.

Asekun et al.(1999) relatam que o Oleo essencial das folhas de Hyptis suaveolens
apresentou significativo efeito antimicrobiano contra Gram-positivos (Staphylococcus aureus
e Bacillus cereus).

O efeito antimicrobiano do 6leo essencial de Hyptis pectinata foi testado diante de
diversos microorganismos, os melhores resultados foram evidenciados frente as linhagens
Gram-positivas, como o Bacillus subtilis. Os compostos majoritarios do 6leo essencial foram
0 Oxido de cariofileno, beta-cariofileno e calamusenona (SANTOS et al., 2008).

A maioria das pesquisas utiliza o contato direto como forma de determinar a existéncia
ou ndo de sinergismo, por exemplo, Coutinho et al., (2010) confirmaram a existéncia do
efeito sinérgico do extrato etandlico de H. martiusii contra Staphylococos aureus meticilina-
resistente através da metodologia de contato direto. No entanto, por meio de contato gasoso
Rodrigues (2009) realizou pesquisa onde se podem observar resultados satisfatérios quando
utilizando o 6leo essencial de Croton zehntneri Pax et Hoffm contra linhagens bacterianas de
S. aureus e P. aeruginosa. A atividade da gentamicina, um dos aminoglicosideos utilizados
também na pesquisa com H. martiusii, foi modificada. No estudo o autor utilizou o 6leo
essencial da Euphorbiaceae (Croton zehntneri) onde constatou um incremento de 42,8% na
formacgéo do halo de inibicdo quando o mesmo foi utilizado juntamente com a gentamicina
contra linhagens de Pseudomonas aeruginosa ATCC15442.

Da mesma forma Sousa et al., (2010) avaliaram a atividade antibacteriana do oOleo
essencial de Lantana montevidensis Brig. (Verbenaceae) através da metodologia por contato

gasoso. O autor utilizou duas linhagens multirresistentes (S. aureus 358 e E. coli 27) e
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percebeu amplificacdo do poder dos aminoglicosideos quando combinados ao dleo essencial
de Lantana camara.

O efeito sinérgico do OEHm foi observado, onde ocorreu inibi¢cdo do crescimento das
linhagens de Staphylococcus aureus ATCC12692 e Pseudomonas aeruginosa ATCC15442. A
atividade dos antibidticos (gentamicina e amicacina) foi amplificada frente as duas linhagens.
E importante ressaltar que a amicacina juntamente com a agdo do 6leo essencial incrementou
0 halo de inibicdo na ordem de 102% quando submetidos contra as linhagens de P.
aeruginosa.

Os 6leos essenciais afetam diretamente a atividade da cadeia respiratdria e desta forma a
producdo de energia. No entanto, os mecanismos dos Oleos essenciais para inibi¢do de
microorganismos podem envolver diferentes formas de acdo (NICOLSON et al., 1999).

Murari et al.(2008) relatam que o efeito de alguns terpendides sobre a captacdo de
oxigénio e a fosforilacdo oxidativa da célula bacteriana sdo fatores que também contribuem
para a atividade antimicrobiana dos dleos essenciais.

Diferentes resultados foram observados na atividade moduladora antimicrobiana quando
comparados 0s contatos direto e gasoso. Esta diferenca pode ser explicada pela degradacéo
espontanea dos constituintes instaveis presentes no dleo essencial em contato com o ar,
oxidacdo ou oxido-reducdo de grupos aldeido e ligacdes insaturadas, e rearranjo do processo
de relacionamento de alcoois terpenos podem possuir mais atividade do que os
hidrocarbonetos originais, o que implica em uma contribuicdo significativa para a
bioatividade (INOUYE et al, 2001).

Kashiwagi et al., (2010) apresentaram alteragdes em 44 dos compostos do 6leo yuzu
(Citrus junos Sieb.) durante o armazenamento a 25° C, mediante processo oxidativo. Este
estudo demonstra que o biciclogermacreno, o hidrocarboneto sesquiterpeno principal do 6leo,

praticamente desapareceu e converteu-se em (-)-espatulenol. Considerando que o oOxido de
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cariofileno, biciclogermacreno (presentes no OEHm) e espatulenol tem sido relatados por
apresentar notavel atividade antibacteriana sobre S. aureus, a presenca de substancias em altas
concentragfes no 6leo obtido das plantas coletadas na primavera pode estar relacionados a
atividade antibacteriana apresentada por esse 6leo (CHINOU et al., 2004).

Os resultados aqui apresentados sugerem que o 6leo essencial de H. martiusii detém
constituintes quimicos volateis que modificados pelo contato com o ar podem ser capazes de
suprimir o crescimento de microorganismos patégenos como, por exemplo, S. aureus, uma
bactéria patogénica do sistema respiratorio.

Os dados obtidos neste trabalho podem estimular mais pesquisas sobre aspectos
fitoquimicos, toxicolégicos e farmacoldgicos de produtos naturais isolados das folhas de H.
martiusii Benth, a fim de apoiar a sua possivel utilizacdo na terapia racional de

antimicrobianos e resisténcia a multiplas drogas antibacterianas.

5.5 Concentragdes inibitoria minima e efeito modulador antifingico por contato direto

Para avaliacdo da atividade antifungica foi realizado teste para determinar a CIM. De
acordo a com a Tabela 5, o0 melhor resultado para este teste foi em relacdo a Candida krusei
ATCC6438, onde o MIC foi de 64 pg/ml, mesmo resultado observado frente ao antiflngico
cetoconazol em relagdo a mesma linhagem.

O OEHm também apresentou resultados semelhantes aos dos antifungicos padréo,
quando testado frente as linhagens de Candida albicans ATCC40006.

Moreira et al.(2010) observaram atividade antifingica na utilizagdo de 6leo essencial de
H. suaveolens Poit. extraido das folhas. Alguns dos principais componentes identificados

através de cromatografia gasosa foram, trans-beta-cariofileno, germacreno e beta-pineno.
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Da mesma forma o 1,8-cineol foi identificado em 6leo essencial de Hyptis mutabilis,
onde 0 mesmo apresentou-se como um promissor agente antifungico (ZAPATA et al., 2009).
De acordo com o autor, o efeito antifungico do dleo essencial de Hyptis mutabilis pode esta
relacionado a grande presenca deste constituinte, um terpeno que corresponde ao composto
majoritario da mesma.

Na pesquisa realizada com OEHmM observou-se que 0s constituintes majoritarios
também foram identificados em trabalho realizado por Natatinon (2007), onde 0 mesmo
detectou atividade antifingica com o Gleo essencial de H. suaveolens; 1,8-cineol e B-
cariofileno, ao lado do sabineno e a-terpinoleno apresentaram-se como compostos
majoritarios, os dois primeiros assim como na pesquisa descrita também foram majoritéarios
no OEHm. O extrato etandlico de H. suaveolens também apresentou atividade antiflngica, na
mesma pesquisa, Vvarias partes da planta participaram da preparacdo do extrato
(MBATCHOU, ABDULLATIF E GLOVER, 2010).

Donahaye et al. (2004) identificaram constituintes majoritarios como o 1,8-cineol, -
pineno e B-cariofileno em pesquisas com o 6leo essencial de H. suaveolens, nessa mesma
pesquisa foi comprovada a atividade antifungica da Lamiaceae.

A atividade antifungica do 6leo essencial de folhas de Alpinia zerumbet (Pers.) foi
determinada em analise bioautografica onde se detectou a inibicdo de Cryptococcus
neoformans por fragbes ricas em 1,8-cineol, linalol e Oxido de cariofileno, todos
monoterpenos (VERHOEFF, 1999). O 1,8-cineol e dxido de cariofileno foram identificados
no OEHm.

Em algumas espécies da familia Lamiaceae detectou-se atividade antifingica tanto em
oleo essencial como em extrato, por exemplo, na espécie Hyptis ovalifolia (SOUZA et al.,

2002; SOUZA et al., 2003).

76



Tabela 5: Atividade antifingica e Concentracdo inibitéria minima (CIM) do OEHm e de

antifungicos padrées (ug/mL).

Olet_) e Candida albicans  Candida. krusei ~ Candida tropicallis
Antiftingicos ATCC 40006 ATCC 6438 ATCC 40042
OEHmM 512 64 512
Fluconazol 512 128 64
Cetoconazol 512 64 256

No teste de atividade moduladora por contato direto, 0 OEHm apresentou efeito
antagbnico quando em contato com os antifangicos fluconazol e cetoconazol, de acordo com a

tabela 6.

Tabela 6: Atividade moduladora do 6leo essencial de H. martiusii

C albicans Controle  C. krusei Controle C. tropicalis Controle
32 16 (ATCC 40042)
(ATCC40006) (ATCC 6438)
Fluconazol >1024 512 >1024 128 >1024 64
Cetonazol >1024 512 >1024 64 >1024 256

Controle: Controle

As pesquisas com produtos naturais que apresentam atividade antifungica sdo bem
mais restritas quando comparado a atividade antibacteriana. O estudo mostrou que o CIM
apresentou bons resultados quando comparado aos antifngicos utilizados no mercado, no
entanto na modulacgdo por contato direto foram observados efeitos antagonicos.

Desta forma seria imprescindivel a realizacdo de mais pesquisas com especies do
género Hyptis a fim de avaliar uma possivel atividade antifingica nas mesmas em especial a

H. martiusii.
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6.0 CONCLUSOES

O OEHm apresentou um rendimento de 0,78%, a analise quimica por CG/EM constatou
a presenca de mono e sesquiterpenos, tendo como constituintes majoritarios o trans-
cariofileno, biciclogermacreno, éxido cariofileno e 1,8-cineol com pequena proporcdo de
variacdo destes constituintes quimicos.

O 6leo essencial de H. Martiusii demonstrou atividade antimicrobiana, pelo método de
microdiluicdo em caldo, frentes as linhagens bacterianas Gram-positivas e Gram-negativas
ATCC e isolados clinicos.

Na avaliagdo da atividade moduladora por contato direto, ndo foi observado efeito
sinérgico. A associacdo dos aminoglicosideos (amicacina e neomicina) com o 6leo essencial
de H. martiusii demonstrou um efeito antagonico principalmente quando no tratamento de S.
aureus 358, o efeito antagdnico também foi perceptivel frente a linhagem de P. aeruginosa.
Quanto as demais linhagens ndo houve alteragdo no efeito do antibidtico.

Pelo método de contato a vapor, a amicacina foi o antibiético que apresentou maior
atividade sinérgica com o OEHm frente a todas as linhagens bacterianas testadas, com
melhores resultados para S. aureus ATCC12692.

A avaliacdo da atividade antifingica pelo método de microdiluicio em caldo
demonstrou um melhor resultado frente as linhagens de Candida krusei com resultado igual
ou inferior a 64 pg/mL. Entretanto, na avaliacido da atividade moduladora por contato direto
percebeu-se um efeito antagébnico do OEHm e o antifungico padrdo fluconazol, o que
demonstra que outros estudos devem ser realizados a fim de avaliar outros constituintes do
oleo essencial.

Este estudo demonstra serd espécie H. martiusii uma possivel alternativa para a

industria farmacéutica na busca por produtos com atividade antibacteriana e até mesmo
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antifungica. No entanto, é necessario que se facam mais estudos com componentes isolados
ou até mesmo com componentes minoritarios combinados que possam contribuir

sinergicamente para o efeito bioldgico.
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