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RESUMO

O dleo essencial de Hyptis martiusii Benth € terapeuticamente importante, apresentando
compostos com atividades antibacterianas em sua composi¢do, mas sua baixa solubilidade,
bem como elevada volatilidade de seus compostos, podem limitar seu uso. A incorporagao
deste 6leo em Ciclodextrinas, pode, desta forma, melhorar suas propriedades fisico-quimicas
e antibacterianas, tornando-o um produto de uso viavel contra a problemaética da resisténcia
bacteriana. Desta forma, o objetivo deste estudo foi comparar a atividade antibacteriana e
moduladora do efeito antibidtico do complexo de inclusdo do 6leo essencial das folhas de
Hyptis martiusii (OEHM) em B-Ciclodexrina, bem como do 6leo essencial de Hyptis martiusii
livre. A atividade antibacteriana direta das substancias foi avaliada através da obtencdo da
CIM (Concentragdo Inibitéria Minima) dos compostos, em ensaios de microdiluicio em
caldo, contra cepas padrdes e multirresistentes de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa. As leituras foram evidenciadas pelo uso de resazurina. A
modulacdo foi feita por comparagdes das CIM dos compostos combinados com norfloxacina,
gentamicina e imipenem, contra cepas multirresistentes das bactérias citadas, utilizando uma
concentracdo subinibitéria das substancias (CIM/8). Todas as substancias testadas
apresentaram valores para CIM maiores ou igual a 1024 pg/mL, com excecdo do OEHM livre
contra a cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 (CIM = 32 pg/mL). O OEHM
demonstrou sinergismo quando em associagdo com norfloxacina contra a cepa de P.
aeruginosa 15, com reducdo da CIM de 8 para 2 pg/mL, e quando associado com
gentamicina, para a cepa de E. coli 06, reduzindo a CIM de 32 para 20.15 pg/mL. O
complexo OEHM/B-CD demonstrou CIMs mais elevadas quando comparado com o OEHM
livre. A B-CD demonstrou efeitos antagénicos quando associada com os antibidticos, contra
todas as cepas. Como conclusdo, o OEHM demonstrou notavel atividade anti-estafilococica
de forma direta, bem como atividade modulatéria contra cepas Gram-negativas. Entretanto, o
complexo OEHM/B-CD e a B-CD isolada ndo t€m nenhuma atividade antibacteriana direta ou
modulatdria da atividade antibidtica.

Palavras-Chaves: Oleo Essencial; Hyptis martiusii; p-CD; Complexo de Inclusio;
antibiotico; atividade antibacteriana.



ABSTRACT

The essential oil of Hyptis martiusii is important therapeutically, presenting
compounds with antibacterial activity in its composition, but the low solubility, as well as
high volatility of your components, may limit your use. The incorporation of this oil into
cyclodextrins, can thus improve yours physicochemical and antibacterial properties, make it
an product of viable use against the problem of bacterial resistance. Thus, the objective of this
study was to compare the antibacterial and modulatory-antibiotic activity of essential oil of
leaves Hyptis martiusii (EOHM) inclusion complex on B-CD, as well as on the essential oil of
Hyptis martiusii alone. The direct antibacterial activity of the compounds was evaluated by
MIC (Minimum Inhibitory Concentration) of the compounds in broth microdilution assays
against standard and multiresistant strains of Staphylococcus aureus, Escherichia coli and
Pseudomonas aeruginosa. Readings were evidenced by the use of resazurin. The modulation
was made by comparisons of the MIC of the compounds combined with norfloxacin,
gentamycin and imipenem against multi resistant strains of the aforementioned bacteria, using
a sub inhibitory concentration of substances (MIC/8). All tested substances had values for
MIC above 1024 mg/mL, with the exception of free EOHM against Staphylococcus aureus
strain ATCC 25923 (MIC = 32 pg/mL). EOHM demonstrated synergism when in
combination with norfloxacin against the P. aeruginosa strain 15, with MIC reduction from 8
to 2 ug/mL, and when associated with gentamicin, to the E. coli strain 06, reducing the MIC
of 32 To 20.15 pg/mL. The complex EOHM/B-CD showed higher MICs when compared to
EOHM free. B-CD demonstrated antagonistic effects when associated with antibiotics, against
all strains. In conclusion, EOHM demonstrated remarkable anti-staphylococcal activity
directly, as well as modulatory activity against Gram-negative strains. However, the complex
EOHM/B-CD and B-CD alone does not have any antibacterial direct or modulatory activity of
antibiotic activity.

Keywords: Essential Oil; Hyptis martiusii; B-CD; Inclusion Complex; Antibiotic;
antibacterial activity.
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1 INTRODUCAO

Com a introdugao dos antibidticos no arsenal terapéutico utilizado contra as doengas
infeciosas no inicio do século XX, doengas consideradas mortais passaram a ter tratamento e
cura e os antibioticos ficaram conhecidos como drogas milagrosas (TORTORA et al., 2012),
aumentando a expectativa de vida da populacdo (BLAIR et al., 2014). Porém, o uso
indiscriminado dessas substancias contribuiu para o processo de selecdo de cepas microbianas
resistentes (SILVEIRA et al., 2006).

O problema gerado pelo aumento da resisténcia microbiana aos antibioticos torna-se
ainda maior, devido ndo se restringir ao antibidtico especifico prescrito, afetando também a
acdo de compostos da mesma classe (CHANDA; RAKHOLIYA, 2011). Pesquisas por novos
agentes antimicrobianos t€ém sido estimuladas para combater a resisténcia bacteriana (OMS,
2014) e a busca por produtos naturais com atividade antibacteriana direta ou combinada com
antibioticos de uso clinico podem representar uma nova linha de combate a resisténcia
microbiana (COUTINHO et al., 2008).

Caracteristicas estruturais ou funcionais inerentes a uma determinada estirpe
bacteriana, como auséncia de alvo especifico em determinados géneros (ZHU et al., 2010) ou
diferencas na composi¢cdo da membrana (RANDALL et al.,, 2013), podem determinar a
resisténcia desta estirpe a um antibiotico especifico (BLAIR, 2014). Porém, a resisténcia
bacteriana também pode ser adquirida através de mutacdes génicas durante um tratamento
(HAJIPOUR et al., 2012) ou pela transferéncia horizontal de genes de resisténcia através de
elementos genéticos mdveis, como plasmideos, transposons, bacteriéfagos ou ilhas gendmicas
(FROST et al., 2005; KOONIN; WOLF, 2008). Entre os diversos mecanismos codificados
pelos genes de resisténcia, 3 formas sao principais: Redug¢do da concentracdo do antibidtico
no interior da bactéria, modificacdo de alvos especificos e inativagao dos antibidticos por acdo
enzimatica (SILVEIRA et al., 2006).

Através de estudos etnofarmacoldgicos, € possivel catalogar informacdes a respeito
de plantas usadas nas comunidades para tratamento de infecgdes, e desta forma, terem suas
atividades analisadas, com o intuito de isolar novas moléculas com atividade antibacteriana,
ou otimizar a acdo das mesmas (SILVA et al., 2012). O uso de extratos e 6leos essenciais
(OE) de plantas também € bastante estudado, que, por possuirem combinagdes complexas de
metabolitos secundarios, acabam por dificultar a adaptagdo bacteriana ao composto

(COUTINHO et al., 2009; SIMOES et al., 2007).
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Os o6leos essenciais sdao produtos do metabolismo secundério das plantas, agindo na
protecdo das mesmas contra varios agentes agressores (PEREIRA; CARDOSO, 2012;
BAKKALI et al.,, 2008). Tém demonstrado diferentes acdes farmacoldgicas, dentre elas
destaca-se a atividade antibacteriana (ARAIjJO et al., 2008; NASCIMENTO et al., 2007),
nao s6 de forma direta, mas como um agente capaz de combater os mecanismos de resisténcia
aos antibioticos, permitindo a a¢do dos mesmos (CHUNG; NAVARATNAM; CHUNG,
2011).

Quanto a modificagdo da resisténcia, o uso de produtos naturais de origem vegetal ou
dos seus constituintes quimicos isolados, associados com antimicrobianos de uso clinico,
pode interferir nos efeitos destes, intensificando ou inibindo o efeito terapéutico. Em outras
palavras, podem modular a atividade de antimicrobianos, tendo como resultado um efeito
sinérgico ou antagonico, respectivamente (OLIVEIRA et al., 2006; ALMEIDA et al., 2013).
A atuacdo sinérgica € uma combinacdo efetiva entre 0s constituintes presentes em sua
composi¢do e o antibidtico. O produto natural, presente na associacdo com drogas sintéticas,
exerce sua atividade ao inibir a resisténcia microbiana através da eliminag¢do de elementos
genéticos mdveis e inibi¢cao de bombas de efluxo (COUTINHO et al., 2009b; ROCHA, 2012).

Como resultado das interagdes sinérgicas entre drogas antibacterianas estdo uma
melhora na eficacia do tratamento clinico, redu¢do da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM)
do agente antibacteriano, reducdo do risco associado ao desenvolvimento de resisténcia
bacteriana aos antibidticos e diminui¢cao dos efeitos toxicos do antibidtico no hospedeiro. Por
isso, o uso de substancias associadas tem sido amplamente estudado e usado como tratamento
para infeccdoes (NCUBE et al., 2012; SILVA et al., 2015).

No entanto, o inverso pode acontecer quando ocorre a quelacdo dos constituintes do
antibidtico pelo produto natural testado ou a ligacdo deste em sitios de ligacdo dos
antibioticos. Quando o efeito do farmaco é reduzido na presenca do extrato ou 6leo essencial,
caracteriza-se a resposta como antagonismo (WAGNER; ULRICH-MERZENICH, 2009).

Neste contexto, os metabdlitos secundarios de origem vegetal, tem se destacado tanto
por uma possivel atividade antibacteriana direta, quanto por potencializar a atividade
antibiotica (TINTINO et al., 2013).

O Hyptis martiusii Benth ¢ um arbusto da familia Lamiaceae, conhecido
popularmente como cidreira-do-mato (COSTA et al., 2005), encontrado em toda Chapada do
Araripe, chamando a atencdo pelas suas inflorescéncias brancas em formato de bola e textura
macia (ARAIjJO; UCHOA; SILVEIRA, 2003). Por ser fonte de numerosos compostos com

amplo espectro de atividades bioldgicas, tais como propriedade antiviral, antibidtica,
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antimaldrica, antioxidante e antitumoral (GONZALEZ, 2015; ARAUJO; LIMA; SILVEIRA,
2004; ARAUJO et al., 2006), o 6leo essencial de Hyptis martiusii (OEHM) merece atencdo
especial, devendo ser estudado frente a problemaética apresentada.

Estudos sobre o 6leo essencial de Hyptis martiusii Benth (OEHM) demonstram que
sua composi¢do apresenta como compostos majoritarios da mistura, um grupo de metabdlitos
conhecidos como terpenos, sendo estes 0s provdveis responsdveis pelas suas atividades
farmacoldgicas (ROZZA; PELLIZZON, 2013; COSTA et al., 2005). Os terpenos exercem
importante papel na composi¢do dos 6leos essenciais, estando associados ao metabolismo
secundario das plantas, atuando em véarios processos de interacdo destas com O meio
(AHARONI et al., 2006). Fazem parte de uma das duas grandes classes (Fenilpropanoide e
terpénica) que compde os dleos essenciais, sendo sintetizados pela condensacdo de unidades
de difosfato de isopentenila (IDP) e seu isomero difosfato de dimetilalila (DMADP)
(HOMEM, 2015). Sao classificados de acordo com fonte biogenética geral, como produtos
antibacterianos naturais (CHUNG; NAVARATNAM; CHUNG, 2011; PATROCKA, 2003).

A utilizagdo dos 6leos essenciais na pratica clinica torna-se limitada, devido os
componentes quimicos responsaveis por suas atividades bioldgicas apresentarem baixo peso
molecular e sofrerem volatizacdo com facilidade. Aliado a isso, tais componentes também
apresentam baixa solubilidade e curta meia-vida, bem como rapida oxidacdo ou hidrdlise
(SIQUEIRA-LIMA et al., 2014; MENEZES, 2015).

A formacdo de complexos de inclusdo (CI) diminui os processos limitantes acima
citados, bem como aumenta biodisponibilidade dos componentes quimicos associados a eles
“in vivo”. Neste sentido, a complexacdo de substincias apolares/hidrofébicas em
ciclodextrinas tem sido utilizada cada vez mais pela inddstria farmacéutica, para
melhoramento dos perfis fisico-quimicos e, consequentemente, farmacoldgicos dos
compostos complexados (LIMA et al., 2016a; BRITO et al., 2015). As ligacdes formadas
entre o complexado e a substancia complexante sdo reversiveis e ndo-covalentes, sendo esta,
uma das caracteristicas responsaveis pelo melhoramento das atividades farmacoldgicas no
complexo (JAGDALE et al., 2012; AGUIAR, 2013).

Dentre as CD, a p-ciclodextrina (B-CD) é a mais utilizada pela industria
farmacéutica. Ela promove o encapsulamento de substincias, através da ligacdo destas com a
cavidade interna da B-CD, que é hidrofébica, formando um complexo do OE/B-CD
(microcapsula), proporcionando protecdo para os compostos encapsulados (MATOS-
CHAMORRO et al., 2010), liberando o 6leo essencial de maneira continua e gradual, a

medida que as ligacdes em sua cavidade interna ficam enfraquecidas devido as pontes de
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hidrogénio formadas na sua superficie externa (SZENTE; SZEJTLI, 2003). A liberacao
controlada de um antibidtico durante um tratamento € uma importante estratégia para o
combate da resisténcia bacteriana por reduzir a concentracdo do medicamento necessaria ao
tratamento, bem como o numero de aplicagdes necessarias para debelar a infeccdo
(RAJEWSKI; STELLA, 1996).

Diante do exposto, este estudo consistiu em avaliar a atividade antibacteriana do 6leo
essencial de Hyptis martiusii Benth em comparagdo com sua forma complexada em
ciclodextrina, determinando a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) tanto em suas
atividades antibacterianas diretas, como no seu efeito modulatério em antibidticos padrdes, na

tentativa de suprir a necessidade de novos agentes antimicrobianos.



15

2 OBJETIVOS:

2.1 Objetivo Geral:
Avaliar a atividade antibacteriana do 6leo essencial das folhas de Hyptis martiusii

Benth e de seu complexo de inclusdo em B-Ciclodextrina.

2.2 Objetivos Especificos:

. Avaliar a atividade antibacteriana direta do Oleo Essencial de Hyptis martiusii,
em sua forma simples, contra cepas de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli padrdes e multirresistentes, bem como a atividade modificadora da acdo
antibidtica do mesmo, associado com Norfloxacina, Gentamicina e Imipenem, contra as cepas
resistentes;

. Avaliar a atividade antibacteriana direta do Oleo Essencial de Hyptis martiusii,
em sua forma complexada em B-CD, contra cepas de S. aureus, P. aeruginosa e E. coli
padrées e multirresistentes, bem como a atividade modificadora da acdo antibidtica do
mesmo, associado com Norfloxacina, Gentamicina e Imipenem, contra as cepas resistentes;

. Avaliar a atividade antibacteriana direta da 3-CD contra cepas de S. aureus, P.
aeruginosa ¢ E. coli padrdes e multirresistentes, bem como a atividade modificadora da acdo
antibidtica da mesma, associada com Norfloxacina, Gentamicina e Imipenem, contra as cepas

resistentes;
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3 REVISAO DE LITERATURA:

3.1 Familia Lamiaceae

A familia Lamiaceae abrange 7.886 espécies catalogadas, contidas em 245 géneros
de plantas (THE PLANT LIST, 2013). As plantas da familia Lamiaceae sio amplamente
utilizadas na culinaria, decoragdo e na criacdo de abelhas. Uma caracteristica marcante nas
plantas desta familia € a presenca de pelos glandulares em 6rgdos vegetativos e reprodutivos,
dos quais sdo extraidos 6leos essenciais (WERKER, 2006; HANLIDOU et al., 1991). Nesta
familia, a estrutura do peciolo é determinante na taxonomia, sendo essencial na diferenciacao
entre géneros e espécies (OLOWOKUDEJO, 1987; AKCIN et al., 2011). O pericarpo dos
frutos da familia Lamiaceae, também apresenta diferencas capazes de resolver problemas
taxondmicos quanto a niveis genéricos, especificos ou mesmo infra-especificos (HUSSEIN,
2000).

Desde a antiguidade, suas plantas aromaticas sdo utilizadas na medicina tradicional.
Nos 6leos essenciais, extraidos de suas folhas e caules, ha presenca de grande quantidade de
monoterpenos, tais como mentol e timol (ANTIKOLINESTERAZ; BITKILERI, 2014). Além
dos monoterpenos, as plantas desta familia s@o ricas em sesquiterpenos, diterpenos,
triterpenos e flavonoides (ULUBELEN; TOPCU; KOLAK, 2005). As atividades bioldgicas
dos Oleos das diversas espécies desta familia variam de efeitos antimicrobianos a

neuroprote¢ao (PERRY; HOWES, 2011).

3.1.1 Género Hyptis

O género Hyptis apresenta 417 espécies catalogadas (GBIF, 2016), sio amplamente
difundidas pela América tropical, desde América do Norte ao sul da América do Sul
(CALDAS et al., 2013), tendo como “habitat’ principalmente locais abertos e umidos, tais
como orla de matas de galeria e margens de cursos d’agua (KROEFF et al., 2002). A
dispersdo das plantas deste género no Brasil estd demonstrada na Figura 1.

Sado utilizadas das mais diversas formas como produtos medicinais, ja tendo sido
demonstrada importantes atividades biologicas de seus Oleos essenciais e/ou constituintes,
desde repelentes contra mosquitos a4 agentes antimicrobianos (ARAUJO et al., 2003;
CALDAS et al., 2013; KOTHANDAN; SWAMINATHAN, 2014; TANG et al., 2014). Plantas

do género Hyptis possuem uma notavel variabilidade quimica. Entre os compostos quimicos
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resultantes de seu metabolismo secundério estdo os flavonoides, lactonas, lignanas, derivados
fendlicos, acidos graxos e terpenos (monoterpenos, triterpenos, diterpenos e sesquiterpenos)
(RAMOS, 2015; MEDRADO et al., 2015; BRANQUINHO, 2015; COUTINHO et al., 2008b;
CALDAS et al., 2013), sendo estes tltimos, os componentes centrais dos 6leos essenciais das

diversas espécies deste género (CALDAS et al., 2013).

Figura 1: Distribuicado do Género Hyptis Jacq. (A) e da espécie Hyptis martiusii Benth. (B)

no Brasil.
s Marz<: ibo, .Caracas e Maracaibo, Caracas
Iri>arre="  Maturir” 2 Iribarren Maturin® =
L Cucuta .Carani A \Cucuta .Caroni B
_Me ‘el Medellin
Rouia Bogota
e Cali,
Belém: et Luf Belém, cso o
’ _Sao Luis .Séo Luis
piianats, .Fortaleza LManaus _Fortaleza
Ter a
JTeresina Natal JTeresina Natal
Forto Recife Porto Recife
Vellio 1 Velh 3
“Maceld EESRS Maceis
Aracajl Mcau,
JLima JLima
Feiad= salvador Fe ra de’,Salvador
Sikmana Sanna
La Pz o siasits La Pa Cuiaba, Brasilia,
5 s Z. PP
Goiéria e Goiania® o
slo elo
Cenos Heirae x Campo 3 =
Sad Pl “Rio de Sao Paulo, "Rio de
Slta Alupden  CEIESE Janeiro Salta JAsungion Curitiba Janeiro
San Miguei #5 A *San Miguel de salbills
Tucuman Loro Tucurnan Porto
Alegre LAlegre
.Cordeta JCordoba
Santiago, Buenos Santiago Buenos.

Fonte: (GBIF — Global Biodiversity Information Facility, 2016). Os pontos amarelos indicam a presenca de
plantas do género Hyptis em “A” e da espécie Hyptis martiusii em “B”.

As diversas espécies que compdem este género sdo bastante utilizadas na medicina
popular contra doencas gastrointestinais (COSTA-LOTUFO et al., 2004) e atividades
antiulcerogénica (PINHEIRO et al., 2015), antisséptica (SHENOY; PATIL; KUMAR, 2009),
antibacteriana (SANTOS et al., 2015), antifingica (MOREIRA et al., 2010) e antinociceptiva
(ANJOS et al., 2017) ja foram descritas na literatura.

Em estudos recentes, 6leos essenciais, extratos ou substancias isoladas de plantas do
género Hyptis apresentaram diversos efeitos significativos. Mueller e colaboradores (2017)
relatou efeitos prebidticos de oligossacarideos presentes em H. suaveolens; fragdo de acetato
de etila de Hyptis pectinata (L.) Poit. produziu efeitos antinociceptivos nos testes de
capsaicina e glutamato em ratos (FALCAO et al., 2016); diterpenos isolados das raizes de
Hyptis carvalhoi Harley mostrou efeito citotéxico sobre células de adenocarcinomas,
induzindo as células a autofagia e apoptose (ARAIjJO et al., 2013); Ivoke, Okafor e Owoicho
(2009) demonstraram que o0s extratos aquosos e etandlicos de H. suaveolens possuem

atividade ovicida e larvicida contra Anopheles gambiae; extratos etandlicos de Hyptis
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spicigera possui potente efeito antimaldrico (URAKU et al., 2015) e efeito antioxidante em
camundongos expostos ao Plasmodium berghei (AJA et al., 2015); o 6leo essencial de Hyptis
pectinata possui efeitos analgésicos em protocolo de dor induzido por formalina em ratos
(MENEZES et al., 2015); 6leo essencial de Hyptis atrorubens Poit. apresentou atividades
antibacterianas e antifingicas contra Aspergillus niger, Candida albicans, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Bacillus cereus (KERDUDO et al., 2016); o Oleo essencial de
Hyptis leucocephala Mart ex Benth apresentou atividade antibacteriana significativa contra
Pseudomonas aeruginosa, S. aureus e E. coli (SANTOS et al., 2015); e o 6leo essencial de
Hyptis colombiana apresentou atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus

(FLORES et al., 2015).

3.1.2 Hyptis martiusii Benth

3.1.2.1 A espécie

O Hyptis martiusii Benth € um arbusto ereto e ramificado, com altura compreendida
entre 1,6 e 2,3 m, apresenta flores brancas de textura delicada, reunidas em inflorescéncias
globulosas terminais (SILVEIRA; PESSOA, 2005). Folhas e inflorescéncia desta espécie
podem ser visualizadas na Figura 2. E popularmente conhecido como cidreira-do-mato,
cidreira-brava ou cidreira-do-campo (CALDAS et al., 2013; ROZZA; PELLIZZON, 2013;
ARAUIJO; LIMA; SILVEIRA, 2004).

E encontrado nas regides tropicais e subtropicais do globo (COSTA-LOTUFO et al.,
2004). No Brasil, sua ocorréncia se da de Norte até Sudeste, crescendo abundantemente no
Nordeste, onde se encontra largamente disseminado no sul do Ceard e no estado do
Pernambuco (CALDAS, 2013), como demonstrado na Figura 1. No Ceard, o Hyptis martiusii
€ encontrado na chapada do Araripe, e em Pernambuco, sua ocorréncia se estende da Zona da

Mata a Caatinga (ALMEIDA; ALBUQUERQUE, 2002; CALDAS et al., 2013).
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Figura 2: Exsicata de Hyptis martiusii Benth. Inflorescéncia e Folhas.

Fonte: Herbario Caririense Dardano de Andrade lima.

3.1.2.2 Composi¢cio Quimica

Diversos estudos sobre a composi¢do do 6leo essencial de Hyptis martiusii foram
realizados, a fim de relacionar a composi¢do da espécie em estudo com o género, bem como
com suas atividades farmacoldgicas. Aradjo et al. (2003) analisou a constituicio do OEHM
provenientes das folhas e das inflorescéncias. No 6leo essencial das folhas foram identificado
26 constituintes, representando 93,2% do total. No 6leo essencial da inflorescéncia foram
identificado 27 constituintes representando 87,7% do total. A diferenca entre as composi¢oes
deu-se pela presenca dos compostos terpenoides e monoterpenos, ambos com concentragcdes
mais baixas no 6leo da inflorescéncia. No 6leo das folhas, os componentes majoritarios foram
1,8-cineol (24,3%) e §-careno (22,5%), bicyclogermacreno (6,3%) e B-cariofileno (6,1%). No
6leo da inflorescéncia, os componentes majoritarios foram §-careno (13,5%), viridifloreno
(8,25%), B-cariofileno (6,59%) e o a-pineno (5,78%).

Em estudo posterior, Caldas et al. (2013) fez a anélise quimica do 6leo essencial de

Hyptis martiusii identificando como componentes majoritarios o 1,8-cineol (32.80%), §-3-
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Careno (17.43%), canfora (6.70%), a-pineno (3.52%) e o Oxido de Cariofileno (3.50%).

Ja em estudo de Barbosa et al. (2017), na caracterizacdo fitoquimica do Oleo
essencial de folhas de H. martiusii foi identificado 18 constituintes, responsaveis por 87,63%
do total. Foi demonstrada a presenca de compostos mono e sesquiterpenos, sendo os
componentes majoritarios representados pelo 1,8-cineol (34,58%), o-careno (21,58%),
canfora (5,17%), limoneno (4,94%) e germacreno B (3,39%).

As variagdes na composicio dos Oleos essenciais, mesmo de uma mesma planta,
podem ser dependente de véarios fatores, dentre estes, as condi¢des climaticas e de solo,
localizacdo geogréfica, ciclo vegetativo da espécie, a época de coleta, bem como o 6rgdo
especifico (parte da planta) do qual foi extraido (DORMAN; DEANS, 2000; CALDAS et al.,

2013). Os principais compostos presentes no OEHM estdo descritos no Quadro 1.

Quadro 1: Principais constituintes quimicos do 6leo essencial de Hyptis martiusii.

Nome do Composto Férmula Estrutural For/mgla Classe do
Quimica Composto
CH,
1,8-Cineol b CioH130 | Monoterpenoide
H;C
H,C
HaC /
Céanfora CioH160 | Monoterpenoide
HaC
3 CH,
CHa
H,C
d-careno CioHis Monoterpeno
CHs
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CHy
o-Pineno CioHis Monoterpeno
HsC
Ch,
Chs
HiC
2 e Che —
Biciclogermacreno % t, | CisHy4 Sesquiterpeno
HaC i
GH3
CH,
Germacreno B HaC Ci5Hos Sesquiterpeno
/
CHy CHy
HaC H
/ CH:.]
H,C
B-Cariofileno Ci5Hos Sesquiterpeno
H
H,C
Viridifloreno CisHoy Sesquiterpeno

Fonte: Autor. Todos as estruturas quimicas foram produzidas com o programa MarvinSketch 17.13.
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3.1.2.3 Atividades Farmacolégicas

O o6leo essencial da espécie Hyptis martiusii € rico em terpenos (mono e
sesquiterpenos), sendo seus principais constituintes (BARBOSA et al., 2017). Porém, sendo
uma mistura complexa de compostos, suas propriedades farmacolégicas sdo, provavelmente,
um efeito sinérgico dos varios produtos que compde a mistura (CALDAS et al., 2014).

Fazendo uma busca com a palavra “Hyptis martiusii’ na base de dados do PUBMED
e da Biblioteca Virtual em Saudde, no periodo entre outubro de 2015 a margo de 2017, com
posterior refinamento para busca da palavra no titulo do artigo, foram encontrados 18 e 20
artigos respectivamente, retratando a espécie seja em forma de extrato, 6leo ou compostos
isolados. A mesma forma de busca e refinamento foi feita no Google Académico, sendo
encontrados 24 artigos. Apos verificagdo de titulos, autores e anos, foram catalogados 24
artigos diferentes, dos quais, 6 retratavam o efeito antibacteriano da espécie e os demais
abordavam outras bioatividades da espécie.

De acordo com estes estudos, H. martiusii possui propriedades antimitéticas
(COSTA-LOTUFO et al.,, 2004), larvicida (ARA(JJO et al., 2003), anti-epimastigota
(SANTOS et al.,, 2013), anti-edematogénica (BARBOSA et al., 2017), gastroprotetor
(CALDAS et al., 2011; CALDAS et al., 2014), antioxidante (SANTOS, 2010), antibacteriano
(COUTINHO et al.,, 2008b; COUTINHO et al., 2009d; COUTINHO et al.,, 2009c;
COUTINHO et al., 2010a; COUTINHO et al., 2010b; OLIVEIRA et al., 2014) e antifingica
(OLIVEIRA et al., 2014, SANTOS et al., 2013), além de apresentar baixa toxicidade
(CALDAS et al., 2011; CALDAS et al., 2013).

Segundo Costa-Lotufo et al. (2004), compostos diterpenos isolados do OEHM,
produzido a partir de partes aéreas, possuem uma fraca atividade antimitética “in vitro”, mas a
possibilidade de obter compostos derivados com maiores efeitos torna o estudo interessante.

O OEHM extraido das folhas do arbusto apresentou efeito larvicida contra larvas do
Aedes aegypti, sendo tal efeito atribuido a presenca do 1,8-cineol como componente
majoritario do 6leo das folhas (ARAUJO et al., 2003).

Resultados obtidos por Santos et al. (2013) apontam o extrato etandlico obtido a
partir de folhas de H. martiusii como provavel fonte de recursos contra tripanossomas e
fungos, seja de forma isolado ou combinado com drogas ja em uso.

A atividade anti-edematogénica do OEHM, extraido de folhas, foi estudada por
Barbosa et al. (2017). Nesse estudo o OEHM nao teve uma atividade anti-edematogénica

topica significativa, porém apresentou atividade sistémica no modelo de edema da pata, sendo
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seus efeitos relacionados a presenca dos constituintes majoritarios 1,8-cineol, d-careno,
canfora e limoneno.

Estudo realizado por Caldas et al. (2011) demonstrou que o OEHM, extraido de
folhas, possui efeitos gastroprotetores dose-dependentes. Tal efeito gastroprotetor sobre a
mucosa gastrica tem como mecanismo de a¢do, propriedades antissecretoras, citoprotetoras e
antioxidantes do OEHM (CALDAS et al.,, 2014). O mecanismo antioxidante do Oleo
essencial foi estudado por Santos et al. (2010), que descreveu a atividade antioxidante,
decorrente da presenca de compostos fendlicos como taninos e flavonoides.

Quanto as propriedades antibacterianas, o Extrato Etandlico obtido das partes aéreas
de H. martiusii (EEHM) foi testado por Coutinho et al. (2008b) quanto a sua propriedade anti-
estafilococica direta, demonstrando ser este, de 2 a 4 vezes mais eficaz do que o
aminoglicosideo gentamicina contra espécies resistentes a meticilina. Estudos posteriores
confirmaram esse efeito antibacteriano, seja isoladamente (direto) ou modulando a atividade
antibacteriana de antibidticos padrdes. O EEHM, extraido a partir das folhas da planta,
modulou sinergicamente 5 aminoglicosideos (Amicacina, Gentamicina, Kanamicina,
Neomicina e Tobramicina) podendo servir como fonte de compostos com propriedade de
modificar a atividade antibidtica e combater a multirresisténcia bacteriana (COUTINHO et
al., 2009d).

O EEHM, extraido a partir das partes aéreas, apresentou um efeito aditivo contra
cepa resistente de Escherichia coli quando associado aos aminoglicosideos Neomicina,
Gentamicina, Amicacina e Canamicina (COUTINHO et al., 2010b). Em trabalho realizado
por Coutinho et al. (2010a) foi demonstrado que a combinacdo do extrato com antibidticos,
ocasionou a reducdo da CIM para 3 aminoglicosideos (Gentamicina, Canamicina e
Neomicina) contra cepa de Staphylococcus aureus resistente, sugerindo um mecanismo de
atuacdo que envolvia inibicdo de bombas de efluxo sensiveis e insensiveis a Clorpromazina.
O EEHM (extraido das partes aéreas) também demonstrou aumento da atividade
antibacteriana, apos exposicdo a luz UV-A, apresentando fototoxicidade contra cepas de S.
aureus ¢ E. coli (COUTINHO et al., 2009¢).

De acordo com Oliveira et al. (2014), O 6leo essencial extraido de folhas do Hyptis
martiusii apresentou atividade antibacteriana para as cepas padrao e resistentes de Escherichia
coli (EC ATCC 2592 e EC 27), Bacillus cereus (BC ATCC 33018), Pseudomonas aeruginosa
(PA ATCC 15442) e Staphylococcus aureus (SA ATCC 1269).

Quanto ao efeito antifiingico, em estudo realizado por Santos et al. (2013), o EEHM

(extraido de folhas) apresentou atividade antifingica direta contra cepas de Candida krusei, e
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atividade modificadora da agdo antifiingica do metronidazol, quando testado contra cepas de
Candida tropicalis, atuando sinergicamente, reduzindo o valor da CIM em 4 vezes.

Em estudo sobre a toxicidade, o 6leo essencial de Hyptis martiusii, extraido a partir
de folhas, ndo mostrou sinais visiveis de toxicidade, tais como diarreia, sedacao, alteracdes na
atividade locomotora ou morte nos animais tratados, durante 14 dias de observacio
(CALDAS et al., 2011; CALDAS et al., 2013). Porém, uma andlise hematoldgica revelou um
significativo aumento da concentracdo de albumina em fémeas de ratos quando comparadas

ao controle (CALDAS et al., 2013).
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3.2 Oleos Essenciais

Os 6leos essenciais sdo compostos pelos metabdlitos secundarios das plantas. Antes
pensados como produto de excrecdo do vegetal, tais metabdlitos sdo respostas dos vegetais
aos estimulos do meio (PEREIRA; CARDOSO, 2012), que podem conter mais de sessenta
compostos diferentes nas mais variadas concentracdes. Agem na prote¢do das plantas contra
pragas variadas, desde as formas microscopicas até os grandes herbivoros, bem como sao
atrativos de animais que favorecem a reproducao e dispersao das mesmas (BAKKALI et al.,
2008).

Podem ser sintetizados por todos os 6rgaos da planta, da raiz as folhas. Devido ao
baixo peso molecular dos seus componentes, se mostram como liquidos volateis geralmente
incolores, lipossoliveis. Possuem 2 ou 3 componentes que se apresentam com concentragdes
maiores que os demais. Estes sdo os componentes majoritarios, que geralmente, determinam
as propriedades bioldgicas dos 6leos essenciais (BAKKALI et al., 2008).

Plantas e seus metabdlitos secundérios sdo uma fonte potencialmente promissora
para fornecer compostos bioativos terapeuticamente importantes, incluindo antimicrobianos
(FUMAGALI et al., 2008). Tais metabodlitos compdem um grupo de compostos de interesse
crescente para pesquisadores contra a resisténcia bacteriana aos farmacos. (CHANDA;
DUDHATRA; KANERIA, 2010).

O efeito antibacteriano dos 6leos essenciais pode ocorrer de forma direta sobre o
patégeno, atuando através da inibi¢do dos mecanismos que determinam sua viruléncia, ou de
forma indireta, potencializando a atividade do antibidtico através da quebra dos mecanismos
de resisténcia bacteriana (GONZALEZ—LAMOTHE et al., 2009). Por apresentarem diversos
componentes metabolitos, cada um apresentando um determinado mecanismo de ag¢do contra
as bactérias, o risco para o desenvolvimento da resisténcia microbiana é reduzido com o seu
uso associado (AMARAL, 2004; DAFERERA et al., 2003).

Dentre os varios componentes dos 6leos essenciais, os compostos terpenoides sao os

mais relacionados a sua atividade bacteriostatica e/ou bactericida (BURT, 2004).

3.2.1 Terpenos

Terpenos sao compostos de hidrocarbonetos (formados por carbono e hidrogénio)
que consistem de multiplas unidades de isopreno e podem ou nio serem ciclicos (SIKKEMA;

DE BONT; POOLMAN, 1995). Constituem o maior grupo de metabolitos secundarios e



26

quando possuem elementos adicionais em sua estrutura, como o oxigénio, sdo denominados
terpenoides. Estes sdo os principais constituintes ativos de plantas, estando descritas mais de
30.000 substancias (MAIA, 2006).

Os terpenos tém sido utilizados por diferentes civilizagdes ha mais de dois mil anos.
Relatos de seu uso foram descritos no Egito entre 400 e 700 anos depois de Cristo, com a
utiliza¢do do 4cido boswellico (TURNER, 1969), porém, a analise quimica dos terpenos sO
veio a ocorrer no inicio do século XIX, identificando constituintes para uso em aromaterapia
(LELAND et al, 2006). Atualmente, os Terpenos sdo usados pela bioengenharia no processo
de melhoramento genético de varias plantas, aumentando a resisténcia as pragas e até mesmo
aumento da polinizacdo (AHARONI et al., 2006). Nos ultimos anos, as tentativas de
bioengenharia foram bem sucedidas, criando plantas transgé€nicas capazes de superexpressar
genes tradutores de monoterpenos (AHARONI et al., 2003).

A sintese dos terpenos ocorre pela condensacdo de unidades de difosfato de
isopentenilo (IDP) e do seu isdmero difosfato de dimetilalilo (DMADP), utilizando o piruvato
como molécula precursora, através de duas vias biossintéticas: via do mevalonato (MVA) e a
via do metileritritol fosfato (MEP), conforme esquema apresentado na Figura 3. A adicao de
unidades sequenciais de IDP e do seu isdbmero produzem compostos com quantidades variadas
de carbono: Monoterpenos (C10), Sesquiterpenos (C15), Triterpenos (C30), Diterpenos (C20)
e Tetraterpenos (C40) (AHARONI et al., 2006).

Figura 3: Vias biossintéticas dos terpenos.

Fosfato (MEP)

} }

{ PIRUVATO ] [ PIRUVATO ]

2acetvl CoA Jv 3 - Fosfato Gliceraldeido

[ Via do Mevalonato (MVA) ] [ Via do Metileritritol ]

g
®
E
.E' IDP (CS) > DMADP E [ IDP{CS) ] ;[ DMADP ]
= [=5
= 0
o s
2 =] ‘.xPDI+DMV \:panomnop
= 2% PDI+ DMADP =
o 8
= T
s .
E:] b GPP (C10) GGPP (C20)
3 FPP(C15) z - -
&
Monoterpenos Diterpenos Tetraterpenos
Sesquiterpenos Triterpenos (c10) (c20) (c40)
{C15) (C30)

Fonte: Aharoni et al. (2006), adaptado.
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3.2.1.1 Monoterpenos

Esta variedade de terpenos é composta pela combinacdo de duas moléculas de
isopreno, formando um composto de dez d&tomos de carbono, em formas aciclicas e ciclicas
aromaticas. Possuem variados arranjos na natureza e constituem o principal componente de
muitos Oleos essenciais. Os monoterpenos provém de fontes comuns, plantas que
frequentemente usamos no nosso dia-a-dia, como folhas de louro, erva-cidreira, hortela,
coentro e eucalipto (LELAND et al., 2006).

Apresentam propriedades antimicrobianas associadas a caracteristicas lipofilicas.
Deslocam-se da fase aquosa a membrana celular, na qual exercem seus efeitos sobre estrutura
e funcdo da mesma, desordenando as proteinas membranares, inibindo a respiragdo e
alterando o processo de transporte de ions, o que danifica a fungdo de barreira seletiva e
compromete a geracdo de energia celular, tendo como efeito final, lise celular (VALERIANO
etal., 2012).

Dentre os Monoterpenos, o mentol é um importante componente de extratos
aromaticos e Oleos essenciais, contribuindo de forma substancial para o potencial
antimicrobiano dos mesmos, sendo seu efeito ja& demonstrado na literatura (MATOS et al.,
2009; ALVES et al., 2010). J4 o a-pineno é citotoxico, lipofilico, bactericida e fungicida
(OLIVEIRA et al., 2016).

3.2.1.2 Sesquiterpenos

Compostos por 15 atomos de carbono, sdo formados pelo encadeamento de trés
unidades de isopreno, existindo sob arranjos de cadeias abertas ou fechadas. Nos o6leos
essenciais dos quais sdo extraidos, geralmente se apresentam como compostos majoritarios
(LELAND et al, 2006).

O cariofileno (sesquiterpeno presente no OEHM) apresenta atividade
antiepimastigota ja demonstrada na literatura contra os parasitas Trypanosoma
cruzi e Leishmania brasiliensi, sendo capaz de eliminar 100 % da amostra do L. brasiliensis
(LEITE et al., 2013), como também apresenta atividade antidepressiva, agindo sobre os o, €

-adrenoceptores (OLIVEIRA, 2016).
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3.3 Ciclodextrinas

As ciclodextrinas sdo oligossacarideos ciclicos, que apresentam estrutura
tridimensional em forma de cone. Sao formadas por unidades de glucopiranose ligadas por
ligacdes a-1,4-glicosidicas, de forma que os grupos hidroxilas (OH) presentes na molécula se
dividem em primaérios (ligadas ao carbono C-6) e secundarios (ligadas aos carbonos C-2 e C-
3) (CHEPULIS; FRANCIS, 2012; FAHNING; LOBAO, 2011). A estrutura tridimensional
das ciclodextrinas esta esquematizada na Figura 4.

O bordo mais estreito da estrutura conica € formado pelos grupos hidroxilas
primarios e os grupos secundarios se estendem por todo o bordo mais largo, formando uma
cavidade central lipofilica e uma superficie exterior hidrofilica (LIMA et al., 2016a; ARUN;
ASHOK; SRAVANTHI, 2008), permitindo o encaixe (ligacdo) de moléculas hidrofébicas
(convidado) no seu interior, constituindo uma verdadeira complexa¢do molecular (LIMA et
al., 2016a). O carater hidrofébico da cavidade das CDs ocorre devido a presenca de 4tomos de
oxigénio nas ligacdes glicosidicas (em C-1 e C-4) e dos atomos de hidrogénio ligados em C-3

e C-5 (FAHNING; LOBAO, 2011).

Figura 4: Estrutura tridimensional das Ciclodextrinas.

_- Grupes Hidrozilicos Primdrios
2l __— Cavidade Apolar (Hidrofobica)

Superficie Polar (Hidrofilica)

Cavidade Interna Grupos Hidroxilicos Sscunddrios

Fonte: Adaptado de Guedes et al. (2008).

Descobertas por Villiers no final do século XIX, a partir da degradacdo do amido, as
CDs foram caracterizadas por Franz Schardinger quanto a sua preparagdo apenas em 1938.
Nas duas décadas que se seguiram, as ciclodextrinas tiveram sua estrutura e propriedades

fisico-quimicas estudadas e entre o periodo de 1935 e 1955, sua capacidade de formar



29

complexos de inclusdo, foi verificada por Freudenberg, French, Cramer e colaboradores
(UEKAMA; HIRAYAMA; IRIE, 1998; CHIERENTIN, 2013; FAHNING; LOBAO, 2011).
Sao produzidas a partir da degradacdo enzimatica do amido (CHEPULIS e
FRANCIS, 2012), por acdo da enzima [1,4-alfa-glucano 4-alfa-D-(1,4-alfa-D-glucano)-
transferase] (CHIERENTIN, 2013), mais conhecida por ciclodextrina glucanotransferase
(CGTase), obtida de varios microrganismos como Bacillus megaterium, Bacillus circulans,
Bacillus stearothermophilus e Klebsiella pneumonia, porém o principal microrganismo
responsavel pela sintese de ciclodextrina glucanotransferase € o Bacillus macerans. Essa
enzima tem a capacidade de transformar a cadeia linear de amido em moléculas ciclicas
(DRUNKLER; FETT; LUIZ, 1999; WHISTLER; BEMILLER; PASCHALL, 1984).

A partir da a¢do enziméatica da CGTase, sdo produzidas moléculas com 6,7 ou 8
unidades de D(+) glicopiranose (CHIERENTIN, 2013), nomeadas de acordo com a
quantidade destas unidades na molécula final com uma letra grega diferente: a-ciclodextrina
(6 moléculas de D(+) glicopiranose), B-ciclodextrina (7 unidades), 7y-ciclodextrina (8

unidades) (SZENTE; SZEJTLI, 2003; MATOS-CHAMORRO et al., 2010).

3.3.1 Classificacao das ciclodextrinas

As Ciclodextrinas classificam-se em naturais e derivadas (GIDWANI; VYAS, 2014).
As naturais sdo aquelas ndo submetidas a processos industriais de troca de radicais na sua
estrutura, sendo obtidas pela acdo direta de diversos microrganismos sobre o amido (a-CD, -
CD e y-CD), enquanto as derivadas, geralmente sofrem reacdes de substitui¢do nas hidroxilas
primarias ou secundarias (BOLDRINI, 2005; PINHO et al., 2013). De acordo com o radical
inserido na sua estrutura, as CDs derivadas classificam-se em hidroxialquiladas, i0nicas,
ramificadas e poliméricas (BOLDRINI, 2005). As estruturas das ciclodextrinas naturais estao

representadas na Figura 5 e suas propriedades fisico-quimicas no Quadro 2.
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Figura 5: Conformacdo das Ciclodextrinas naturais.

a-Ciclodextrina f-Ciclodextrina v-Ciclodextrina

Fonte: Adaptado de Gidwani e Vyas (2014). D.I.: didmetro interno; D.E.: didmetro externo.

Ao observarmos o desenho, podemos perceber que a altura da estrutura conica das
ciclodextrinas naturais € a mesma, porém, o volume e o didmetro da cavidade interna variam
de acordo com a quantidade de moléculas de glicopiranose. O volume e o didmetro das CDs
sdo caracteristicas determinantes sobre quais moléculas possuem o melhor encaixe na

cavidades (PINHO et al., 2013).

Quadro 2: Propriedades fisico-quimicas das ciclodextrinas naturais.

. P.M. D.I. D.E. Altura V.C. S.A.

RN (g/mol) A) A) A) (mm’) | 25° (%m/v)
a-CD 6 972 4,7-5,3 13,7 79+0,1 17,4 14,5
pB-CD 7 1135 6,0-6,5 15,3 79+0,1 26,2 1,85
v-CD 8 1297 75-8,3 16,9 7.9+0,1 42,7 23,2

Fonte: Quadro retirado de (Fahning e Lobdo, 2011). N°: Nudmero de Unidades de Glicopiranose; PM: Peso
Molecular; D.I.: Diametro Interno da cavidade; D.E.: Diametro Externo da cavidade; V.C.: Volume da
Cavidade; S.A.: Solubilidade Aquosa.

A B-Ciclodextrina, também conhecida como B-dextrina de Schardinger, Ciclomalto-
heptose, cicloheptaglucano ou cicloheptaamilose, ¢ mais utilizada na industria farmacéutica,
devido a disponibilidade e baixo custo (CHIERENTIN, 2013), além de sua cavidade ser capaz
de interagir com a maioria das moléculas de interesse (massa molecular entre 100 e 400

g/mol) (AGUIAR et al., 2014).

3.3.2 Formacao do Complexo
A conformacgdo espacial das ciclodextrinas é uma caracteristica essencial para a
formacdo de Complexos de Inclusdao (CI), com o encaixe de uma molécula apolar (lipofilica)

na sua cavidade central hidrofébica, podendo a CD envolver todo o héspede no interior de sua
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cavidade ou apenas uma por¢cdo (GUERRERO, 2006; PINHO et al., 2013). Esse referido
processo de complexacdo molecular entre "hospede" e CD ndo envolve ligacdes covalentes.
Por serem forgas intermoleculares, as ligacdes envolvidas na formacdo do complexo de
inclusdo sao dependentes do ajuste da molécula na cavidade hidrofébica (CHIERENTIN,
2013).

A formagdo do complexo ocorre no nivel supramolecular, com a substitui¢do de
moléculas de adguas presentes no interior da CD pelo héspede lipofilico (MANAKKER et al.,
2009). Durante a complexa¢do ocorre uma diminui¢do da entalpia do sistema devido a
substituicdo de moléculas de agua (elevada entalpia) por moléculas hospedes (menor
entalpia), sendo, portanto, um processo energeticamente viavel, ocorrendo, por esse motivo,
de forma espontanea (LYRA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2011; AGUIAR, 2013).

Para a complexacdo, € importante haver um ajuste tridimensional entre a CD e a
molécula "hospede”, bem como de um equilibrio entre as for¢as que atuam na formag¢ado do CI
(JUG; BECIREVIC-LACAN; BEAIREVIA-LAEAN, 2008; MENEZES, 2015). As principais
forcas intermoleculares sao interacdes hidrofébicas (GUEDES et al., 2008), modificacdes na
superficie do solvente (MANAKKER et al., 2009), pontes de hidrogénio, interacdo de Vander
Waals e interacdo de transferéncia de carga (LIU; GUO, 2002; GUERRERO, 2006;
MENEZES, 2015), estabilizando o arranjo dindmico encontrado nos CI (LYRA et al., 2010).
Quatro tipos de estequiometria podem ser formadas entre Hospede/CD, como demonstrado na

Figura 6: 1:2; 2:2; 1:1; 2:1, sendo a 1:1 a mais comum (SONG et al., 2009).

Figura 6: Possiveis Relacdes estequiométricas entre Hospede/CD.

1:2 2:2 1:1 2:1

Fonte: Adaptado de Chierentin (2013).
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As diversas forcas atuantes na interacdo Hoéspede/CD sdo formadas e quebradas
constantementes, com meia-vida de formacdo/dissociagdo de fracdes de segundos,
significando que os complexos de inclusdo estdio em continuo processo de formacgdo e
dissociacdo (STELLA et al., 1999; GUEDES et al., 2008; SALUSTIO et al., 2011).

A complexacdo ndo € uma simples mistura, as propriedades fisico-quimicas do
complexo formado ndo sdo as mesmas das substancias que reagiram para a sua formagdo. A
solubilidade, reatividade quimica, absor¢cao UV, retencdo de drogas, estabilidade quimica, e
permeabilidade através de membranas estdo entre as propriedades fisico-quimicas afetadas
(DRUNKLER; FETT; LUIZ, 1999; HIROSE, 2001; CHIERENTIN, 2013).

Devido suas caracteristicas estruturais, os complexos de inclusdo melhoram a
solubilidade das moléculas hdspedes e as protegem de condicdes danosas como temperatura,
pH, oxidacdo e luz, podendo aumentar a vida ttil do farmaco e reduzir a concentragao da
substancia necessaria para produzir um determinado efeito esperado (DRUNKLER; FETT;
LUIZ, 1999; JAGDALE et al., 2012; PINHO et al., 2013), reduzindo os efeitos colaterais, tais
como irritacdes gastrica, dérmica ou ocular, e prevenindo interagdes medicamentosas
(GUEDES et al., 2008; LYRA et al., 2010; LIMA et al., 2016a).

A utilizacdo de complexos Hospede/CD aumenta a biodisponibilidade do farmaco,
com consequente aumento de sua concentracdo na superficie da barreira bioldgica (CHALLA
et al., 2005), permitindo sua passagem por esta barreira (TEIXEIRA, 2008).

Os sistemas de entrega de medicamentos, proporcionados pela complexacdo de
farmacos com ciclodextrinas, permitindo a liberacdo controlada de farmacos, oferece

indimeras vantagens para diversos tipos de tratamento terapéutico (AGUIAR et al., 2014).

3.3.3 Estudos sobre atividade antibacteriana

As Ciclodextrinas transportam moléculas lipofilicas até as membranas celulares
(GUEDES et al., 2008) e o contato direto dos compostos complexados com a membrana
celular, aumentam o contato do composto hdspede com a membrana, provavelmente em
decorréncia de diferencas de cargas (TEIXEIRA, 2008). Porém, devido seu grande peso
molecular, em geral, as CDs ndo atravessam as membranas lipofilicas (ARUN; ASHOK;
SRAVANTHI, 2008), penetrando no interior das células apenas a forma livre do farmaco em
equilibrio no complexo, exercendo desta forma seus efeitos bioldgicos (LOFTSSON et al.,

2003).
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A liberagdo/retencao do composto hospede pela CD varia de acordo com vérias
caracteristicas do composto complexado, a saber: peso da molécula, forma, funcdo quimica,
polaridade e volatilidade, e por isso, os efeitos dos firmacos podem ou nao serem melhorados
com a utilizacdo das CD (GUERRERO, 2006).

Resultados diversos sdo encontrados na literatura, indicando resultados positivos e
negativos quanto a atividade antibacteriana, dependendo do composto complexado.

Estudos de Matos-Chamorro et al. (2010) e Guerrero (2006) apontam auséncia de
efeito antimicrobiano do o6leo essencial de orégano e do Oleo essencial de canela,
respectivamente, quando complexados com B-ciclodextrina.

Compostos fendlicos complexados com -ciclodextrina tiveram sua atividade
antibacteriana diminuida contra cepas Gram-positivas, quando comparados aos controles,
devido a uma possivel reducdo da interagdo dos compostos fendlicos com a membrana
bacteriana (PINHO; SOARES; HENRIQUES, 2015).

Por outro lado, estudo sobre a atividade de clorexidina complexada com pB-
Ciclodextrina em bactérias periodonticas demonstrou uma CIM menor do que clorexidina
isoladamente (CORTES et al., 2001; GALICE et al., 2006).

Segundo Oliveira (2007) resultados tao diversos sdo possiveis porque a complexacao
de um composto com ciclodextrina implica mudangas estruturais e conformacionais do
mesmo, formando nanoesferas com mudangas estruturais. Estas mudancas provavelmente
refletem sobre as propriedades antimicrobianas.

Quanto a atividade antibacteriana direta, também existem divergéncias entre os
estudos. Enquanto que Oliveira (2007) demonstrou falta de atividade antibacteriana da f-CD
contra cepas de Porphyromonas gengivalis e Aggregatibacter actinomycetemcomitans, estudo
realizado por Uekama (2004) relatou uma agao direta de ciclodextrinas sobre a membrana,
causando lise celular, devido a remoc¢do do colesterol presente nas membranas, aumentando

sua fluidez.
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3.4 Bactérias

A resisténcia bacteriana aos farmacos estd diretamente relacionada a estrutura de
cada tipo de bactéria (BLAIR et al., 2014). As bactérias Gram-positivas possuem uma parede
celular espessa e continua de peptidoglicano, enquanto que as bactérias Gram-negativas
possuem uma camada fina e ndo continua recoberta por uma membrana externa (TORTORA
et al., 2012).

Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa sao importantes
bactérias patogénicas humanas, com cepas resistentes a varios agentes antimicrobianos de
importancia para a saude publica, podendo, desta forma, ser utilizadas no monitoramento da

resisténcia a antibidticos (BOSS; OVERESCH; BAUMGARTNER, 2016).

3.4.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus € uma bactéria Gram-positiva presente na microbiota normal
do corpo humano, colonizando a nasofaringe humana e a pele de 30% da popula¢ao de forma
assintomatica, sendo, pois, um patdgeno oportunista, responsavel por diversas infecc¢oes
hospitalares e comunitarias, que variam desde lesdes superficiais na pele e tecidos moles a
endocardites e sepses. E, ainda, responsavel por 45% das toxinfec¢des em todo o mundo
(FRIDKIN et al., 2005; FITZGERALD, 2014; CROSBY et al., 2016).

Diversos mecanismos podem explicar sua capacidade de provocar doengas, entre os
quais: presenga de capsula celular, camada de peptidoglicano, 4cidos teicoicos, sintese de
enzimas e toxinas extracelulares (COUTINHO et al., 2010b; NOSTRO et al., 2004). Dentre
0s mecanismos presentes no S. aureus capazes de protegé-lo das defesas naturais do corpo
humano, a formagao de biofilme relacionado a expressao de genes de resisténcia tem destaque
na resisténcia da espécie contra antibioticos (SCHWARTBECK et al., 2016).

Entre as cepas de Staphylococcus aureus resistentes a antibidticos, destacam-se a
Staphylococcus aureus resistentes a oxacilina (SARO), S. aureus resistentes a oxacilina
adquiridos na comunidade (AC-SARO) e Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA). As duas primeiras surgiram ao longo da década de 60, e apresentavam resisténcia
aos antibidticos B-lactamicos (FINAN et al., 2001; SOUSA et al., 2011). Cepas de MRSA
estdo ligadas a genes de prevaléncia muito alta (acima de 85%) em paises da Africa
(CONCEICAO et al., 2016), apresentando taxas de mortalidade préximas a 20% em todo
mundo (KLEVENS et al., 2007; CROSBY et al., 2016).
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3.4.2 Escherichia coli

A Escherichia coli é a bactéria Gram-negativa mais conhecida pela comunidade
cientifica, devido o seu uso em laboratérios como modelo bioquimico e genético
(TENAILLON et al., 2010). E uma espécie versatil, habitando o trato digestivo inferior dos
vertebrados de forma comensal, sendo a bactéria aerobica mais prevalente do trato digestivo
humano, atingindo uma densidade de 10® unidades formadoras de coldnias por grama de fezes
(SMATI et al., 2013; CLERMONT et al., 2016). Apesar de integrante da microbiota
intestinal, cepas virulentas podem causar infec¢des responsaveis por cerca de 1 milhdo de
mortes humanas anualmente (LESCAT et al., 2016; TOURRET et al., 2016; TENAILLON et
al., 2010). Uma das infec¢des mais relacionadas a cepas resistentes de E. coli s@o as infecc¢des
do trato urinario (ITUs), respondendo estas, por 50-90% de todas as ITUs (TOURRET et al.,
2016; FOXMAN, 2010).

Distinguem-se trés grandes fen6tipos de E. coli: E.C. ndo patogénico, encontrada em
doentes imunocompetentes; E.C. patogénico intestinal (InPEC), associados com diarreia leve
a grave em seres humanos; e E.C. patogénico extra-intestinal (ExPEC), responsaveis por
infec¢oes fora do trato digestivo humano, tais como infec¢des do trato urindrio, meningite,
abscessos e septicemia (TOURRET et al., 2016; KAPER et al., 2004). As cepas de ExPEC
causadoras de ITUs expressam fatores de viruléncia que permitem-nas migrar € se instalarem
no trato urinério, os quais incluem adesinas responsaveis pelo reconhecimento de receptores,
secrecdo de proteases e toxinas e mecanismos para absor¢do de ferro do hospedeiro
(FLORES-MIRELES et al., 2015). Cepas patogenas de E. coli adquirem resisténcia aos
antibioticos facilmente, podendo esta resisténcia estar associada a mutagcdes de origem
plasmidica ou cromossdmica (CLERMONT et al., 2016).

Estirpes multirresistentes de E. coli estdo se tornando uma preocupa¢ao mundial em
termos de sadde publica, devido sua capacidade de inativar cefalosporinas de terceira geragao
(drogas usadas no tratamento de infeccdes por cepas de E. coli), através da producdo de
enzimas B-lactamases de espectro alargado (ESBL) mediadas por plasmideos (NGUYEN et
al., 2016). Tais cepas, responsaveis por bacteremias graves com taxas de letalidade entre 5 a
30%, tém se propagado nos ultimos anos, aumentando a resisténcia de E.coli a maioria dos
antibioticos (CLERMONT et al., 2016). Elevadas prevaléncias de E. coli produtoras de ESBL
foram relatadas em paises asiaticos, alcancando a taxa de 65,0% na China, sendo transmitidas

através da cadeia alimentar. Estudo sobre estas estirpes demonstraram altas taxas de
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N

resisténcia a antibidticos das classes dos aminoglicosideos, sulfonamidas e penicilinas,

alcancando 100% para a ampicilina (NGUYEN et al., 2016).

3.4.3 Pseudomonas aeruginosa

A Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria Gram-negativa versatil, ndo
fermentadora, capaz de se adaptar a diversos tipos de ambientes, desde os mais favoraveis aos
mais pobres em termos nutricionais (VAZ et al., 2016), desenvolvendo-se em diversos nichos
ecologicos (STOVER et al., 2000).

E um agente patogénico oportunista, responsavel por infec¢des pulmonares em
pacientes imunocomprometidos (HALL et al., 2017). Cepas patogénicas surgiram devido
mudancas ambientais relacionadas ao uso de antimicrobianos, que forcaram o
desenvolvimento de fatores para competirem com outras bactérias do meio e de mecanismos
de resisténcia aos antibidticos, tornando as infeccdes por P. aeruginosa dificeis de tratar
(STOVER et al., 2000). E responséavel por causar uma grande variedade de infeccdes agudas e
cronicas com relevantes indices de morbi-mortalidade, principalmente entre os pacientes
imunocomprometidos ou com condi¢des clinicas pré-existentes, tais como HIV, insuficiéncia
renal e insuficiéncia cardiaca congestiva (DAVIS; BROWN, 2016; JORGENSEN;
FERRARO, 2009).

As principais infec¢des causadas por P. aeruginosa sao Infeccdes do Trato Urinério
(ITUs), pneumonia (STOVER et al., 2000) e infeccdes no trato respiratdrio inferior,
apresentando uma taxa de 30% de resisténcia aos antibidticos padroes (DAVIS; BROWN,
2016; AKPAKA et al., 2002). Fatores especificos determinam a atividade patogénica
observada em cepas de P. aeruginosa, tais como alteragdes fenotipicas, formagao de biofilme
e expressao de fatores de viruléncia (RIOU et al., 2016). Entre os véarios fatores de viruléncia
secretados por P. aeruginosa estdo a producao de toxinas, lipases e proteases (STOVER et al.,
2000; MAURA et al., 2016). Das quatro vias de secrecdo de proteases relacionadas com
viruléncia de bactérias Gram-negativas, trés delas sdo encontradas em P. aeruginosa (proteina
de transporte ABC AprD, proteina de fusdo de membrana AprE e proteina de membrana
externa da familia AprF) (STOVER et al., 2000).

Pseudomonas aeruginosa é capaz de realizar adaptacdes genotipicas e fenotipicas
durante a infeccao (VAZ et al., 2016) e devido essa propriedade, ela é capaz de gerar cepas

resistentes durante o tratamento (RIOU et al., 2016). Essas adaptacdes incluem
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impermeabilidade da membrana, bomba de efluxo, formacdo de biofilme e expressdo de

enzimas que inativam os antibidticos (DAVIS; BROWN, 2016; LANDMAN et al., 2007).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material Vegetal

Folhas de Hyptis martiusii Benth (OEHM) foram selecionadas e colhidas por
Andreza Guedes Ramos Barbosa, na Floresta Nacional do Araripe, no Sitio Barreiro Grande,
7°21°50” S e 39°28°39” W, altitude 930m, em Crato-CE. Um voucher do espécime foi
depositado no Herbério Carirense Dardano de Andrade Lima - HCDAL da Universidade
Regional de Cariri — URCA, sob o nimero 8394, identificado pela Prof. Dra. Maria Arlene

Pessoa da Silva. As folhas foram utilizadas no processo de obten¢do do 6leo essencial.

4.2 Compostos Quimicos

O Oleo Essencial de Hyptis martiusii Benth (OEHM) foi cedido pelo Laboratério de
Farmacologia e Quimica Molecular (LFQM) da Universidade Regional do Cariri — URCA. A
composi¢cdo quimica do Oleo foi caracterizada por Barbosa e colaboradores (2017),
encontrando como compostos majoritarios o 1,8-cineol (monoterpeno) 34,58 %, o d-careno
(monoterpenos) 21,58 %, a Canfora (terpenoide) 5,17%, o Limoneno (monoterpeno) 4,94 %,
o Germacreno B (sesquiterpeno) 3,39 % e o a-pineno (monoterpeno) 2,98 %. A B-
Ciclodextrina foi adquirida junto a empresa Sigma-Aldrich® (EUA) e o complexo do
EOHM/B-Ciclodextrina foi preparado no Departamento de Farmécia da Universidade Federal
de Sergipe.

4.3 Cepas Bacterianas

As bactérias utilizadas nos testes foram obtidos através de linhagens cultivadas no
Laboratério de Microbiologia e Biologia Molecular (LMBM) da Universidade Regional do
Cariri (URCA). Foram utilizadas trés linhagens de bactérias padrdo (Escherichia coli ATCC
25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027), e trés
linhagens multirresistentes (Escherichia coli 06, Staphylococcus aureus 10 e Pseudomonas
aeruginosa 15).

O perfil de resisténcia das bactérias utilizadas esta descrito no Quadro n° 3.
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Quadro 3: Perfil de Resisténcia das cepas utilizadas:

Bactéria Fonte Perfil de Resisténcia

Escherichia coli 06 Cultura de Urina Ca, Cef, Cf, Cro.

Amc, Amox, Amp, Asb, Azi, Ca,

Staphylococcus aureus 10 Swab retal Cef, Cf, Cip, Cla, Clin, Lev, Mox,
Oxa, Pen.
Pseudomonas aeruginosa 15 Ponta de catéter Cip, Ctz, Imi, Lev, Mer, Ptz.

Amp - Ampicilina; Asb - Ampicilina + Sulbactam; Amox - Amoxicilina; Amc - Amoxicilina + Ac. clavulamico;
Azi - Azitromicina; Ca - Cefadroxil; Cf - Cefalotina; Cef - Cefalexina; Cla - Claritromicina; Cro - Ceftriaxona;
Ctz - ceftazidima; Cip - Ciprofloxacino; Clin - Clindamicina; Imi - imipenem; Eri - Eritromicina; Oxa -
Oxacilina; Lev - Levofloxacino; Mer - meropenem; Mox - Moxifloxacino; Pen - Penicilina; Ptz - Piperacilina +
Tazobactam. Fonte: Lima et al. (2016b).

Cada linhagem bacteriana foi previamente cultivada em placas de Petri com HIA
(Heart Infusion Agar) e incubadas na estufa bacteriolégica a 37 °C.

A solugdo foi preparada diluindo 4 g de HIA para cada 100 mL de 4gua destilada.
Com a solucdo ja preparada na sua concentracdo de uso, foram vertidos 20 mL de HIA em
cada placa de Petri e esperado sua solidificagdo dentro do fluxo laminar com luz UV ligada.
Apo6s a solidificagdo, foi feito semeadura das cepas bacterianas em cada placa e levadas a

estufa. As bactérias usadas nos testes foram retiradas destas placas apds 24 h de crescimento.

4.4 Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM):

Foi adotado o procedimento de microdiluicio em caldo recomendado por NCCLS
M7-A6 (CLSI, 2008) adaptado. Um arrasto bacteriano foi retirado das placas de Petri
previamente cultivadas e entdo diluidos em tubos de ensaio contendo 3 mL de Soro
Fisiolégico (SF) a 0,9%. A turvacdo de cada tubo de ensaio foi entdo comparada com a
turvacdo da escala 0,5 de McFarland (1 x 108 UFC/mL), como mostrado na Figura 7. Este

procedimento foi feito em triplicata para cada bactéria.
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Figura 7: Preparacdo dos In6culos.

S-& -1

S.a. ATCC 25923 3 ml de SF 0,9% S.a. ATCC Escala 0,5 de
25923 Me Farland

Fonte: Autor . SA: Staphylococcus aureus; ATCC: American Type Culture Collection; SF: soro fisiolégico.

Foram preparados 54 tubos eppendorfs® (6 bactérias x 3 Compostos x Triplicata), 9
para cada estirpe bacteriana, contendo cada um deles 1,5 mL de solu¢do composta por 1350
pL. de BHI (Brain Heart Infusion Broth) a 10% e 150 pL do in6culo bacteriano. A preparagdo

dos eppendorfs® esta demonstrada na Figura 8.

Figura 8: Preparacao do Eppendorf® para as placas de microdilui¢ao.

100 pL da solicédo
sdo colocados em
cada poco da placa

e ugao (1950 il do OO000000
00000

BHI 10% + 150 pLde
Inoculo Bacteriano indculo O O

Fonte: Autor.

A placa foi preenchida no sentido numérico adicionando-se 100 pL da solugdo final
em cada pogo. Cada Eppendorf® preencheu uma coluna por placa, e apds o preenchimento e
identificacdo, procedeu-se a microdilui¢do seriada com 100 pL, por coluna, de cada composto
a ser testado, conforme Figura 9. As concentragdes das substancias variaram de 512 a 0,5
pg/mL nos pocos das placas. Apds a microdilui¢do, as placas foram levadas a incubadora por
24 horas a 37 °C. Ap0s esse periodo, a determinacdo da CIM foi feita utilizando-se a adi¢do

de 20 pL de resazurina em cada poco e observagdo ocular ap6s 1 hora (Fig. 9).
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Figura 9: Microdilui¢do seriada (A) e Leitura da placa (B) ap6s adi¢do de rezasurina.
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Fonte: Autor . OEHM: 6leo essencial de hyptis martiusii; CC: controle de crescimento.

A Resazurina apresenta coloragdes distintas nas suas formas oxidada e reduzida. A
forma adicionada no poco foi a oxidada (azul). A mudanca da coloracdo da resazurina de azul
para rosa indica que o crescimento bacteriano superou uma densidade celular acima de 10°
UFC/mL nos pogos (GALLUCCI et al., 2009). Apdés a adi¢do de resazurina, a placa
permaneceu por um periodo de uma hora em temperatura ambiente para que ocorresse a
reacao (PEREIRA et al., 2015).

A CIM foi averiguada através da observacao de turvacao visivel em cada pogo e da
mudanca de cor provocada pela resazurina. Os pogos com as mais baixas concentragdes dos
produtos testados, nos quais a resazurina permaneceu azul, indicaram a CIM, expressa como
média geométrica da triplicata, constatando qual a menor concentracdo do produto capaz de

inibir o crescimento bacteriano (GALLUCCI et al., 2009; SALES et al., 2014).
4.5 Efeito Modulador dos Compostos na Atividade de Antibiéticos de Uso Clinico
Para verificar se os compostos testados modificariam a acdo dos antibidticos frente

as cepas bacterianas, foi utilizado o método proposto por Coutinho et al. (2008b). Os

compostos foram testados em concentracdes ndo inibidoras do crescimento bacteriano por
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acdo direta, e para isso foi usada a concentragdo sub-inibitdria (CIM/8) dos compostos para
cada bactéria.

Foram preparados tubos eppendorfs® contendo cada um deles, um volume total de
1500 pL, compostos por 150 pL. da suspensdo bacteriana (correspondente a 10% da solugido),
o correspondente a CIM/8 pL. do composto a ser testado e o volume restante de BHI 10%.
Para o controle, foram preparados tubos eppendorfs® com 1,5 mL de solu¢do, contendo 1.350
uL de BHI 10% e 150 pL. de suspensdo de microrganismos. Os antibidticos usados na
modulacdo foram a norfloxacina, a gentamicina e o imipenem. Os eppendorfs® dos testes e

dos controles estdo esquematizados na Figura 10.

Figura 10: Composi¢ao dos Eppendorfs® utilizados no teste de modulacao.

OEHM B-Ciclodextrina OEHM:[-Ciclodextrina Controles

1.162 uL de BHI 10% 1.162 uL de BHI 10% 1.162 uL de BHI 10% .
SA 10 150 pL Inéculo 150 L Inéculo 150 pL Inéculo 1.350 pL de BHI 10%

188 pL Composto 188 pL Composto 188 pL Composto 150 pL Inéeulo

1.162 pL de BHI 10% 1.162 uL de BHI 10% 1.162 pL de BHI 10% o
PA 15 150 pL Inéeulo 150 L Indculo 150 pL Inéculo 1.350 L de BHI 10%

188 pL Composto 188 uL Composto 188 pL Composto 150 pL Inéeulo

1.162 uL de BHI 10% 1.162 pL de BHI 10% 1.162 uL de BHI 10% o
EC 06 150 pL In6culo 150 pL Inéculo 150 pL In6culo 1.350 L c}e BHI 10%

188 uL Composto 188 UL Composto 188 uL Composto 150 pL Inéeulo

Fonte: Autor. OEHM: 6leo essencial de hyptis martiusii; BHI: brain heart infusion.

A placa foi preenchida no sentido numérico adicionando-se 100 pL desta solu¢do em
cada poco. Em seguida, 100 pL do antibidtico foi homogeneizado ao primeiro pogo,
procedendo a microdilui¢do em série, numa propor¢do de 1:1 até o pendltimo poco. Todos os
procedimentos foram realizados em triplicata. O procedimento para obtenc@o dos valores da

modulacao foram os mesmos utilizados na CIM.

4.6 Analise Estatistica

Os dados foram analisados através de um teste ANOVA de duas vias, utilizando a
média geométrica das triplicatas como dado central e o Desvio Padrdo, através do programa
estatistico GraphPad Prisma 5.0. Em seguida foi realizado um teste de Bonferroni post hoc

(onde p < 0,05 e p <0,0001 sao considerado significativo e p > 0,05 ndo significativo).
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Cyclodextrins (CDs) have been used as important pharmaceutical exdpients for improve the
physicochemical properties of the drugs of low solubility as the essental oil of Hyptis martiusii This
oil isimportant therapeutically, but the low solubility and bioavailability com promises your use, Therein,
the aim of this study was to obtain and to characterize physico-chemically the samples obtained by
physical mixture (PM), paste complexation ( PC) and slurry complexation (SC) of the essential oil Hyptis
martiusii (EOHM) in B-CD, and to compare the antibacterial and modulatory-antibiotic activity of
products obtained and oil free. The physicochemical charactenization was performed by differential
scanning calorimetry (DSC), thermogravimetry/denivative thermogravimetry (TG/DTG), scanning
electron microscopy (SEM), X-ray diffraction (XRD) and Kard Fischer titration. Additionally, the
antibacterial tests were performed by microdilution technique. Thus, it was observed that the PM
method showed low complexing capacity, unlike PC and SC in which it was observed the formation of
inclusion complexes. In addition, the second stage of the TG/DTG curves showed that 5C was the best
method inclusion with mass loss of 6.9% over the PC that was 6.0%. The XRD results corroborate with the
results above suggesting the formation of new solid phase and the SEM photomicrographs showed the
porous surface of the samples PC and SC. The essential oil alone demonstrated an antibacterial and
modulatory effect against the S gureus and the Gram negative strain, respectively. However, the 3 -CD and
the inclusion complex did not demonstrate any biological activity in the performed antibacterial assays

© 2017 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

suaveolens, Hyptis pectinata, are characterized by the presence of
essential oils with pharmacological properties, such as antibacte-

The Hyptis genus belongs to the Lamiaceae family and is used in
the folk medicine as an alternative therapy in the diseases
reatment Some of these species, such as Hypiis fruticosa, Hyptis

* Corresponding author at: Laboratdrio de Microbiologia e Biologia Molecular,
Universidade Regional do Carirl, Crato, Ceard, Brazil. Tel: +55 88 3102 1212/88 3102
1204.

E-mail address: hidmeoutinho@gmaiLeom (HDM. Coutinho),

http:| fdx dotorg10L10164, biop ha 2017.01.158
0753-3322/@ 2017 Elsevier Masson SAS, All rights reserved,

rial [1], andseptic [2], antivlcer [3], antinociceptive [4], anti-
inflammatory|5,6], among others.

The species Hyptis martiusii Benth, known as “cidreira do
campo” or “cidreira brava” is a small shrub, commonly found in the
northern, southeastern and northeastern Brazil [7]. In folk
medicine, infusion or decoction of Hypris martuisii leaves are used
to combat diseases of the gastrointestinal tract while the decoction
of the root misused to combat inflammation of ovaries [8]. In
studies with Hyptis martiusii species were identified a number of
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activities, including cytotoxic and antiproliferative effects in
certain tumor cell lines [9,10}, insecticidal activity [11 ], antimicro-
bial [12] and antiulcerogenic [13 ], highlighting the pharmacologi-
cal potential of this specie.

In this context, essential oils can be defined as complex
mixwures of volatile organic compounds produced as secondary
metabolites of plants. Many of them have demonstrated antibac-
terial activity, alone or associated with antibiotics, by different
mechanisms, difficulting the bacterial adaptation and avoiding the
resistance surveillance [14,15]. They are made up of hydrocarbons
and oxygenate compounds [16]. In the literature, the Hyptis
martiusii essential oil (EOHM) is described as comprised of mono-
and sesquiterpenes, and has as major component 18-cineole
(24.3%), 8-3-carene (22.5%), bicyclogermacrene{6.3%) and B-car-
yophyllene (6.2%) [17].

Thus, the incorporation of volatile oils in cyclodextrins has been
applied to protect the compounds against temperature, axidation,
evaporation and humidity [18]. The use of complexing molecules
can be used to combat the bacterial resistance also, reducing the
concentration of the drugs and the necessary doses used in the
treatment |19]. Besides, the use of molecules with characteristics
of to form inclusion complex as CDs associated with antimicrobial
drugs can be enhanced the water solubility and extend the half-life
in the system of these drugs [20].

Cyclodextrins ((Ds) are oligosaccharides composed of 6, 7, 8 or
9 glucopyranose units (a-, B-, y- or &CD, respectively), with a
relatively hydrophilic surface and a hydrophobic central cavity
|21,22]. The cyclodextrin inclusion complex formation has been
successfully applied to enhance the chemical stability, solubility
and bioavailability of poorly soluble compounds [22-24) The
minimum requirement for the complex to be formed is the
compatibility of sizes and geometries between the CD cavity and
the guest It has also to consider the hydrophobic character of the
guest, thus the polarity is a conditioning factor in the formation of
the inclusion complex [25].

The objective of this study was to elucidate the complexation of
EOHM in B-CD, by different methods, and to evaluate the
antibacterial and modulatory-antibiotic effect of the best formu-
lation obtained in comparison of oil free. The samples were
characterized by differential scanning calorimetry (DSC), ther-
mogravimetry/derivative thermogravimetry (TG/DTG), scanning
electron microscopy (SEM), X-ray diffraction (XRD) and moisture
content determined by Karl Fischer titration method.

2. Material and methods
2.1. Material

The B-CD{Lot#041M1759V; purity >97%) was purchased from
Sigma-Aldrich (USA) and the EOHM was extracted by hydro-
distillation of Hyptis martiusii leaves collected in the savannah area
of the Chapada do Araripe (Barreiro Grande Farm, Crato-Ce,
7°21'50" S;39°28'39" W, elevation: 930 m)in May/2012. A voucher
of the plant specimen was deposited in the Carirense Diardano de
Andrade Lima Herbarium - HCDAL of the Regional University of
Cariri - URCA, under registration number 8394. The plant was
identified and classified by Prof. Maria Arlene Pessoa da Silva.

2.2, Sample preparation

2.2.1. Extraction of the essential ofl

Fresh leaves samples (3.950 g) from their natural habitat were
collected, washed in running water, pulverized submitted to
hydrodistillation {4 h) using a modified clevenger-type apparatus.
The biphasic mixture is formed by the essential oil in the superior
phase and the aqueous phase, which is separated through

decantation, dried over anhydrous Na;SO,, kept in amber bottle
flask and maintained in temperature lower than 4°C. The yield
(0.34%, wfw) of essential oil was calculated based on oil volume
produced and fresh leaves mass in kg. The oil of yellowish
coloration and characteristic odor was evaluated.

3. Complexation with B-cyclodextrins ([3-CD)

The samples were prepared by techniques of physical mixture
(PM), paste complexation { PC) and slurry complexation (SC). Thus,
in the PM method, EOHM (154 mg, based on the molecular weight
of the major component, 1,8-cineole) and the B-CD (1135 mg) were
mechanically mixed by 10 min in the molar ratio of 1:1 in ambient
temperature. For to obtain the PC, the EOHM (154 mg) and B-CD
(1135mg) were mixed with the aid of a mortar and pestle (1:1
molar ratio) and adding then 2.0mL of distilled water with
constant manual stirring until forming a paste. Then, the material
was kept in a desiccator until dry. Finally, the SCwas performed by
mechanical mixture of EOHM (154 mg) and B-CD (1135 mg) in a
molar ratio of 1:1 and then 20mL of water was added, and
remained under constant magnetic stirring at 150rpm for 36h.
Subsequently, the material was stored in a desiccator until dry.

3.1. Differential scanning calorimetry | DSC)

The EOHM, B-CD, PM and of inclusion complexes samples were
subjected to DSC test. The DSC curves were obtained using a DSC-
50 cell, from Shimadzu, using a heating rate of 10°C/min. The DSC
curves were obtained between 25 and 500°C under a dynamic
atmosphere of Nz (50 mL/min), employing aluminum capsules (Al)
containing ~2 mg of the samples. The DSC cell was calibrated with
indium (melting point 156.6 °C; AH . = 28.54]/g)and zinc (melting
point 419.6°C).

3.2. Thermogravimetry/derivative thermogravimetry (TG/DTG)

The EOHM, 3-CD,PM and inclusion complexes samples were
tested in a TG/DTG apparatus. The TG/DTG curves were obtained
using TGA-51 thermobalance, from Shimadzu, using a heating rate
of 10°C/min. The TG/DTG were conducted at 25-900°C range
under a dynamic atmosphere of N, (50mL/min) using platinum
(Pt) capsules containing ~-3 mg of the samples. The thermogravi-
metric system was verified using CaC20,4.H,0, reference substance,
in accordance with the ASTM standard.

3.3. Determination of moisture content by the Karl Fischer method

The moisture content of the PM and the inclusion complexes
were determined by Karl Fischer method, model Titrino Plus KF870
(Metrohm), and methanol (Fluka) was used as a titration solution.
Analyses were performed in triplicate,

3.4. Scanning electron microscopy {SEM}

The 3-CD, PM, PCand SC samples were mounted on aluminum
stubs subsequently plated with gold beams and viewed in an
electron microscope (JEOL JSM-G390-LV model) in acceleration
voltage of 12 kV.

3.5. X-ray diffraction (XRD)
The X-ray diffraction of the products were obtained in a

Siemens D 5000 equipment model with CuK,, tubes, in the range of
3-65" (26) and 1s at each step.
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3.6. Microbial strains

The bacteria used in the assays were obtained in the Laboratory
of Microbiology and Molecular Biology — LMBM, of Regional
University of Cariri - URCA. So, it was used Gram positive
(Staphylococcus aureus ATCC 25923 and a multidrug resistant S.
aureus 10) and Gram negative strains ( Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 and a multidrug resistant E.
coli 06 and P. aeruginosa 15). The resistance profile was previously
described by Lima et al [26].

3.7. Antibacterial and antibiotic assays

For this assay, it was performed the microdilution method using
microtiter plates with 96 wells [27]. The assays of antibacterial and
modulatory-antibiotic activity were performed as reported by
Coutinho et al. [12]. All assays were performed in triplicate and
using the follow compounds: OEHM, B-(D and the inclusion
complex obtained by SC method with concentrations ranging
between 1024 and 1 pg/mL The microtiter plates were incubated
by 24 h at 377 C. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was
determined wusing 20 pL of resazurine 0.01% on each well and
observing the change of colour. The MIC is defined as the lower
concentration that inhibits the bacterial growth [28].

3.8, Statistical analysis

The bacterial results were analysed using the geometric means
followed by ANOVA two-way with Bonferroni post hoc test
(P = 0,05 is considered significant).

4. Results and discussion
4.1. Complexation of EOHM inS-CD

The DSC curve of EOHM showed an endothermic event at
temperature range 28-140°C corresponding to its volatilization
(Fig 1). The B-CD curve showed three endothermic events followed
by an exothermic and subsequent decomposition step. The
endothermic events occurred in the range 32-121, 205-240 and
285-344°C. The first endothermic event was related to water loss
of B-CD [29] and the second endothermic event was a physical
process attributed to the change of crystalline phase [30]. Then
there was observed melting followed by degradation of B-CD.

Heat Flow /mW

a 100 200 300 400 500
Temperature [*C

Fig 1. DSC curvesindynamic Nz atmosphere of EOHM, B-CD, PM and the complex
EOHM B-CD obtained from PC and SC methods.

The DSC curve of PM presented four endothermic events
followed by decomposition. The events occurred in the following
temperature ranges: 67-97,99-132, 212-234 and 292-356°C. The
first two events represented a sum of EOHM and B-CD. The third
peak corroborated crystalline phase transition of 3-CD and finally,
the melting of B-CD followed by decomposition.

DSC curves of PC and 5C were different from PM and isolated
raw materials and showed endothermic peaks followed by
decomposition. In the PC events occurred in the following
temperature range: 30-148 and 295-358°C. In the SC curve, the
endothermic events occurred at 35-61, 62-134 and 297-356°C. In
curves of these last two methods were observed significant
differences mainly related to the reduction of the intensity of the
peak corresponding to loss of water and disappearance of the
endothermic event related to crystalline phase transition of the
pure B-CD.

The formation of inclusion complexes was also studied by TG/
DTG curves of EOHM, B-CD, PM, PC and SC samples. Fig. 2 shows
the TG/DTG curves of the samples and Table 1 lists mass losses
calculated from specific intervals for each material studied in this
paper and water percentages calculated by the Karl Fischer
method.

The TG results showed that the EOHM volatilized up to 170°C,
with a weight loss of 100% as showed in the DSC technique. In the
same temperature B-CD showed mass loss of 12.2% (%20 =13.42)
attributed to the molecule dehydraton (Step 1). Furthermore,
between 170 and 280°C, there was no significant weight loss,
characterizing the crystalline phase transition described in the
corresponding DSC curve, Thermal decomposition occurred after
280°C and through the DTG curve, it was confirmed that the
maximum decomposition temperature of B-CDis343°C[31].InPC
and SC curves, it was observed that in the range of 170-280°C
(Table 1) the mass losses were 6.0 and 6.9%, respectively. These
weight loss percentages were attributed to release of complexed
EOHM, since the free oil and B-CD had no significant weight loss at
this stage. In addition, the PM curve showed a low percentage of
weight loss in the same step, suggesting that this preparation
method is not effective in the complexation of EOHM in the B-CD
cavity. Furthermore, through the percentage of water values
obtained by Karl Fischer titration, as shown in Table 1, it was
observed a decrease in the percentage of water in the complex
when compared with the B-CD, This decrease can be indicative of
the formation of the inclusion complex, since the water molecules
of B-CD cavity were replaced by guest molecules [32].
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Fig. Z. TG{DTG curves in dynamic Nz atmosphere of EOHM, B-CD, PM and the
covmiplex BEOHM:R-CD obtained from PC and 5C methods.
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Table 1

Mass loss peroentage obtained by TG of EOHM, PM, PC and 5C and Water

TA Andrade et al f Blomedicne & Pharmacotherapy 89 (2017} 201-207

percentages aaleulated by Karl Fischer titration,

Sample % Hz0 (KF)  Amy (%) Amz (%) Ams (%) Amg %)
30-170°C  T170-28B0°C 280-400°C 400-900°C

EOHM  D0.52+0.03 100.00 - - -

B-CD 1342+069 122 03 631 214

PM 1355058 184 (15} 691 12.0

rC 12 =038 131 6.0 84.2 6.7

sC 12592024 102 [ 701 12.8

Fig. 3 shows the SEM images of 3-CD, PM, PCand SC, in different
magnifications. The B-CD showed different sizes crystals of
rectangular shape with some particles adhered on its surface, as
already described by other authors [33,34]. In referring to the PM
micrograph, no difference was observed between the particles
shape compared with the B-CD, suggesting the low complexing
ability of this method as reported by the thermoanalytical
techniques described above. As for the PC and SC samples, they
exhibited different forms when compared to PM and (3-CD. These
preparations appeared in the form of pellets with a porous surface

Hg 3. Photomicrographs of cross-sections (20 and 10 pm, 1 and 2, respectively) of A: B-CD, B:PM, C and D: EOHM:B-CD obtained by PC and 5C methods, respedively.
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Table 2
Minimum {nhibitory concentration values (pgiml),
Substances Bacteria
p-cD
; o SA. PA EC. SA PA, EC
Afce ATCC ATCC 10 15 06
25923 9027 25422
= L ) L l N PM B-cD >1024  >1024 1024 >1024 >1024 >1024
2 EDHM 32 >1024  >1024 1024 >1024 =1@4
~E EDHM: B-CD  >1024  >1024  >1024 =024  >1024 =124
= L PC SA. - Stephylocooous aurens; A, - Pseudomonaes aeruginess; EC — Eschendia coli;
I_L B-CD — B-cyclodextrin; EDHM — essential oil of Hy peis martiusii,
SC revealing an apparent interaction in the solid state between the

EOHM and B-CD.

Additionally, X-ray diffraction analysis (Fig. 4) has observed the
crystalline nature of the samples. Fiz 4 shows that the B-CD had
many reflections, features of its crystalline structure. In the PM was
observed some B-CD characteristics with substantial reductions in
Fg 4. X-ray difftaciograms of B-C0, PM and the mmplex EOHM:B-CO obtained the intensity, suggesting amorphization process. PC and 5C were

ol
=
o
"
=
N
A
w
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from PC and 5C methods, seen some B-CD reflections and the appearance of new peaks,
S dabed
E 2007
E 150 4
S 100 = NORFLOXACIN
Z s = 3-CD
s J mE E.OH.M
ﬁ 15 wo EOHM:B-CD
2 10
g
= 5
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Fg 5. Modulatory effect of B- CD, EOHM and the complex EDHM: B-CD in the antibiotc activity of norfloxacin against multidrug resistantstrains of 5 aureus 10, E_ coli 06 and
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which indicated the formation of a new solid phase, thus indicating
the formation of the inclusion complex EOHM/B-CD. Similar
results were obtained by Toropainen [35].

4.2, Antibacterial activity

The antimicrobial activity was evaluated by Minimum Inhibi-
tory Concentration - MIC (Table 2). The MICs for all compounds
were >1024 pg/mL, except when the essential oil of Hyptis
Martiusii was used against Staphylococcus aureus ATCC 25923
(MIC=32 pg/mL), according with previous work by Coutinho etal.
[12].

The essential oils of several plants from the genus Hyptis
demonsirated the best result against Gram- positive bacteria. This
fact can be explained due the external membrane present on
Gram-negative bacteria, with suppress the association of the
lipophilic compounds of the essential oil with the cell membrane
[36,37].

Besides all effects reported as solubility enhancement, better
adherence to the bacterial cell wall and higher bicavailability of the
drug [38], the B-CD alone or associated with the EOHM
demonstrated a MIC=1024 pg/mL  Assays using gama-CD
revealed none effect against none strains of 5. aureus, E. coli and
P. geruginosa [39] demonstrating that CD' has not an increased
antibiotic activity.

4.3. Antibiotic modulatory effect

The EOHM demonstrated a synergism when in association with
norfloxacin against P geruginosa 15, with a MIC reduction of 8 for
2 pg/mL(Fig 5) This effect can be explained by the high amount of
terpenes in the EOHM that enhances the influx of antibiotics by
alterations in the cell membrane permeability [40].

B-CD demonstrated different antagonistic effect when associ-
ated with the antibiotics and against all bacteria assayed. This
antagonism effect from the chelating effect of the B-CD with the
antibiotics [41,42 ).

The complex EOHM: B-CD demonstrated higher MICs when
compared with the EOHM alone, demonstrating that interaction
with the B-CD affected the modulatory effect of the EOHM. Thus,
the inclusion complexes demonstrated different physicochemical
properties in comparison with the pure compounds, indicating the
existence of new manner or molecular organization and chemical
interaction with cell systems [43].

Associated with the gentamicin, the EOHM demonsirated
synergism against E. coli 06, reducing the MIC of 32-20.15 pg/mL
(Fig. 6). Similar results were observed in the essential oil of
Cymbopogon citratus, a natural complex rich in compounds as
terpenes that reduced the MIC of E. coli of 156.25-39.06 pg/mL
[44].

Other works using natural products from Hyptis Martiusii as the
ethanol extract demonstrated a synergism against the strain E coli
27. This fact was associated with the inhibition of efflux systems
identified in this bacterium by the use of chlorpromazine (CPZ),
causing the same synergistic effect [45] and revealing the possible
mechanism of antibiotic activity enhancement

The B-CD did not demonstrate any modulatory effect against
the assayed Gram negative bacteria using gentamicin, however,
against the Gram positive one, the effect was an antagonism, When
associated with the gentamicin, the complex EOHM: B-CD
demonstrated antagonism against the Gram negative and Gram
positive bacteria assayed. When compared with the essential oil
alone, we can observe that the complexation with B-CD affect
directly the modulatory activity of the EOHM [46,47].

5. Conclusions

Based on these results, it was possible to observe that the
complexation of EOHM in B-CD cavity occurred in the preparations
of PC and SC. Additicnally, the second stage of TG (170-280°C)
showed that the SC was the best method since the inclusion
showed a weight loss of 6.9%, suggesting that the complexed oil
required a higher temperature to decompose compared to free
EOHM, that lost 100% of its mass up to 170°C.

The results obtained demonstrated the ant-staphylococcal
activity of EOHM and a synergistic effect when associated with the
gentamicin against the Gram negative bacteria. Indeed, this
essential oil is a potential source of compounds to be used in
the treatment of bacterial infections. However, the complex
EOHM: B-CD and B-CD alone hawve not antibacterial neither
modulatory antibiotic activity. This result is related with the B-CD
do not interect directly with the lipid bilayer as occur with the
EOHM alone. Due this fact, the §-CD do not disrupt neither affect
the cell membrane.
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6 DISCUSSAO

6.1 Atividade Antibacteriana Direta

A atividade anti-estafilocécica exibida pelo Oleo Essencial de Hyptis martiusii
(OEHM) ja havia sido demonstrada em trabalho anterior de Coutinho e colaboradores
(2008b), porém com o extrato etanolico da espécie.

Os mecanismos pelos quais os 6leos essenciais exercem seus efeitos antibacterianos
sdo, provavelmente, diversificados, por apresentarem em sua composicdo uma ampla
variedade de constituintes quimicos. Entre esses mecanismos, o dano a membrana celular € o
principal mecanismo de agdo dos Oleos essenciais (CARSON et al., 2002; BURT, 2004;
SWAMY; AKHTAR; SINNIAH, 2016). O aumento da permeabilidade da membrana é uma
consequéncia imediata do efeito danoso, afetando atividades fundamentais para o
metabolismo celular bacteriano como nutricio e produg¢do de energia (OUSSALAH;
CAILLET; LACROIX, 2006; TROMBETA et al., 2005).

Os principais componentes do OEHM foram os compostos terpenos, tendo como
composto majoritario o 1,8-cineol (Monoterpeno). O efeito antimicrobiano dos monoterpenos
sobre a membrana ocorre através de uma acdo lipofilica sobre os lipideos que a compde,
provocando desordem das proteinas membranares, alterando suas respectivas fungdes, bem
como alguns componentes acabam por penetrar no citoplasma e afetam alvos intracelulares
criticos para o metabolismo bacteriano (VALERIANO et al., 2012; CRISTANI et al., 2007).

Bactérias Gram-positivas sdo mais sensiveis a a¢do de 6leos essenciais de varias
plantas do género Hyptis (NANTITON; CHOWWANAPOONPHN; OKONOGI, 2007;
SANTOS et al., 2008), bem como aos compostos terpenos presentes nos Oleos essenciais,
quando comparadas as Gram-Negativas (ANGIENDA; HILL,2011).

Em artigo de Cristani et al. (2007), foram testados quatro terpenos (timol, carvacrol,
p-cymene e y-terpineno) contra cepas Gram-positiva (S. aureus ATCC 6538P) e Gram-
negativa (E. coli ATCC 15221), obtendo valores de CIM de 50% a 90% menores na cepa
Gram-positiva.

Além da membrana plasmatica e da parede celular, as bactérias Gram-negativas
possuem uma membrana mais externa, composta principalmente por lipopolissacarideos
(LPS), que forma uma barreira, cuja superficie externa apresenta caracteristicas hidrofilicas,
impedindo a entrada de compostos lipofilicos/hidrofobicos, tais como os dleos essenciais

(VAARA, 1992; HELANDER et al., 1998; BURT, 2004; SIKKEMA et al., 1994). Além da
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camada de LPS, bactérias Gram-positivas e Gram-negativas possuem diferentes composi¢des
membranares, gerando uma carga elétrica na superficie da membrana nos referidos
microrganismos. Essa carga de superficie protege a bactéria do contato direto com
antimicrobianos, entdo cargas diferentes exercem protecdo diferentes, levando a hipotese de
que esta diferenca de carga explica o melhor efeito antimicrobiano dos monoterpenos sobre as
cepas Gram-positivas (CRISTANI et al., 2007; BURT, 2004; RAUT; KARUPPAYIL, 2014).

Apesar de todos os efeitos relatados como aumento da solubilidade, melhor
aderéncia a parede celular bacteriana e maior biodisponibilidade do farmaco (TEIXEIRA,
2008), a B-Ciclodextrina (B-CD) sozinha ndo demonstrou atividade antibacteriana direta,
assim como no estudo de Oliveira (2007) sobre a B-CD contra cepas de Porphyromonas
gengivalis e Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Ensaios utilizando a y-CD também
revelaram nenhum efeito contra cepas de S. aureus, E. coli e P. aeruginosa (HANCI et al.,
2014), demonstrando que a CD ndo possui atividade antibidtica.

Quanto ao composto complexado OEHM/B-CD, sua falta de atividade
antimicrobiana direta corrobora com estudos de Matos-Chamorro et al. (2010) com 6leo
essencial de orégano encapsulado em B-ciclodextrina, contra leveduras, e com estudo de
Guerrero (2006), sobre o Oleo essencial das folhas de canela microencapsulado em f-
ciclodextrina sobre Alternaria alternata e Botritis cinerea.

Porém, estudos com bactérias periodOnticas demonstraram que clorexidina
complexada com [-Ciclodextrina apresentou melhor atividade antibacteriana do que
clorexidina pura, sobre estirpes de Aggregatibacter actinomycetemcomitans (CORTES et al.,
2001).

A complexacdo de um composto com ciclodextrina implica mudancgas estruturais e
conformacionais, assim como mudancas de suas propriedades fisico-quimicas, que podem
implicar diretamente sobre as propriedades antimicrobianas. Isso explicaria resultados tao

diversos (OLIVEIRA, 2007).

6.2 Efeito Modulador da Atividade Antibidtica

O OEHM demonstrou sinergismo quando em associacdo com Norfloxacina contra P.
aeruginosa 15, com uma reducdao da CIM de 8 para 2 pg/mL, e quando associado a
gentamicina, 0 OEHM demonstrou sinergismo contra E. coli 06, reduzindo a CIM de 32 a

20,15 pg/mL. Resultados semelhantes foram observados no dleo essencial de Cymbopogon
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citratus, um complexo natural rico em compostos como terpenos que reduziram a CIM de E.
coli de 156,25 a 39,06 pg/mL (LUCENA et al., 2015).

Este melhor efeito do OEHM sobre cepas Gram-negativas pode ser explicado pela
grande quantidade de terpenos no EOHM que melhora o fluxo de antibidticos por alteragdes
na permeabilidade da membrana celular (RIBEIRO et al., 2012). A cadeia de
lipopolissacarideos, presente na membrana mais externa que compde a estrutura de uma
bactéria Gram-negativa, dificulta a acdo de antibidticos na membrana (NICOLSON; EVANS;
OOTOOQLE, 1999). Substancias apolares (com carater hidrofébico) exercem uma acdo
lipofilica na membrana, afetando diretamente a estrutura do mosaico fluido da mesma,
tornando-a mais permedvel e instavel (GIBBONS, 2004). A permeabilizacao facilita a entrada
de antibiéticos (KNOWLES et al., 2005; ARMSTRONG, 2006).

A presenga de monoterpenos na mistura garante um carater lipofilico aos 6leos
essenciais e essa caracteristica permite a atuacdo dos 6leos essenciais sobre a fracdo lipidica
da membrana plasmatica microbiana, tornando-a permedvel a prétons e ions maiores
(CRISTANI et al., 2007), afetando ndo apenas sua propriedade de barreira fisica, mas também
processos metabdlicos essenciais e comprometendo a producdo de energia celular
(NICOLSON; EVANS; OOTOOQOLE, 1999; BURT, 2004).

Essa acdo lipofilica dos compostos terpenos sobre a membrana foi estudada por
Cristani e colaboradores (2007), testando quatro monoterpenos (timol, carvacrol, p-cymene e
y-terpineno). Através da anélise de curvas de entalpia e mudancga de temperatura, chegou-se a
conclusdo que esse mecanismo consiste da substituicdo de moléculas lipidicas da membrana
pelos monoterpenos, fluidificando a membrana no local da acéo.

A diferenca entre os efeitos modulatorios observados entre as duas cepas Gram-
negativas € devido a diferenca na composicdo da camada lipopolissacaridica (LPs) das
bactérias analisadas (CAMPEBELL et al., 2007, KURAHASHI et al.,, 1999, ANDRADE,
2013).

Outros trabalhos que utilizam produtos naturais de Hyptis martiusii, como o extrato
etandlico, demonstraram sinergismo contra a estirpe E. coli 27. Esse fato foi associado a
inibicao de sistemas de efluxo identificados nesta bactéria pelo uso de clorpromazina (CPZ),
causando o mesmo efeito sinérgico (COUTINHO et al.,, 2009d) e revelando o possivel
mecanismo de aprimoramento da atividade antibiotica.

A B-CD demonstrou efeito antagonistico diferente quando associado aos antibidticos

e contra todas as bactérias testadas. Este efeito antagdnico trata-se provavelmente de um
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efeito quelante da B-CD com os antibiéticos (GRANOWITZ; BROWN, 2008; PEREIRA et
al., 2015).

O complexo OEHM/B-CD demonstrou CIM maiores quando comparado com o
OEHM sozinho, demonstrando que a interagdo com o B-CD afetou o efeito modulador do
OEHM.

A acdo efetiva de uma substancia lipofilica sobre a membrana advém, dentre outros
fatores, de sua capacidade de solubilidade na solu¢ao (ASHFORD, 2005; ANDRADE, 2013).
A presenca de hidroxilas na face externa de compostos complexados, tornam suas superficies
hidrofilicas, o que aumentaria a solubilidade dos mesmos, melhorando, teoricamente, seus
efeitos antibacterianos (FAHNING; LOBAO, 2011; LIMA et al., 2016a; ARUN; ASHOK;
SRAVANTHI, 2008). Porém, essa nova conformagdo adquirida pelo complexo, por
possibilitar a formac@o de pontes de hidrogénio com 4dgua, aumentou seu carater hidrofilico,
diminuindo sua lipossolubilidade (ASHFORD, 2005), o que pode ter reduzido o efeito da
acdo lipofilica sobre a membrana (GIBBONS, 2004).

Assim, uma possivel explicacdo para os resultados obtidos, € que as propriedades
fisico-quimicas do complexo de inclusdo sdo diferentes em comparacdo com 0s compostos
puros, indicando a existéncia de novas formas ou organizacdo molecular e interagdo quimica

com sistemas celulares (OLIVEIRA, 2007).
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7 CONCLUSAO

+ O Oleo Essencial de Hyptis martiusii (OEHM) demonstrou a atividade anti-estafilocécica
contra a cepa padrio;

* O OEHM apresentou efeito sinérgico quando associado a Gentamicina e Norfloxacino
contra as bactérias Gram-negativas.

* Este 6leo essencial € uma fonte potencial de compostos a serem utilizados no tratamento de
infec¢Oes bacterianas, tanto de forma direta, quanto em associagdo com antibidticos.

* A atividade antibacteriana observada no OEHM provavelmente foi decorrente da acdo do
composto majoritario da mistura, o 1,8-Cineol.

* O complexo OEHM/B-CD e a B-CD sozinho ndo tém atividade antibacteriana, nem
moduladora da atividade antibidtica.

* De acordo com os resultados encontrados, a B-CD ndo interage diretamente com a
bicamada lipidica tal como ocorre com o OEHM sozinho. Devido a este fato, a -CD nao

perturba nem afeta a membrana celular.
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