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RESUMO

A crescente frequéncia de microrganismos resistentes nas instituicbes de saude,
tém evidenciado a necessidade pela busca de novas moléculas que possam permitir
uma melhoria no tratamento de infec¢gées por organismos patogénicos resistentes a
profilaxias convencionais. As plantas arométicas, bem como os respectivos Oleos
essenciais, sdo utilizadas ha séculos como flavorizantes, na fabricacdo de
cosmeéticos e perfumarias, e farmacologicamente com fins medicinais, o0 que tem
estimulado a procura por substancias biologicamente ativas e eficazes,
especialmente contra microrganismos. Os 0leos essenciais de plantas do género
Cymbopogon e seus componentes s&o reconhecidos por apresentarem atividade
antimicrobiana, antihelmintica, antiparasitaria, antiinflamatéria, anticonvulsivante e
antioxidante. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade bioldgica in
vitro do 6leo essencial da planta medicinal Cymbopogon winterianus Jowitt ex Bor,
popularmente conhecida como citronela. Foram utilizados os meétodos: teste de
difusdo em discos, concentracao inibitéria minima e curva de crescimento bacteriano
(método indireto) frente as cepas de referéncia da American Type Culture Collection
(ATCC) - Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Staphylococcus simulans ATCC 27851,
Entrobacter cloacaceae ATCC 23355, Proteus mirabilis ATCC 15290 Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Serratia marcescens ATCC 14756, Escherichia coli ATCC
35211 - e cepa de isolado clinico - Staphylococcus aureus 53581, além dos ensaios
de citotoxicidade pelo método de reducdo do corante tretazélio (MTT), utilizando
células da linhagem Vero. O dOleo de citronela apresentou atividade antibacteriana
contra as cepas Gram-positivas testadas enquanto que as cepas Gram-negativas
utilizadas neste trabalho mostraram-se resistentes. No estudo da citotoxicidade os
resultados indicaram que a viabilidade celular, manteve-se superior a 100%,
demonstrando que este 6leo ndo apresentou citotoxicidade sobre as células em
estudo, nas concentracdes avaliadas.

Palavras-chave: Resisténcia microbiana. Oleo essencial. Cymbopogon winterianus.

Atividade bioldgica.



ABSTRACT

The increasing frequency of resistant microorganisms in healthcare institutions, has
shown the need for searching new molecules that may allow an improvement in the
treatment of infections caused by pathogens resistant to conventional prophylaxis.
Aromatic plants and their essential oils have been used for centuries as a flavoring in
the manufacture of cosmetics and perfume, and pharmacologically for medicinal
purposes, which has stimulated the search for biologically active substances and
effective, especially on microorganisms. The essential oils plants of the genus
Cymbopogon and its constituents are known for having antimicrobial activities,
anthelmintic, antiparasitic, anti-inflammatory, anticonvulsant and antioxidant.
Therefore, the aim of this study was to evaluate in vitro the biological activity of the
essential oil of Cymbopogon winterianus medicinal plant, popularly known as
citronella. The methods used were: disk diffusion test, minimum inhibitory
concentration and bacterial growth curve (indirect method) against reference strains
from the American Type Culture Collection (ATCC) - Enterococcus faecalis ATCC
29212, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis ATCC
12228, Staphylococcus simulans ATCC 27851, Entrobacter cloacaceae ATCC
23355, Proteus mirabilis ATCC 15290 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Serratia marcescens ATCC 14756, Escherichia coli ATCC 35211 - and strain from
clinical isolate - Staphylococcus aureus 53581, apart from cytotoxicity assays by the
method of tretazolio dye reduction (MTT), using Vero cell line. The citronella oil
presented antibacterial activity against Gram-positive strains tested whereas Gram-
negative strains used in this study were resistant. In the study of cytotoxicity results
indicated that cell viability remained above 100%, indicating that this oil had no
cytotoxicity of the cells under study at the concentrations evaluated.

Keywords: Microbial resistance. Essential oil. Cymbopogon winterianus. Biological

activity.
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1. INTRODUCAO

A resisténcia microbiana tornou-se o principal problema de saude publica no
mundo, realidade para a qual tém sido propostas variadas iniciativas de controle.
Portanto, a crescente frequéncia de microrganismos resistentes nas instituicdes de
saude constitui-se um grande desafio mobilizando 6rgdos nacionais e internacionais
de vigilancia e controle epidemiolégicos (OLIVEIRA, SILVA, 2008; BUSH et al.,
2011).

Embora muitas industrias farmacéuticas tenham produzido novos antibiéticos
e modificado algumas drogas ja existentes, nas ultimas trés décadas, a resisténcia a
essas moléculas pelos microrganismos vem aumentando (PERESI et al., 2007,
MENDONCA, 2009; ODONKOR, ADDO, 2011). Esse aumento de resisténcia é
maior em bactérias, podendo também ocorrer em virus, fungos e protozoarios
(VIKSVEEN, 2003).

Na corrida do desenvolvimento de novos antimicrobianos deve-se enfatizar
agueles de origem vegetal, visto que o Brasil possui a maior biodiversidade do
planeta e que variadas plantas j& vém sendo vastamente utilizadas e testadas ha
centenas de anos, com as mais diversas finalidades (BRANDAO et al., 2006;
FERRONATTO et al., 2007; VEIGA JR, 2008; PELISSARI et al., 2010).

As plantas medicinais tém um importante papel na saude mundial. A
utilizacdo das plantas com atividades terapéuticas € uma das préaticas mais antigas
empregadas, pelo homem, para cura de suas enfermidades (SILVA et al., 2010).
Apesar dos grandes avancos observados na medicina moderna, nas Uultimas
décadas, continuam a representar uma rica fonte de drogas com diferentes
principios de atividade farmacoldgica, utilizadas na medicina popular, sendo suas
acOes comprovadas em teste de laboratério (CALIXTO, 2005; VEIGA JR, 2008;
SILVA et al., 2010).

Nos ultimos dez anos, um aumento notavel da utilizacdo de plantas
medicinais tem sido observado devido aos seus componentes ativos, 0s quais
possuem caracteristicas antimicrobianas, através de compostos sintetizados pelo
metabolismo secundario da planta (NASCIMENTO et al., 2000; ADEMILUYI et al.,
2013).
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Dentre os produtos naturais empregados em abordagens terapéuticas, 0s
Oleos essenciais (OEs) sdo descritos como produtos com grande potencial
terapéutico e farmacolégico, por apresentarem atividade contra um grande ndamero
de microrganismos, incluindo espécies resistentes a antibioticos e antifungicos
(EDRIS, 2007; CARMO et al., 2008; SANTURIO et al., 2011; SANTOS, NOVALES,
2012). Com o descobrimento e a elucidagéo das centenas de componentes dos OEs
nas dltimas décadas, pode-se entender a complexidade e a enorme diversidade que
existe neste grupo de produtos naturais (FRANZ, 2010).

Cymbopogon winterianus Jowitt ex Bor, conhecida como citronela,
pertencente a familia Poaceae, tem elevada importancia econdmica devido a
extracdo do 6leo essencial a partir de suas folhas, o qual € empregado nas
industrias de perfumaria, cosméticos, produtos farmacéuticos e aromatizantes, por
apresentar atividade antimicrobiana (SAHOO, DEBATA, 1995; ROCHA et al., 2000;
DORMAN, DEANS, 2000; MARCO et al., 2007).

Devido a importancia deste principio ativo, este trabalho apresenta como
objetivo a avaliacdo da atividade microbiolégica e citotéxica do 6leo essencial de
citronela contribuindo para a pesquisa e desenvolvimento de produtos bioativos,

visando a aplicacdo destes como matéria-prima com finalidade farmacéutica.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1  Produtos Naturais

A utilizacdo das plantas com atividades terapéuticas € uma das praticas mais
antigas empregada, pelo homem, para cura de suas enfermidades (SILVA et al.,
2010). Essas plantas eram utilizadas pela populacdo como forma alternativa ou
complementar aos medicamentos sintéticos. Assim, grande parte das informacdes
advém do conhecimento popular (BIAVATTI et al., 2007; AGRA et al., 2007). O uso
de plantas e derivados pelo homem objetivando a promoc¢do e manutencéo de sua
saude pode ser comprovado, historicamente, por registros de longa data, como por
exemplo, o0s egipcios, assirios, mesopotamicos, indianos, chineses e outras
civilizacbes que sempre contavam com a figura de curandeiro ou equivalente. Este
era quem indicava a espécie de planta correta para afeccfes variadas - desde
febres, distlrbios psicologicos e gastrointestinais, a infec¢des bacterianas, acne,
gota, e até epilepsia - pelo emprego de formulacdes simples, como cataplasmas,
chas, decoctos, pods, defumadouros, tinturas e outras formulacbes herbais
(BALUNAS, KINGHORN, 2005; HALBERSTEIN, 2005).

Um aumento notavel na utilizacdo de plantas medicinais tem sido observado
nos ultimos dez anos devido aos seus componentes ativos € ao Seu usO nos
cuidados primérios da satude (ADEMILUYI et al., 2013).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define planta medicinal como sendo
“todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgdos, substancias que podem
ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos
semissintéticos”. A diferenca entre planta medicinal e fitoterdpico reside na
elaboracdo da planta para uma formulacdo especifica, o que caracteriza um
fitoterapico (WHO, 1998).

Em alguns paises industrializados, como Franca, Itdlia e Alemanha, estima-se
que entre 70 — 90% destas populagdes recorrem ao conhecimento popular, sob o
cunho de “medicina complementar”, “alternativa” ou “ndo convencional’. Essa
mesma taxa pode ser observada em paises em desenvolvimento, porém sob uma

realidade diferente, uma vez que 0 acesso aos medicamentos padronizados é
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precério, sendo a medicina popular a principal fonte de prevencéo, tratamento e
manutencao da saude de grande parte da populacéo nesses paises (WHO, 2011).

No Brasil, 0 uso das plantas medicinais foi disseminado principalmente pela
cultura indigena. E um pais rico em diversidade cujo territorio possui cinco principais
biomas sendo designados como floresta amazdnica, cerrado, mata atlantica,
pantanal e caatinga (VEIGA JR, 2008). Os recursos naturais continuam sendo
importantes fontes de substancias e precursores com grande potencial terapéutico,
ndo apenas pelo grande nimero de espécies vegetais com propriedades medicinais
existentes e inexploradas, mas principalmente pela variedade de metabdlitos
primarios e secundarios por elas sintetizados (JUSTO et al., 2008).

Dentre os varios medicamentos a base de plantas, a sintese da heroina, e
mais tarde, do acido acetilsalicilico (Aspirina®) foi fundamental para o inicio da
organizagdo da industria farmacéutica. A partir de entéo, no final do século XIX, as
plantas passaram a ter um valor comercial mais significativo, pois a possibilidade de
se identificar, purificar ou até mesmo sintetizar principios ativos isolados de plantas
impulsionaram a expansao das pesquisas farmacéuticas, principalmente apos a
Segunda Guerra Mundial. Alguns medicamentos fundamentados em derivados
vegetais tém importancia até hoje, como a Quinina® (antimalarico), Taxol®,
Vincristina® e Vimblastina® (quimioterapicos), e a Digoxina® (cardiotonico)
(RASKIN et al., 2002; NEWMAN, 2008; LI, VEDERAS, 2009).

As plantas possuem varias vias metabolicas secundarias que d&o origem a
diversos compostos, incluindo alcaloides, flavanoides, isoflavonoides, taninos,
cumarinas, glicosideos, terpenos, poliacetilenos que, por vezes, sdo especificos a
determinadas familias, géneros ou espécies cujas fung¢des até pouco tempo eram
desconhecidas. Esses metabolitos estdo relacionados ao mecanismo de defesa da
planta, em resposta ao ataque de parasitas como fungos, bactérias, virus, insetos,
moluscos ou animais superiores (SILVA et al., 2010).

A busca da populacdo por essas plantas incentivou os pesquisadores e a
industria farmacéutica a investirem mais nas pesquisas de novos farmacos. Com o
objetivo de minimizar a caréncia de informacbes sobre plantas medicinais,
pesquisadores de varios campos de conhecimento se unem formando equipes
multidisciplinares e, com o0 apoio da OMS que realiza diversas reunides
internacionais, investigam e definem quais as estratégias mais adequadas para

manter a qualidade, a eficacia e a seguranca desses medicamentos, atendendo as
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normas das agéncias reguladoras, como as resolucées da ANVISA (VALDIR et al.,
2005; SOARES et al., 2006). As principais ciéncias envolvidas sdo a botanica, a
quimica e a farmacologia e, ainda, as que estao relacionadas aos costumes, cultura
e utilizacdo das plantas, como a antropologia, a agronomia e a biotecnologia
(RATES, 2001; CUNHA et al., 2003). A integracdo dessas areas na pesquisa de
plantas medicinais conduz a um caminho promissor e eficaz para descobertas de
novos medicamentos (FILHO-BARBOSA et al., 2007).

As plantas medicinais apresentam complexas misturas de componentes
quimicos e possuem diversas a¢des biologicas e farmacoldgicas, tornando, assim, a
selecdo de uma planta para estudo farmacolégico um passo muito importante
(SOUSA et al., 2008). A escolha pode ser feita de varias maneiras através do uso
tradicional dos componentes quimicos, da selecdo randomizada ou da combinacéo
de mais de um critério (RATES, 2001; CARLINI, 2003; ALBUQUERQUE,
HANAZAKI, 2006).

De um modo geral, a natureza € a responsavel pela producdo da maioria das
substancias organicas conhecidas, no entanto, o reino vegetal € “autor” da maior
parcela da diversidade quimica conhecida e registrada na literatura (MONTANARI,
BOLZANI, 2001). A descoberta da conexdo entre plantas e salde é responsavel
pelo inicio de uma nova geracdo de terapia, que inclui farmacos derivados de
plantas - o uso da prépria planta ou de suas partes - dietas suplementares e
alimentos funcionais (CORREA et al., 2008).

2.2 Oleos Essenciais

As plantas aroméaticas, bem como os respectivos 6leos essenciais (OEs), sdo
utilizadas ha séculos como flavorizantes, na fabricacéo de cosméticos e perfumarias,
e farmacologicamente com fins medicinais, 0 que tem estimulado a procura por
substancias biologicamente ativas e eficazes, especialmente sobre microrganismos
(FIGUEIREDO et al., 2008; FRANZ, 2010).

O termo OE foi definido no século XVI, por Paracelso, médico e alquimista
suico, para quem o componente efetivo de uma droga era a “quinta esséncia”, a
“alma da planta” (SILVA, 1998).

Bagetta et al. (2010) descrevem sobre a crescente producdo de Oleo

essencial, especialmente nas é&reas de produtos de perfumaria e induastria



19

cosmética, mas também h& uma grande producdo nas industrias alimenticias e
farmacéuticas. Sao apresentados, na Tabela 1, os principais 0leos essenciais de

interesse no mercado mundial (BIZZO et al., 2009).

Tabela 1: Principais 6leos essenciais de interesse no mercado mundial

Oleo essencial Espécie
Canfora Cinnamomum camphora (L.) J. Presl.
Cedro (China) Chamaecyparis funebris (Endl.) Franco
Cedro (EUA) Juniperus virginiana L. e J. ashei Buchholz
Citronela Cymbopogon winterianus Jowitt e C. nardus (L.) Rendle
Coentro Coriandrum sativum L.
Cravo-da-india Syzygium aromaticum (L.) Merr. e L. M. Perry
Eucalipto (tipo cineol) Eucalyptus globulus Labill., E. polybractea R.T. Baker e
Eucalyptus spp.
Eucalipto (tipo citronela) Eucalyptus citriodora Hook.
Grapefruit Citrus paradisi Macfady
Hortela-pimenta Mentha piperita L.
Laranja (Brasil) Citrus sinensis (L.) Osbeck
Lavandim Lavandula intermedia Emeric ex Loisel
Lima destilada (Brasil) Citrus aurantifolia (Christm. & Panz.) Swingle
Limao Citrus limon (L.) N.L. Burm.
Menta japonesa (India) Mentha arvensis L. f. piperascens Malinv. ex Holmes
Patchouli Pogostemon cablin (Blanco) Benth.
Sassafras (China) Cinnamomum micranthum (Hayata) Hayata
Spearmint (nativa) Mentha spicata L.

Fonte: BIZZO et al., 2009.

Dentre os produtos naturais empregados em abordagens terapéuticas, 0s
OEs, sao descritos como produtos com grande potencial terapéutico e farmacolégico
(EDRIS, 2007).

Os OEs também podem ser chamados de Oleos volateis, azeites etéreos ou
azeites volateis ou esséncias devido a algumas de suas caracteristicas fisico-
quimicas, como volatilidade, solubilidade em solventes organicos (como o éter), e
aroma intenso, muitas vezes agradavel (TAVARES, 2009). Sao sintetizados por
plantas aromaticas durante o metabolismo secundario e normalmente extraidos de
plantas encontradas em paises quentes, como as do mediterraneo e dos tropicos,
onde representam parte importante da farmacopeia tradicional (BAKKALI et al.,
2008).
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A 1SO (International Standard Organization) define 6leos volateis como os
produtos obtidos de partes de plantas através de destilacdo por arraste com vapor
d’agua, bem como os produtos obtidos por compressdao dos pericarpos de frutos
citricos (SIMOES et al., 2002).

Nos vegetais, os OEs desenvolvem funcdes relacionadas com sua
volatilidade, agem na atracdo de polinizadores, na protecdo contra o0 ataque de
insetos, acaros e patdgenos (exercem efeito tOxicos nesses organismos), evitam a
perda de 4gua e também desempenham funcdes ecoldgicas, especialmente como
inibidores de germinacéo (SANTOS et al., 2004; CASTAGNINO, ORSI, 2012).

Essas substancias aromaticas podem estar localizadas em diferentes partes
do vegetal. Dependendo da familia, a sintese e o acumulo dos 6leos essenciais vém
associados a presenca de estruturas histologicas especializadas, localizadas em
determinados pontos do tecido vegetal, como pelos glandulares, células
parenquimaticas diferenciadas, canais oleiferos e bolsas que podem estar presentes
em alguns 6rgaos das plantas (flores, folhas, cascas dos caules, madeira, raizes,
rizomas, frutos ou sementes). Embora todos os 6rgdos de uma planta possam
acumular 6leos essenciais, sua composicdo pode variar segundo sua localizagédo
(COSTA et al., 2005).

Fisicamente, se apresentam no estado liquido a temperatura ambiente, com
aspecto incolor ou claro. Ndo se misturam a agua e podem ser extraidos de
diferentes modos, como hidrodestilagédo, destilagdo a vapor, extracado por solventes
organicos ou gorduras ou extracdo por alta presséo e extracdo por CO; supercritico.
(EDRIS, 2007; OKOH et al.,2010).

Com o descobrimento e a elucidacéo das centenas de componentes dos OEs
nas ultimas décadas, pode-se entender a complexidade e a enorme diversidade que
existe neste grupo de produtos naturais (FRANZ, 2010). Sdo formados por uma
complexa mistura de compostos, principalmente terpenos - termo empregado para
designar todas as substancias cuja origem biossintética deriva de unidades do
isopreno (Figura 1 - I) - e derivados oxigenados (alcoois, aldeidos, ésteres, éteres,
cetonas, fendis e oxidos) (SANTURIO et al., 2011; BAJPAI et al., 2012). Os terpenos
mais frequentes nos Oleos volateis sdo os monoterpenos (Figura 1 - II) e os
sesquiterpenos (Figura 1 - lll) (STEFFENS, 2010).
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Figura 1: Estrutura quimica basica do isopreno (I), monoterpeno (II) e
sesquiterpenos (l11).

0] (In

()

Fonte: CASTRO et al., 2007.

A caracterizacdo quimica dos Oleos essenciais pode ser obtida por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS), em que seus
constituintes séo definidos através da analise das regifes de pico (cada constituinte
apresenta uma regido de pico caracteristico) (GALINDO et al., 2010).

O componente majoritario nem sempre € o0 que realiza a atividade biologica
em estudo ou de interesse. O efeito pode ser atribuido a um constituinte em menor
proporcdo ou a um sinergismo entre 0s compostos existentes naquele 6leo
(BANDONI, CZEPAK, 2008; SIMOES et al., 2009).

Componentes ativos de OEs podem chegar a corrente sanguinea, ultrapassar
a barreira hematoencefalica e atingir o sistema nervoso central através de variadas
vias, sendo alguns exemplos a inalacdo (BAGETTA et al.,, 2010), a aplicagéao
dérmica (BROOKER et al.,1997), injecdes subcutaneas ou por vias intraperitoneais e
administracao oral (ORAFIDIYA et al., 2004).

As propriedades farmacoldgicas atribuidas aos OEs sao diversas e algumas
sao preconizadas por apresentarem vantagens importantes quando comparadas a
outros medicamentos como, por exemplo, a sua volatilidade, que os torna ideal para
uso em nebulizacbes, banhos de imersdo ou simplesmente em inalacdes
(BANDONI, CZEPAK, 2008).
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Os OEs apresentam diferentes propriedades biolégicas, como a acao larvicida
(RAJKUMAR, JEBANESAN, 2010), antimicrobiana (SANTURIO et al., 2011),
atividade antioxidante, (WANNES et al., 2010), acédo analgésica e anti-inflamatoria,
(MENDES et al.,, 2010), fungicida, (CARMO et al.,2008), atividade antitumoral
(SILVA, 2008), efeitos sobre os estados emocionais e mentais (BAGETTA et al.,
2010) e atividade anticonvulsiva (QUINTANS-JUNIOR et al., 2010).

Essas propriedades nao sao detectadas com igual
eficiéncia em todas as plantas, inclusive na mesma espécie. I1Sso ocorre porque
a eficiéncia dos OEs depende da sua composicdo quimica, a qual
depende de varios fatores, incluindo as partes utilizadas e metodologia empregada
no processo de extracdo, variacdes fisioldgicas inerentes a planta (caracteristicas
genéticas dos cultivares, fase de desenvolvimento, ciclo de polinizacdo, variacdes
sazonais, condicdes de estresse da planta), condigcbes ambientais (clima, poluicao
atmosférica, caracteristicas do solo), variacées geograficas, entre outros (CAROVIC-
STANKO et al., 2010; SANTOS, NOVALES, 2012). O 6leo obtido de uma planta é
caracteristico daquela espécie. Mesmo que 6leos diferentes apresentem compostos
iguais qualitativamente, diferencas quantitativas fardo com que aquele 6leo tenha
propriedades quimicas e biolégicas diferentes dos demais (TROMBETTA et al.,
2005; EDRIS, 2007).

2.2.1 Potencial Antimicrobiano dos Oleos Essenciais

As propriedades antimicrobianas dos OEs de plantas aromaticas séo
reconhecidas desde a Antiguidade (SIMOES, SPITZER, 2000). De acordo com
Santos e Novales (2011) os OEs possuem atividade contra uma grande variedade
de microrganismos (bactérias, virus, fungos e protozoarios). Segundo Garcia et al.
(2011) a atividade antimicrobiana dos OEs tem sido atribuida principalmente aos
terpenos e derivados, 0s quais sdo 0s principais compostos isolados dos mesmos.

Varios estudos tém avaliado a atividade antibacteriana destes compostos e
relataram diferentes mecanismos de acdo (devido a grande variedade na
composicdo quimica dos OEs), como inibicdo da sintese de acidos nucleicos, das
funcBes da membrana citoplasmética e do metabolismo energético (BURT, 2004; DI
PASQUA et al., 2010; GREAY, HAMMER, 2011; QIU et al., 2011). Alguns autores

consideram a lipofilia de seus constituintes como a propriedade que explicaria a
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atividade antimicrobiana, caracteristica que permite a inibicdo bacteriana através da
permeabilidade e despolarizacdo da membrana citoplasmatica. Com a
permeabilidade da membrana, ha aumento do vazamento de prétons das células e
modificacdo do potencial elétrico da membrana, indicacdes de dano da membrana e
consequentemente morte celular (COWAN, 1999; GARCIA et al., 2011; RUA et al.,
2011).

Existem algumas explicacfes possiveis para as diferencas observadas na
atividade antibacteriana dos 0leos: as caracteristicas estruturais das bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, a composi¢cdo quimica e concentracdes testadas de
cada Oleo, e variacbes na composicdo quimica dos OEs de acordo com as
condicBes de crescimento da planta, a época de coleta e caracteristicas do processo
de extracdo (TORTORA et al., 2005; SANTOS, NOVALES, 2011).

Normalmente, as bactérias Gram-positivas apresentam uma maior
sensibilidade quando expostas aos 6leos essenciais in vitro que as bactérias Gram-
negativas. As Gram-negativas possuem parede bacteriana diferenciada,
apresentando uma membrana externa composta por lipopolissacarideos (LPS),
conferindo maior resisténcia por evitar a difusdo e acumulo de OE na célula
bacteriana (TORTORA et al., 2005).

A atividade antimicrobiana dos OEs também pode estar relacionada com o
comprometimento do material genético das bactérias / fungos, com a coagulacéo do
citoplasma (MARTOS et al., 2011) e com a inibicdo de uma ou mais vias bioquimicas
(XING et al., 2012). Segundo Zuzarte et al. (2012) a atividade antimicrobiana dos
OEs em leveduras pode ser devida a perturbacao de varios complexos enzimaticos
envolvidos na producgéo de energia e na sintese de componentes estruturais, como a
completa inibicdo da formacao do tubo germinativo de levedura.

Vérias estruturas quimicas presentes no metabolismo secundario das plantas
exercem alguma acdo antimicrobiana. A maioria dessas moléculas possuem
atividade fraca e espectro de ac¢éo limitado quando utilizadas isoladamente. Porém,
ao serem combinadas entre si ou com antibioticos (efeito sinérgico), podem atuar
como adjuvantes, modificando a resisténcia bacteriana frente determinadas drogas,
diminuindo a dose necessaria de antibiéticos para um resultado eficaz (SIMOES et
al., 2009).
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O potencial uso de OE em doencas infecciosas necessita de avaliacdo in vivo
e de novas pesquisas, excluindo possiveis efeitos colaterais para a fisiologia e
microbiota normal de individuos infectados (MARTINS et al., 2010).

2.3 Cymbopogon winterianus Jowitt ex Bor

As plantas da familia Poaceae, também denominada Gramineae, s&o
cultivadas em larga escala, notadamente nas regifes subtropicais e tropicais, com
distribuicdo irrestrita em regibes montanhosas, planicies e zonas aridas (MARCO et
al., 2007). Essa familia contém cerca de 668 géneros e aproximadamente 9.500
espécies distribuidas universalmente e com grande importancia econémica. Esta
representada por plantas herbaceas dotadas de raizes fibrosas e rara ocorréncia de
arbustos ou arvores (EVANS, 1996).

O género Cymbopogon constitui-se em um representante de grande
importancia da familia Poaceae, sendo constituido por cerca de 120 espécies,
dentre as quais, aproximadamente 56 sdo aromaticas. Justifica-se boa parte do
interesse despertado por esse grupo amparado por seu aproveitamento econdémico
na producgédo de 6leo essencial (LORENZI, MATOS, 2008).

Os Oleos essenciais do género Cymbopogon e seus componentes sdo
reconhecidos por apresentarem atividades antimicrobiana (PATTNAIK et al., 1995;
BILLERBECK et al.,, 2001), antihelmintica (NIRMAL et al., 2007), antiparasitaria
(GEORGE et al, 2010), antiinflamatéria (FRANCISCO et al., 2011),
anticonvulsivante (SILVA et al., 2010) e antioxidante (KHUNKITTI, 2010).

Citronela é o nome comum de algumas espécies do género Cymbopogon,
popularmente conhecida por sua caracteristica de repeléncia a insetos (ROCHA et
al., 2000). Duas espécies sdo mais comumente referidas como citronela:
Cymbopogon nardus var. lenabatu (L.) Rendle, conhecida também como “lenabatu”
ou citronela do Ceildo, e Cymbopogon winterianus Jowitt ex Bor, também
denominada “maha pengiri” ou citronela de Java (SAHOO, DEBATA, 1995).
Acredita-se que ambas originaram-se no Ceildo, sendo a primeira cultivada
principalmente nessa ilha, enquanto que a segunda é mais encontrada em Java,
Haiti, Honduras, Taiwan, Guatemala e Republica Popular da China (CASTRO et al.,
2007).



25

Até o inicio do século XIX a citronela do Ceildo era a mais utilizada na
producdo de Oleo essencial, mas gradativamente a citronela de Java dominou o
cenario devido a sua maior concentracéo de 6leo (CASTRO et al., 2010).

Cymbopogon winterianus, também conhecida como capim-citronela, €
considerada uma planta muito resistente, perene, podendo chegar até um metro de
altura, a qual cresce em solos de caracteristicas muito diferentes, mas com
preferéncia pelos solos bem drenados e ricos em nutrientes (ROCHA et al., 2000;
TANU, ADHOLEYA, 2004). E facilmente propagada através de perfilhos, sendo
retirados em grupos de trés, uma vez por ano e replantados para formacéo de novos
plantios. Permite até quatro cortes por ano nos plantios com finalidades industriais
de extracdo de 6leo essencial das folhas (MARCO et al., 2006). Suas folhas sdo
longas, com bordas cortantes e de coloracdo verde clara (Figura 2), idénticas as da
espécie Cymbopogon citratus (capim-liméo). Diferem-se pelo aroma: o capim-liméo
€ suave, com perfume de limdo; ao contrario da citronela que é bastante forte
(DORMAN, DEANS, 2000). Normalmente as plantas medicinais apresentam
resisténcia ao ataque de pragas, no entanto, qualquer desequilibrio que possa

ocorrer a resisténcia fica prejudicada (MARTINS et al., 2000).
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Figura 2: Citronela (Cymbopogon winterianus)

Fonte: AUTORA, 2012.

NOTA: Origem - Horto de Plantas Medicinais da
Faculdade de Farmécia (FF) da Universidade
Federal de Juiz de Fora (UFJF).

O capim-citronela tem elevada importancia econdmica devido a producéo de
Oleo essencial em suas folhas, o qual € empregado nas industrias de perfumaria,
cosmeéticos, produtos farmacéuticos e aromatizantes (ROCHA et al., 2000). Seu
cultivo no Brasil tem um forte espaco no mercado de produtos naturais, o que €
justificado pela procura do 6leo essencial tanto pelo mercado interno como para
exportacdo (AZEREDO et al., 2007).

2.3.1 Composicado Quimica e Principais Atividades

O oleo essencial da citronela contém mais de 80 substancias, das quais
citronelal (1), geraniol (II) e citronelol (lll) (Figura 3) tem particular importancia
(MARCO et al., 2007). Quintans-Junior et al. (2008) analisaram a composi¢ao
guimica do Oleo essencial de C. winterianus e também encontraram como

constituintes principais o geraniol (40 %), citronelal (27,44 %) e citronelol (10,45 %).
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Figura 3: Estrutura quimica do citronelal (1), geraniol (Il) e citronelol (lII).

(1

(I

Fonte: CASTRO et al., 2007.

(1)

Os fitoconstituintes e seus respectivos pesos moleculares e percentuais na

composicdo do 6leo essencial foram analisados por Pereira (2009) e estdo expostos

na Tabela 2. Como mostra esta tabela, a analise por cromatografia a gas acoplada a

um espectrdbmetro de massas (CG-EM)

componentes. Entre os fitoconstituintes, o citronelal

resultou na

identificacdo de 18

se apresentou como o

componente majoritario do 6leo essencial das folhas C. winterianus com 23,6 % do

total de constituintes presentes, seguido pelo geraniol (18,8 %) e citronelol (11,7 %),

em ordem decrescente de percentual.

Tabela 2: Componentes do 6leo essencial das folhas de C. winterianus.

Picos Composto Percentual Peso
(%) molecular

1 2-metil-2-hepten-6-ona 0,13 126
2 B-mirceno 0,07 136
3 Limoneno 3,039 136
4 Linanol 1,34 136
5 Citronelal 23,59 154
6 Citronelol 11,74 156
7 Geraniol 18,81 139
8 Acetato de citronelil 5,29 138
9 B-elemeno 6,40 189
10 Eugenol 10,34 164
11 Germacreno 2,63 204
12 A-cadineno 2,27 204
13 Elemol 6,73 204
14 Endo-1-bourbonanol 1,01 222
15 Farnesol 0,60 204
16 y-eudesmol 1,0 222
17 Trreyol 1,65 204
18 Trans-farnesol 3,01 222

Fonte: PEREIRA, 2009.
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No entanto, Silva (2011) avaliou a composi¢cao quimica do Oleo essencial de
citronela extraido de folhas frescas e de folhas secas através da CG-EM, em trés
periodos distintos: janeiro e agosto de 2010; janeiro e abril de 2011. Utilizou-se
estufa de dessecacao com temperatura controlada entre 32 °C e 35 °C mediante a
utilizacéo de termdmetro de mercurio calibrado na escala de 0 °C - 100 °C, por um
periodo de sete dias, para a secagem das folhas. Um total de vinte e seis
substancias foram detectadas nas amostras de 6leo essencial obtidas das folhas
frescas e dezoito substancias foram detectadas nas amostras obtidas das folhas

secas (Tabela 3).
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Tabela 3: Identificacdo e quantificacdo (%) dos constituintes quimicos, obtidos de
plantas frescas e plantas secas, efetuada em trés épocas do ano distintas.

Planta Seca/ época do ano
Constituintes Planta Fresca / Epoca do Ano % %

Quimicos Ago/10 Jan/11 Abril/11 Ago/10 | Jan/10 Abril/11
dl-limoneno 1,43 0,75 0.81 241 2,31
alfa- terpinolene 0.63

[-linalool 0,73 0.60 0,58
citronelal 42,77 34,67 39.03 45.97 42,47 38.79
(neo-iso)
isopulegol 0,31 1,21
citronelol 16,73 9,69 10.88 13.90 17,39 10.24
neral 0,46 0,58 0.61
geraniol 18,15 19,67 19.03 20.43 20,91 18.01
geranial 0,48 0,76 0.73 0.65 0,49 0.75
cis-2,6-dimetil-
2,6-octadieno 231 4.16
citronellyl
acetate 0,49 3,47
eugenol 1,56 1.35 1.67 1,95 1.53
geranyl acetato 0,17 4,37 2.38 4.72
beta-elemeno 0,53 1.26 0.56 0,61 0.93
aromadendrene - 0,71
D -Germacreno 1,29 1,33 241 131 1,32 1.96
alfa-muroleno 0,4
gamma-
cadinene 0,15
delta-cadineno 1,75 0,4 2.83 1.18 1,22 2.24
elemol 5,2 4,51 6.87 4.76 4,61 7.15
germacrene D-
4-ol - 0,76 1.31
gamma-
eudesmol 0,51 1,13 0.66 0,31
tau-muurolol 1,94 2,1
beta-eudesmol - 7,37
alfa-cadinol 4,12 2.30 1.33 1,39 2.07
14-hidroxi-9-
epi(E)
cariofileno 4.62 2.34 2,71 4.33
farnesol 0,18
1,6
germacradien-
5-ol 2.90 2,32 2.49

Fonte: SILVA, 2011.
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Silva (2011) observou que o processo de secagem levou a uma reducédo no
namero de substancias detectadas por CG-EM nas amostras extraidas das folhas
secas. Isso poderia ser explicado pela presenca de produtos volateis sensiveis a
temperatura ou a degradagcdo enzimatica. As substancias identificadas como (neo-
iso) isopulegol, neral, citronellyl acetate, aromadendrene, alfa-muroleno, gamma-
cadinene, germacrene D-4-ol, tau-muurolol, beta-eudesmol e farnesol foram
detectadas somente nas amostras de Oleo extraidas das folhas frescas. Nas
diferentes amostras, em todos os periodos, o0s principais constituintes foram
citronelal, citronelol e geraniol. O monoterpeno citronelal foi a substancia
predominante obtendo um maior percentual em todas as amostras obtidas em
agosto de 2010. Esses dados estdo de acordo com os estudos de Blank et al.
(2007), nos quais estudando os efeitos dos diferentes horarios e épocas de colheita
para as folhas de citronela, observaram um aumento do conteddo de citronelal na
época seca.

Conforme Marco et al. (2007) os componentes do 6leo essencial de citronela
foram afetados pela época de coleta e espacamento de plantio entre as plantas,
sendo que os constituintes citronelol e citronelal foram significativamente mais
elevados em plantas cultivadas com espacamento intermediario e colhidas apds seis
meses do plantio e com 30 cm de altura. Por outro lado, o teor de geraniol foi
superior em plantas colhidas quatro meses apds o plantio, porém nao houve
influéncia do espacamento e de altura de corte sobre o seu teor.

Segundo Reis et al. (2006), para plantas em estado fresco a temperatura
adequada do ar de secagem influencia na qualidade e rendimento durante a
extracdo do 6leo essencial, constatando também que a planta em estado fresco
apresenta menor perda dos compostos volateis em comparacéo as que foram secas
e/ou congeladas.

Grandes diferencas de composicdo em 6leos essenciais de uma mesma
espécie ndo sdo incomuns e ocorrem devido a varios fatores, incluindo as partes
utilizadas e metodologia empregada no processo de extracdo, variagdes fisioldgicas
inerentes a planta, condicdes ambientais, variagcbes geograficas, caracteristicas
genéticas dos cultivares, dentre outros (CAROVIC-STANKO et al., 2010; SANTOS,
NOVALES, 2012).

De acordo com os estudos de Shasany et al. (2000), as principais

propriedades da citronela séo atribuidas as substancias volateis em suas folhas,
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como citronelal, eugenol, geraniol, elemol e limoneno, entre outras. Segundo Pandey
e Rai (2003), C. winterianus é utilizada como acaricida, antimicotico e repelente
contra uma variedade de insectos.

Tawatsin et al. (2001) observou que o 6leo de citronela associado a 5 % de
vanilina em uma pesquisa laboratorial repeliu trés espécies de mosquitos: o Aedes
aegypti, o Culex quin-quefasciatus e o Anopheles, por mais de 8 horas. Coleiras com
citronela também sao eficazes para afastar pulgas, carrapatos e mosquitos de
cachorros.

Alguns compostos presentes no Oleo essencial de citronela foram
anteriormente referidos como tendo atividade antibacteriana, incluindo o geraniol
contra Escherichia coli (DUARTE et al., 2007), Listeria monocytogenes, Salmonella
enterica e Salmonella typhimurium (Sl et al., 2006). Arango et al. (2009) mostraram
que citronelal e geraniol foram ativos contra Candida parapsilosis, Candida krusei,
Aspergillus flavus e Aspergillus fumigatus.

A citronela quando utilizada pura mostrou-se eficiente contra todos os
isolados da bactéria Erwinia carotovora testados, apresentando teste de difusdo com
halos de inibi¢cdo variando entre 25 e 35 mm, suplantando o tratamento controle com
a Tetraciclina, cujos halos foram entre 18 e 25 mm (COSTA et al., 2008).

Simic et al. (2008) investigaram a atividade antimicrobiana do 6leo de C.
winterianus. Foi evidenciado grande potencial inibitério frente a isolados fungicos de
Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Penicilium, C. albicans e Trichoderma viride,
sendo este ultimo um fungo bem resistente.

Os resultados de Sinha et al. (2011) sugerem que a utilizacdo do o6leo
essencial de citronela pode proporcionar um efeito citoprotetor, devido ao seu
significativo potencial de inibicdo da peroxidacdo lipidica. Em concluséo, pode-se
dizer que o Oleo essencial de citronela possui propriedades antigenotéxica e

antioxidantes.

2.4 Resisténcia Bacteriana

A resisténcia microbiana tornou-se o principal problema de saude publica no
mundo, realidade para a qual tém sido propostas variadas iniciativas de controle.

Portanto, a crescente frequéncia de microrganismos resistentes nas instituicdes de
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saude constitui-se em um grande desafio mobilizando 6rgdos nacionais e
internacionais de vigilancia e controle epidemiolégicos (OLIVEIRA, SILVA, 2008).

Embora muitas industrias farmacéuticas tenham produzido novos antibioticos
e modificado algumas drogas ja existentes, nas Ultimas trés décadas, a resisténcia a
essas moléculas pelos microrganismos vem aumentando (PERESI et al., 2007,
MENDONCA et al., 2009). Esse aumento de resisténcia € maior em bactérias,
podendo também ocorrer em virus, fungos e protozoarios (VIKSVEEN, 2003).

O impacto econOmico da resisténcia bacteriana afeta diferentemente os
atores do processo de uso/fornecimento de antimicrobianos (MCGOWAN, 2001):

- Prescritor: tem o custo da ineficacia da terapia convencional, com eventual
perda de pacientes.

- Paciente: tem o custo da doenc¢a nao solucionada e de eventual morte;
onera-se com a exigéncia de medicamento alternativo, usualmente mais caro.

- Sistema Publico de Saude: gasta excessivamente, desequilibrando recursos
geralmente escassos.

- Visdo social: ha reducéo de fonte de saude (infec¢cbes mais graves, menos
farmacos eficazes) para a populagéo.

- Industria farmacéutica: estimulo para o desenvolvimento de novos produtos.
E o Unico segmento que lucra.

Na corrida do desenvolvimento de novos antimicrobianos devemos enfatizar
agueles de origem vegetal, visto que o Brasil possui a maior biodiversidade do
planeta e que variadas plantas jA vém sendo vastamente utilizadas e testadas ha
centenas de anos com as mais diversas finalidades, por populacées do mundo
inteiro (BRANDAO et al., 2006, FERRONATTO et al., 2007; PELISSARI et al., 2010).

Muitas espécies vegetais tém sido usadas pelas caracteristicas
antimicrobianas, através de compostos sintetizados pelo metabolismo secundério da
planta. Esses produtos sdo reconhecidos por suas substancias ativas, como é o
caso dos compostos fendlicos, que fazem parte dos O6leos essenciais
(NASCIMENTO et al., 2000).

Segundo Tavares (2000), dentre os microrganismos que sofreram grandes
alteracOes quanto a susceptibilidade aos agentes antimicrobianos com o passar dos
anos, podem ser destacados os estafilococos, enterobactérias, Pseudomonas
aeruginosa e Acinetobacter baumannii. Ja foram encontrados casos de patdégenos

comuns resistentes a quase todos os tipos de antibacterianos existentes no
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mercado, gerando aumento na taxa de morbidade, mortalidade e custos nos
servicos de saude (VIKSVEEN, 2003). De acordo com Hamdan e Hahn (2006), a
elevada utilizacdo de farmacos antifungicos permitiu, de forma conjunta ao
tratamento de pacientes imunocomprometidos, a resisténcia de linhagens de fungos
patogénicos.

O aumento das cepas de bactérias resistentes e multirresistentes tem sido
rapido e preocupante (SRINIVASAN et al., 2002; ROUVEIX, 2007; WHO, 2011). O
aparecimento dessas cepas ocorreu em 1944, nos Estados Unidos, quando foi
registrado o primeiro caso de resisténcia a penicilina em Staphylococcus sp. em
ambiente hospitalar (ERSON, 2005; ROLAIN, RAULT, 2005).

O grande responsavel pela disseminacdo dos genes de resisténcia e, por
conseguinte de microrganismos resistentes, € sem ddvida o proprio homem; seja
pela atitude inconsequente ou pela falta de informagdo, o uso irracional de
antimicrobianos tem aumentado, a despeito de todas as publicacdes, campanhas e
informacdes acerca do fato (NIEDERMAN, 2005).

A administracdo de antibidticos tem a finalidade de eliminar ou impedir o
crescimento de um agente infeccioso sem danos ao hospedeiro (NICOLINI et al.,
2008). Essa acao pode acorrer através de variados mecanismos:

a) interferéncia na sintese da parede celular do microrganismo,
comprometendo o0s peptideoglicanos estruturais, por exemplo, penicilinas,
cefalosporinas, a vancomicina e a bacitracina (PEREZ-TRALLERO, IGLESIAS,
2003; BOMONO, SZABO, 2006; FLUHR, DEGITZ, 2010; CASSONE, OTVOS,
2010);

b) acdo sobre a membrana celular, causando uma desorganizacéo funcional:
estreptomicina e outros aminoglicosideos (NIKAIDO, 2001; CASSONE, OTVOS,
2010);

c) comprometimento da sintese de proteinas bacterianas: as tetraciclinas, a
eritromicina, entre outros (NICOLINI et al., 2008);

d) inibicdo da sintese de acidos nucléicos: o metronidazol, as quinolonas, a
rifampicina, as sulfonamidas e trimetoprima (GRAHAME-SMITH, ARONSON, 2004).

Uma infeccéo pode ser tratada por diversos antibacterianos, visto que existem
diferentes mecanismos de patogenicidade bacteriana, devendo ser escolhido aquele

ao qual a bactéria apresente sensibilidade (WHO, 2012).
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As bactérias tém sido classificadas como resistentes ou sensiveis de acordo
com dados de Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida
Minima (CBM). S&o ditas resistentes quando s&o inibidas in vitro s6 em
concentracfes superiores aquelas atingidas in vivo (TORTORA et al., 2005; HOIBY
et al., 2010). Essa relacdo concentracdo/inibicdo de crescimento da droga ndo deve
ser encarada como completamente verdadeira, pois 0 sucesso terapéutico nao
depende exclusivamente dessa relacdo, mas, sim, passa por fatores que incluem a
capacidade da droga em atingir o foco infeccioso (JACOBY, 2005). Por exemplo, o
caso da eritromicina, que é extremamente ativa contra 0 meningococo, mas resulta
em insucesso terapéutico, pelo fato deste macrolideo néo atravessar,
adequadamente, a barreira hematoencefalica (fatores farmacocinéticos) (ROLAIN,
RAULT, 2005; RAVAT et al., 2010). H& ainda o comprometimento imunolégico do
paciente, alvo da terapia, e 0 quanto essa imunidade pode contribuir para auxiliar a
terapéutica quimioterapica. Portanto, deve-se encarar a terapéutica de uma maneira
mais abrangente, menos simplista, considerando-se: droga, microrganismo,
farmacocinética e imunidade do paciente (TOWNER, 1997).

A fim de sobreviverem a acao letal dos antibacterianos, as bactérias adotam
mecanismos, que incluem a resisténcia, a tolerancia e a persisténcia (FREITAS,
1989; HOIBY et al., 2010).

- Na resisténcia, a bactéria continua proliferando e mantendo a mesma
velocidade de crescimento, mesmo ao ser tratada com o antibacteriano (Freitas,
1989).

- Na tolerancia, o crescimento € inibido, mas o nimero de bactérias viaveis
ndo sofre alteracdo por longo periodo. A bactéria desenvolve defesa apenas contra
o efeito bactericida do antibacteriano, no qual o sucesso terapéutico somente sera
alcancado quando a concentracdo do antibacteriano alcancar o valor da
concentracdo bactericida minima (CBM), definida como a menor concentracdo do
antibacteriano capaz de matar 99,9 % das bactérias presentes (Freitas, 1989).

- Na persisténcia, uma pequena fracdo da populacdo bacteriana submetida ao
tratamento ndo sofre o efeito bactericida do antibacteriano, independentemente de
seu mecanismo de acdo (JACOBY, 2005; ERSON, 2005; ROLAIN, RAULT, 2005;
LECHNER et al. 2012).

A persisténcia e a tolerancia sdo preocupantes em pacientes

imunossuprimidos, nos quais 0 sucesso da antibioticoterapia depende,
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essencialmente, do efeito bactericida da droga. Assim cessado o efeito inibitério do
antibiotico ao qual a cepa € persistente ou tolerante, a infeccdo recrudesce, face a
inexisténcia das defesas do organismo (JACOBY, 2005; RAVAT et al., 2010). No
caso da resisténcia, o fracasso terapéutico € total, restando, como Unica op¢ao de
tratamento, a substituicdo do antibidtico por outro ao qual a bactéria seja sensivel
(MIN et al., 2007).

O maior determinante de resisténcia intrinseca € a presenca ou auséncia do
alvo para a acdo da droga (MURRAY, MOELLERING, 1978). Assim, antibioticos
poliénicos, como a anfotericina B, atuam contra fungos devido a sua capacidade de
ligacdo a esterdis componentes de sua membrana. Alteram sua permeabilidade,
levando-os a morte. Como bactérias ndo possuem esterdis em sua membrana,
sendo essa uma caracteristica natural, sdo portanto insensiveis a essas drogas.
Outro classico exemplo é a relagcdo entre inibidores da sintese da parede celular, tal
como as penicilinas e micoplasmas. Esses microrganismos ndo apresentam essa
estrutura celular, logo penicilinas ndo encontram alvo para sua acao nesses
microrganismos (TOWNER, 1997).

Se, por um lado, a resisténcia natural ndo apresenta risco relevante a
terapéutica, por ser previsivel e constante, bastando-se conhecer o agente etiologico
da infeccdo e os mecanismos de acdo dos farmacos disponiveis clinicamente; a
resisténcia adquirida, ao contrario, € responsavel por problemas médicos
importantes, tendo em vista a grande participacdo de microrganismos com
sensibilidade modificada aos antibacterianos na etiologia das infec¢des (FREITAS,
1989; ROLAIN, RAULT, 2005).

A resisténcia bacteriana adquirida a um ou mais antibacterianos consiste em
uma nova caracteristica, que é exibida por alguma célula da populacdo de uma
determinada espécie de bactéria, caracteristica essa ausente nas células genitoras.
Esses exemplares (modificados) da populacdo bacteriana ndo respondem mais a
acdo de antibacterianos apesar de ativos contra o restante das bactérias presentes
(RAVAT et al., 2010). Essa nova propriedade é resultado de alteracdes estruturais
e/ou bioquimicas da célula bacteriana, determinada por alteracdes genéticas
cromossOmicas ou extracromossémicas (plasmidios) (GOLD, MOELLERING, 1996).

Para uma melhor compreensao do fendmeno global de resisténcia bacteriana
€ preciso entender como microrganismos adquirem resisténcia, como passam a

expressar essa nova caracteristica, de onde vem essa informac&o. A aquisicao de
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resisténcia pode aparecer originaria de uma mutagcdo ou ainda transferivel (MIN et
al., 2007).

A mutacdo é um fenbmeno decorrente do grande numero de divisbes da
célula bacteriana em um tempo reduzido (ERSON, 2005; ROLAIN, RAULT, 2005).
Essa alta velocidade de divisdo pode levar a um erro na replicagdo do DNA,
resultando na modificacdo das caracteristicas genéticas da bactéria, que pode
adquirir resisténcia aos antibacterianos. Essa mutacdo ocorre na auséncia ou
presenca de antibioticos. O papel da droga é selecionar os mutantes, favorecendo
seu crescimento devido a atuagdo nas células sensiveis. Esse problema tem se
mostrado mais alarmante com drogas destinadas a tratamentos prolongados, como
as utilizadas contra a tuberculose e hanseniase (TAVARES, 1996; FLUIT, SCHMITZ,
2004).

A resisténcia transferivel ocorre quando um dado microrganismo recebe
material genético de outro microrganismo, passando a expressar a caracteristica
contida no gene recentemente adquirido. Esse material genético que contém a
informagdo que expressa a resisténcia pode ser transferido de algumas formas:
transformacao, transducao, conjugacao e ainda transposicéao (MIN et al., 2007).

A transformacéo consiste na captacdo, por uma bactéria receptora, do DNA
proveniente do plasmideo ou cromossoma liberado pela bactéria doadora. Em
condicdes naturais, a transformacdo acontece quando a bactéria doadora sofre uma
lise e 0 seu DNA é captado pela bactéria receptora (JACOBY, 2005; ERSON, 2005;
ROLAIN, RAULT, 2005). Parece de pouca importancia clinica na transferéncia da
resisténcia, pois s6 ocorre em condicdes extremamente favoraveis e em que a
bactéria receptora apresente um estado de competéncia (ROUVEX, 2007). A
transformacado habitualmente sé acontece entre bactérias da mesma espécie e tem
sido constatada entre hemofilos, neissérias, estafilococos e estreptococos
(TORTORA et al., 2005).

A transducdo envolve a incorporacdo acidental de DNA bacteriano
cromossOmico ou plasmidial por um bacteriéfago durante seu processo de infeccao
celular. Ocorre geralmente entre bactérias de uma mesma espécie e exerce papel
importante na transferéncia de plasmideos R (resisténcia) entre S. aureus e
Streptococcus pyogenes (LACEY, 1975; HYDER, STREITFELD, 1978; JACOBY,
2005).
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A conjugacdo é um processo que requer contato fisico, bactéria-bactéria, em
gue uma das células, a doadora, transfere através da organela denominada fimbria
sexual ou pili sexual o material genético a outra, chamada receptora (SRINIVASAN
et al., 2002). O pili possui um plasmideo conjugativo, responsavel pela resisténcia
conferida a célula receptora. O plasmideo é replicado na bactéria doadora (F+) e a
sua copia, que € filamento simples de DNA, é passada para a bactéria receptora
(F-), assim denominada pela auséncia do plasmideo, formando uma célula F+ (MIN
et al., 2007). Ao receber o material genético sob a forma de plasmidios que pode
conter genes determinantes de resisténcia (plasmideos R), a bactéria receptora a
partir desse momento pode expressar uma hova caracteristica, tornando-se
resistente. Pode ainda conjugar com outra bactéria, atuando agora como doadora,
pois junto com genes de resisténcia, ela recebe genes conjugativos (plasmideos F),
permitindo entdo repetir o processo agora em progressao geométrica. (NEU, 1992;
CLANCY et al., 2010).

Segundo Tavares, 1996,

...a resisténcia extracromossdmica pela transferéncia de fatores R
constitui 0 mais frequente processo de resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos em hospitais, favorecido pela pressdo seletiva do
uso destas drogas neste ambiente.

No fenbmeno da transposicdo ha a dependéncia da presenca na bactéria de
segmentos curtos de DNA denominados transpossons. Transpossons podem conter
genes de resisténcia para um ou mais antibiéticos (TAVARES, 1996; HAWKEY,
1998). Por ndo terem capacidade de autorreplicacdo, unem-se a replicon funcional
(DNA que se autorreplica), como os plasmideos, os bacteriéfagos ou o cromossomo
da célula (SEPUTIENE et al., 2010). Os transpossons incorporados em plasmideos
ou no cromossomo bacteriano podem se manterem estaveis e serem duplicados
juntamente com o DNA receptor (BOMONO, SZABO, 2006; MIN et al., 2007;
WARDAL et al., 2010).

As bactérias podem desenvolver resisténcia aos antibacterianos através de
alguns mecanismos bioquimicos ja bem difundidos na literatura (JACOBY, 2005;
HOOPER, 2005; BOMONO, SZABO, 2006; MIN et al., 2007; CLANCY et al., 2010).
Esses mecanismos incluem (ROUVEIX, 2007):

a) modificacdo quimica do antibacteriano, através de enzimas especificas;

b) alteracéo do sitio de ligacdo do antibacteriano;

¢) substituicdo do sitio de ligacéo;
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d) diminuicdo da permeabilidade ao antibacteriano;

e) aumento da sintese de substrato com o qual o farmaco compete;

f) efluxo do antibacteriano, por intermédio de transporte ativo;

g) sintese de proteinas protetoras dos ribossomos.

Faz-se imperativo salientar que antibidticos ndo sdo agentes mutagénicos,
portanto ndo causam mutacdo em microrganismos, ndo fazendo aparecer qualquer
nova caracteristica na bactéria. Antibioticos exercem a chamada "pressao seletiva”,
Oou seja, em contato com microrganismos exercerao sua atividade, levando a morte
as cepas sensiveis, sobrevivendo entédo as resistentes (MAJIDUDDIN et al., 2002).
Com o uso frequente, essa selecdo leva ao predominio das cepas que de alguma
forma sobreviveram, multiplicaram-se e agora sdo maioria. Portanto, fica claro
porque em ambientes hospitalares ou comunidades sem qualquer controle no uso
dessas drogas o aparecimento de cepas multirresistentes € mais frequente e
também mais complicado. O uso indiscriminado, irresponsavel e ignorante de
antibioticos, terapeutica ou profilaticamente, humano ou veterinario, passando ainda
pelo uso no crescimento animal e propositos agricolas, tem favorecido a essa
pressao seletiva, mostrando como resultado a selecao e predominancia de espécies
cada vez mais resistentes (MURRAY, MOELLERING, 1978; MOELLERING, 1990).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade microbiologica e citotoxica do 6leo essencial extraido das
folnas frescas (recentemente colhidas) de Cymbopogon winterianus, mediante
Testes de Difusdo em Discos, Concentragcao Inibitoria Minima (CIM) e de Curva de
Crescimento Bacteriano com cepas de referéncia da American Type Culture

Collection (ATCC) e cepa de isolado clinico, e Ensaios de Citotoxicidade.

3.2 Objetivos Especificos

= Extrair o 6leo essencial das folhas frescas de C. winterianus (citronela).

= Investigar o potencial antimicrobiano do 6leo de citronela capaz de inibir in
vitro o desenvolvimento dos microrganismos ATCC'’s e isolado clinico testados nas
condi¢Bes de estudo, mediante testes microbiolégicos incluindo:

- Antibiograma qualitativo (Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos - TSA /
Teste de Difusdo em Discos).

- Antibiograma quantitativo para a determinagéao da CIM.

- Estabelecimento dos efeitos inibitérios e/ou bacteriolitico, com o uso da
espectrofotometria de absorcdo em 560 nm (curva de crescimento bacteriano).

= Definir o perfil de citotoxicidade do 6leo de Citronela em células da linhagem
Vero (rim de macaco verde Africano).

= Contribuir com o estudo da planta medicinal C. winterianus, para o

desenvolvimento de produtos de interesse farmacéuticos.
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4. MATERIAL E METODO

4.1 Locais de Realizacdo das Analises

A preparacao da Cymbopogon winterianus e a extracdo do seu 0Oleo essencial
foram realizadas no Laboratério de Farmacotécnica da Faculdade de Farmécia (FF)
da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), no periodo de julho a outubro de
2012.

A determinacdo da CIM preliminar do Oleo de citronela frente as cepas
ATCC's foi realizada no Laborat6rio de Anélise de Alimentos e Aguas da FF — UFJF,
no periodo de agosto a outubro de 2012. A determinacdo da CIM com a cepa de
isolado clinico, a avaliacdo da curva de crescimento bacteriano e o teste de
citotoxicidade foram realizadas no setor de bacteriologia e de cultura de células,
respectivamente, do Laboratério de Antibidticos, Bioquimica, Educacdo e
Modelagem Molecular (LABIEMol) - Universidade Federal Fluminense (UFF), no

periodo de novembro-marco de 2013.

4.2 Produto Natural Testado (Cymbopogon winterianus)

As folhas frescas de citronela foram coletadas no periodo de julho a outubro
de 2012, no Horto de Plantas Medicinais da FF — UFJF, pela manha. A planta foi
identificada pela botanica Dr2. Rosangela Siqueira, sendo uma exsicata da espécie
depositada no Herbéario Leopoldo Krieger do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB)
da UFJF sob a identificacdo CESJ 55790. A citronela é replantada a cada seis

meses, no horto, para a manutencao do cultivo.

4.3 Extracdo do Oleo Essencial

O dleo essencial de C. winterianus foi extraido pelo método da hidrodestilagcao
utilizando o aparelho Clevenger, do tipo modificado (Figura 4).
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Figura 4: Aparelho Clevenger, do tipo modificado (hidrodestilagao).

Fonte: AUTORA, 2012.

Para cada processo de extracdo foram pesados 150 g de folhas frescas de
citronela cortadas com tesoura, em pedacos de aproximadamente 5 cm de
comprimento (Figura 5) e transferidas para baldo de fundo redondo de 2 L,
adicionando-se 1000 mL de agua destilada. ApOs o término da extracdo (duas horas
aproximadamente), obteve-se rendimento médio de 1,4 mL de 6leo essencial. O
Oleo extraido foi acondicionado em tubos de vidro &mbar de 2 mL e mantido em
freezer. Um total de 15 extracdes foram realizadas, obtendo-se volume final de 21

mL de 6leo essencial.

Figura 5: Folhas de citronela recentemente colhidas.
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4.4 Linhagens Bacterianas e Condi¢cdes de Crescimento

As cepas ATCC's foram fornecidas pela Fundacdo Oswaldo Cruz -
(FIOCRUZ) e Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude — INCQS e a
cepa de isolado clinico foi gentilmente cedida pelo Hospital Universitario Antdnio
Pedro (HUAP), Niter6i — Rio de Janeiro.

Os testes microbioldgicos foram realizados contra cepas Gram-positivas e

Gram-negativas, incluindo:

* GRAM-POSITIVAS

Enterococcus faecalis ATCC 29212
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
Staphylococcus simulans ATCC 27851

Staphylococcus aureus 53581 (isolado clinico / fossa nasal)

* GRAM-NEGATIVAS
Enterobacter cloacaceae ATCC 23355
Proteus mirabilis ATCC 15290
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Serratia marcescens ATCC 14756
Escherichia coli ATCC 35211
As bactérias foram cultivadas em meio Muller-Hinton soélido preparado
conforme instru¢cdes do fornecedor (Himedia®) e recomendacdes do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2007).
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4.5 Antibiograma Qualitativo - Teste de Difusdo em Discos

4.5.1 Preparacao do In6culo

As Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) das cepas ATCC's e do isolado
clinico (citadas no item 4.4) foram retiradas da placa de Petri com alca de platina e
transferidas para tubo de ensaio contendo 1,5 mL de meio Muller-Hinton. Os tubos
foram devidamente identificados com os nomes das cepas e incubados a 37 °C

durante cinco horas, conforme padronizacédo do CLSI.

4.5.2 Preparacado da Solucédo Teste

Diluiu-se 100 pL de oleo essencial em 50 pL de agua destilada e foi
adicionado 10 pL de Tween 80 (tensoativo/agente emulsificador), obtendo-se

concentracéo final de 1,5 uL/mL.

4.5.3 Antibi6ticos Clinicos Controle

Os controles positivos utilizados foram os discos de papel (Whatman n°® 1 com
5 mm de diametro) de Ciprofloxacina (CIP- 5 ug/disco) para as bactérias Gram-
negativas e de Vancomicina (VAN- 30 ug/disco) para as bactérias Gram-positivas,
conforme especificagbes do CLSI. Como controle negativo, foi utilizado agua

destilada com 10 pL de Tween 80.

4.5.4 Procedimento Completo do Antibiograma Quantitativo (Teste de

Difusdo em Discos)

As culturas bacterianas ap6s 5 horas de incubacédo a 37 °C foram diluidas a
1:100 em solugéo salina 0,85 %. Semeou-se sobre a superficie do meio Muller-
Hinton solido (20 mL/placa) uma aliquota de 0,3 mL de cada cultura incubando a 37
°C por 30 minutos. Ap6s este periodo os discos de controle positivo, controle
negativo e de solucdo teste foram distribuidos nas placas contendo os inéculos
(Figura 6) as quais foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Os testes foram
realizados em triplicata (CIMANGA et al., 2002; CLSI, 2007).
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Figura 6: Método de difusdo em discos com as etapas de realiza¢do do teste.
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Fonte: FERREIRA, 2010.

A presenca de atividade antibacteriana (presenca do halo de inibicdo ao redor
do disco) do 6leo essencial de citronela, para cada cepa bacteriana estudada, foi
expressa pela média do didmetro da zona de inibicdo (mm) produzida no final do

periodo de incubacéo.

4.6 Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Para este teste foram utilizadas as cepas bacterianas que apresentaram
sensibilidade ao teste de difusdo em discos, descritos no item anterior (4.5).

A avaliacdo da CIM foi realizada através do método da macrodiluicdo
conforme Oliveira et al. (2001), com modifica¢des, utilizando trés séries de 10 tubos
para cada cepa bacteriana em triplicata (FREITAS, 1989). Tubos contendo meio
Muller-Hinton liquido foram preparados e autoclavados por 20 minutos a 120 °C/1
atm. Apds autoclavacao foram incubados a 37 °C por 24 horas para certificacao de
que nao houve contaminagao.

Foram realizados testes preliminares para avaliar a concentracdo do 0leo que
apresentasse uma resposta de atividade antimicrobiana frente as cepas que foram
sensiveis ao teste de difusdo em discos. A diluicdo do O6leo foi realizada
adicionando-se uma aliquota de 0,4 mL de 6leo (para as cepas S. aureus ATCC e S.
aureus - isolado clinico) e uma gota de Tween 80 em 5 mL de agua destilada estéril,

obtendo-se uma concentragcdo de 8 pL/0,1 mL. Para a cepa S. epidermidis foi
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adicionado uma aliquota de 320 uL de 6leo e uma gota de Tween 80 em 0,5 mL de
agua destilada estéril, obtendo-se uma concentracdo de 64 uL/0,1 mL.

O primeiro tubo de cada série continha 0,9 mL de meio Muller-Hinton e os
demais tubos continham 0,5 mL. No primeiro tubo foi adicionado 0,1 mL da diluicdo
do Oleo essencial de citronela. Apos a adicdo de 0,1 mL da diluicdo do 6leo no
primeiro tubo de cada série, foi realizada uma diluicdo seriada a metade a partir
deste tubo, obtendo-se concentracdes decrescentes de 4 pL/mL até 1,5625 x 107
puL/mL (para as cepas S.aureus ATCC e S. aureus isolado clinico) e 32 pL/mL até
1,25 x 10" uL/mL (para a cepa S. epidermidis). Em seguida, 0,5 mL de inéculo,
gerado a partir de uma cultura de 5 horas de crescimento e diluida a 1:10* no meio
(1,0 x 10° ufc/mL), foi adicionado em cada tubo, exceto no Gltimo tubo de cada série,
o qual foi utilizado como controle negativo. Como controle positivo foi utilizado um
tubo contendo 0,5 mL do meio de cultura e 0,5 mL do in6culo. Apds 24 horas de
incubacédo a 37 °C, a CIM foi definida como a menor concentracdo da droga que
inibe o crescimento visivel da cultura (Figura 8) (VIGIL et al., 2005; VALGAS et al.,
2007).

Figura 7: Representacéo do ensaio de antibiograma quantitativo por macrodiluicao,
indicando crescimento bacteriano a partir do terceiro tubo; a CIM esté representada
pelo tubo 2. Tubo 10 representa o controle negativo.

===
g ggg L

Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Fonte: adaptado de FERREIRA, 2010.
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4.7 Curvade Crescimento Bacteriano

Para este teste foram empregadas as culturas bacterianas de S. aureus
ATCC 25923, S. aureus 53581 e S. epidermidis ATCC 12228 e ap0s periodo de 17
horas de incubacdo a 37 °C, conforme metodologia adaptada de Périchon e
Courvalin (2012), foram diluidas 10* em meio Muller-Hinton. Uma aliquota de 1,0
mL de cada inéculo foi transferida para tubos de ensaios contendo 3,9 mL de meio
Muller-Hinton e incubados a 37 °C, até obter-se uma leitura de absorbancia de 0,10
(5,0 x 10" UFC/mL), que caracteriza a fase exponencial de crescimento bacteriano.
Em cada tubo contendo 5,0 x 10° UFC/mL foram adicionados 0,1 mL de solucdo de
Oleo teste nas concentragdes 2,0; 4,0; 8,0 e 16 pL/mL.

Os controles negativos foram representados por um tubo contendo somente
meio de cultura (5 mL) e outros quatro tubos com o meio de cultura (4,9 mL) e 0,1
mL de solucdo de 6leo teste nas concentracfes mencionadas.

No controle de referéncia de inibicdo de crescimento foi utilizado um tubo
contendo 3,9 mL de meio de cultura, 1,0 mL de in6culo e 0,1 mL de uma solu¢éo de
vancomicina na concentracdo de 5 mg/mL.

No tubo controle positivo foram colocados 4,0 mL de meio de cultura e 1,0 mL
do in6culo.

Foram colocados 200 uL da suspenséo de cada tubo (tubos testes e tubos
controles) nos pocos da microplaca de 96 pocos.

As leituras foram realizadas de hora em hora, por um periodo de seis horas. A
quantificacdo celular foi estabelecida pelo método indireto, ou seja, ndo foram
contadas as Unidades Formadoras de Col6nias (UFC), mas sim efetuada a
avaliacao da turbidimetria, mediante observacdo da densidade éptica (absorbancia)
com comprimento de onda de 560 nm (Tortora et al., 2005; Périchon, Courvalin
2012).
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4.8 Teste de Citotoxicidade

Para a determinacéo da viabilidade celular foi utilizado o ensaio do MTT (sal
3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de Tetrazolium), o qual se baseia na
conversado do sal tetrazolio (MTT amarelo em um derivado de formazan puarpura na
mitocondria das células vidveis) (MOSMANN, 1983; CABRAL, et al., 2013). As
células da linhagem Vero (rim de macaco verde Africano, ATCC CCL-81) foram
cultivadas em meio Eagle's High — meio essencial minimo (DMEM-High)
suplementado com 5 % de soro fetal bovino (DMEM-H/SFB - GIBCO®) e antibidticos
(penicilina 100 Ul/mL e estreptomicina 100 pg/mL).

Uma suspenséo de 4,0 x 10* células por poco foi distribuida em microplaca de
96 pocos e mantida a 37 °C, em atmosfera de 5 % de CO, (foram utilizadas duas
microplacas de 96 pogos, uma para leitura de 24 horas e outra para leitura tardia).
Quando o tapete celular apresentou mais de 80 % de confluéncia, o meio foi trocado
e as células foram tratadas com o 6leo de citronela nas concentracfes 0,1; 0,5 e 2,0
%, dissolvidos em 1 % de DMEM-H.

As placas foram incubadas a 37 °C em uma atmosfera imida a 5 % de COe,
apos 24 horas, foram adicionados 40 uL de uma solucdo a 2 mg/mL de MTT em
cada poco (Sigma Chemical Co. ®, Saint Louis, MO, EUA) da placa de 24 horas,
incubando por mais 3 horas. Em seguida, a solugdo de MTT foi retirada e foram
adicionados 100 L de alcool isopropilico em cada poco para interromper a reacao e
solubilizar os cristais de formazan formados nas mitocdndrias viaveis.

Para a leitura tardia, a microplaca permaneceu incubada mais 24 horas,
totalizando 48 horas sem exposi¢ao ao 6leo essencial. O 6leo essencial foi retirado e
foram adicionados 100 uL de meio DMEM-H 5 % em cada poco. ApGs 24 horas,
foram adicionados 40 yL de uma solugdo a 2 mg/mL de MTT em cada pogo e a
microplaca foi incubada por mais 3 horas. Apés 3 horas, a solucdo de MTT foi
retirada e foram adicionados 100 pyL de alcool isopropilico em cada pogo para
interromper a reagdo e solubilizar os cristais de formazan formados nas mitocéndrias
viaveis. A quantidade de formazan formado € diretamente proporcional ao namero
de células viaveis, que foi determinada a 570 nm em um leitor de ELISA.

Utilizou-se seis pogos por concentracdo (n=6) em cada microplaca e 0s
resultados foram expressos como o percentual de células viaveis em relagdo ao

controle, células expostas somente ao DMEN-H 5 % (células nao tratadas).
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4.9 Andlise Estatistica do Teste de Citotoxicidade

Os resultados foram expressos como porcentagem de viabiliadade. As
diferencas entre as médias foram determinadas pela andlise da variancia (ANOVA)
com comparacao de médias utilizando o software Graph Pad Prism 5 com intervalo

de confianca de 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Teste de Difusdo em Discos

No Teste de Difusdo em Discos, 0s resultados expressos na Tabela 4 e 5,
indicaram que o Oleo essencial de C. winterianus ndo apresentou atividade para
todas as bactérias testadas. As linhagens ATCC’s Gram-negativas, Enterobacter
cloacaceae ATCC 23355, Proteus mirabilis ATCC 15290, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Serratia marcescens ATCC 14756 e Escherichia coli ATCC 23355
mostraram-se resistentes ao 06leo (ndo houve formacdo de halo de inibicdo
relevante). Conforme apresentado na Tabela 5, a medida do halo de inibicdo de 8,0
mm para E. coli sugere baixa sensibilidade frente ao 6leo de citronela, ou seja, ndo
foi considerado, neste estudo, que o mesmo tenha atividade antibacteriana contra

€SSa cepa.

Tabela 4: Valores das médias do halo de inibicio em mm do crescimento
bacteriano + desvio padréo do 6leo essencial de citronela (Cymbopogon winterianus)
sobre bactérias Gram-negativas.

Bactérias Gram- Halo de inibicdo médio (mm) + desvio padrao
negativas
Oleo Essencial CIP (C+) Agua destilada (C -)
Enterobacter cloacaceae - 22,0 £ 0,57 -
ATCC 23355
Escherichia coli 8,0+0,76 24,0+ 0,57 -
ATCC 35211
Proteus mirabilis - 220+1,52 -
ATCC 15290
Pseudomonas aeruginosa - 25,0+ 1,52 -
ATCC 27853
Serratia marcescens - 22,0+ 0,28 -
ATCC 14756

CIP: ciprofloxacina; C +: controle positivo; C -: controle negativo; (-): ndo houve formagéo de

halo de inibic&o.

Dentre as cepas Gram-positivas, observou-se atividade contra
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 e
Staphylococcus aureus 53581 (isolado clinico). Os antibioticos utilizados como

referéncia para o controle positivo de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
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inibiram o crescimento dos microrganismos e 0 controle negativo permitiu o

crescimento dos mesmos, conforme esperado.

Tabela 5: Valores das médias do halo de inibicho em mm do crescimento
bacteriano + desvio padréo do 6leo essencial de citronela (Cymbopogon winterianus)
sobre bactérias Gram-positivas.

Bactérias Gram- Halo de inibicdo médio (mm) + desvio padrao
positivas
Oleo Essencial VAN (C +) Agua destilada (C -)

Staphylococcus aureus 13,0 £ 0,57 15,0 + 0,58 -
ATCC 25923

Staphylococcus 11,0+ 0,5 15,0+ 0,0 -
epidermidis
ATCC 12228

Staphylococcus aureus 15,0+ 1,52 16,0 + 1,52 -

53581

Staphylococcus simulans - 15,0+ 1,15 -
ATCC 27851

Enterococcus faecalis - 17,0+ 1,52 -
ATCC 29212

VAN: vancomicina; C +: controle positivo; C -: controle negativo; (-): ndo houve formacéo de
halo de inibicéo.

Os resultados obtidos no presente trabalho foram semelhantes aos
observados por Pelissari et al. (2010), em que demonstraram atividade
antibacteriana in vitro (TSA) do 6leo essencial de Melampodium divaricatum contra
cepas Gram-positivas, dentre elas a cepa S. aureus, apresentando halo de inibicéo
de 18 mm, porém sem inibicdo do crescimento das cepas Gram-negativas testadas
(P. aeruginosa, E. coli, S. marcescens e P. mirabilis).

Carvalho Jr et al. (2004) e Kavoosi e Rowshan (2013) em seus estudos com
Oleos essenciais de Cordia verbenacea e de Ferula assafoetida respectivamente,
mostraram que a atividade antimicrobiana dos mesmos € mais eficaz nas bactérias
Gram-positivas. Outros estudos corroboram com esses autores sobre o fato de os
Oleos geralmente serem mais ativos contra bactérias Gram-positivas do que contra
as Gram-negativas, confirmando o que foi encontrado no presente estudo (MEURE
et al., 2008; GONI et al., 2009; CETIN et al., 2011).
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Silvestri et al. (2010) estudaram a atividade inibitéria do 6leo essencial do
cravo-da-india (Eugenia caryophyllata Thunb.) sobre cepas Gram-negativas e Gram-
positivas em trés concentragdes diferentes: 5 yL do éleo/disco, 10 uL do éleo/disco e
15 uL do éleo/disco. Observaram que o 6leo tem maior atividade inibitoria sobre as
cepas Gram-positivas, as quais apresentaram os maiores halos de inibicéo frente ao
mesmo, apesar de o 6leo de cravo-da-india ter apresentado atividade inibitoria,
mesmo que pequena, contra cepas Gram-negativas.

Mansour et al. (2013) avaliaram a atividade antimicrobiana do 6leo essencial
de Ajuga pseudoiva contra diversas cepas Gram-positivas e Gram-negativas. A cepa
mais sensivel ao 6leo foi S. Aureus com halo de inibicdo de 32 mm e a mais
resistente foi a cepa P. Aeruginosa apresentando halo de inibicdo de 6 mm. A maior
atividade do 6leo frente as cepas Gram-negativas foi observada contra a E. coli com
halo de inibicdo de 21 mm, ao contrario do que ocorreu no presente estudo com o
Oleo de citronela.

A diferenca desses resultados pode estar diretamente relacionados com a
estrutura da parede celular das cepas Gram-negativas e das cepas Gram-positivas,
tendo em vista que esta € a principal caracteristica que diferencia os dois grupos
bacterianos, em que a presenca da membrana externa das cepas Gram-negativas
atua como barreira para certos tipos de antibioticos, enzimas digestivas, detergentes
e metais pesados (Tortora et al., 2005), e pode ser que esteja impedindo a acéo de
variados Oleos essenciais, justificando assim os resultados observados neste estudo
com o 6leo essencial de C. winterianus.

Sabe-se que as bactérias Gram-negativas possuem parede bacteriana
diferenciada, apresentando uma membrana externa composta  por
lipopolissacarideos (LPS). Uma caracteristica atipica da membrana externa de
Gram-negativas € a distribuicdo assimétrica dos lipideos sobre as faces externa e
interna. A face externa contém todos os lipopolissacarideos (LPS), enquanto a face
interna contém a maioria dos fosfolipideos. Os LPS contém mais carga por unidade
de area que os fosfolipideos e a maioria desta carga é anibnica em pH neutro,
devido a exposicdo de grupos carboxil e fosforil que podem ser ionizados. A face
externa é altamente carregada e altamente interativa com cations. Evidéncias
sugerem que a presenca de LPS na superficie celular de Gram-negativas tende a
tornar a célula bacteriana mais hidrofilica e a perda de LPS da superficie celular

torna a superficie mais hidrofébica, explicando, assim, a maior atividade
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antibacteriana do 6leo essencial de citronela, neste estudo, frente a bactérias Gram-
positivas (CAMESANO, ABU-LAIL, 2002; JEFFERSON, 2004; TORTORA et al.,
2005).

5.2 Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

Os valores da CIM do 0leo essencial de citronela frente as cepas bacterianas
gue apresentaram sensibilidade ao teste de difusédo em discos (formacédo de halo de
inibicdo no crescimento bacteriano) estdo na Tabela 6. O Oleo de citronela
apresentou melhor atividade antibacteriana frente as cepas S. aureus ATCC 25923 e
S. aureus 53581 (isolado).

Tabela 6: Concentracdo Inibitéria Minima do 6leo essencial de citronela frente as
cepas bacterianas que foram sensiveis ao teste de difusdo em discos.

Cepas bacterianas CIM (uL/mL)
Staphylococcus aureus
ATCC 25923
1,0
Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228
4,0
Staphylococcus aureus
53581 1,0

Corroborando com os resultados desta pesquisa, Oussalah et al. (2007)
avaliaram o potencial in vitro da atividade antimicrobiana de 28 o6leos essenciais
extraidos de diferentes espécies de plantas contra quatro cepas bacterianas e
verificaram que a cepa S. aureus foi a bactéria mais sensivel aos 6leos essenciais
testados. Esses resultados estdo também de acordo com os obtidos por Lambert et
al. (2001), que observaram uma elevada sensibilidade do S. aureus ao Oleo
essencial de orégano.

Rashid et al. (2013) determinaram a CIM do 6leo essencial da Artemisia
indica através do método de microdiluicdo, frente a oito cepas bacterianas e
observaram que a cepa mais susceptivel foi S. Aureus (CIM = 16 ug/mL). Ja a cepa
S. epidermidis apresentou valor da CIM mais elevado (CIM = 64 pg/mL).
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De acordo com os resultados apresentados por Angélico (2011), o éleo
essencial de Croton heliotropiifolius mostrou atividade inibitéria somente para a
linhagem multiresistente S. aureus (MRSA - Methicillin-resistant Staphylococcus
aureus) dentre as seis cepas bacterianas testadas, com valor da CIM de 512 pg/mL.
Ja o oleo essencial de Croton blanchetianus mostrou atividade inibitéria frente as
linhagens E. coli (CIM = 512 ug/mL), Bacillus cereus (CIM = 256 ug/mL) e para S.
aureus representando o resultado mais significativo com uma menor CIM de 64
pMg/mL. Contraditoriamente, Parreira et al. (2010) ndo observaram inibicdo no
crescimento de cepas de S. aureus pelo 6leo essencial de Baccharis dracunculifolia.

Segundo Unlu et al. (2010) os valores da CIM do 6leo essencial de canela
(Cinnamomum zeylanicum) contra a cepa S. aureus foi de 1,12 mg/mL. Ja nos
estudos de Santos et al. (2010), os valores da CIM frente a esta cepa, do Oleo
essencial de Pterodon emarginatus, foi superior (50 mg/mL).

Os mecanismos de acdo dos Oleos essenciais, apesar de estarem pouco
caracterizados, parecem associados ao carater lipofiico das substancias,
caracteristica que permite a inibicAo bacteriana através da permeabilidade e
despolarizacdo da membrana citoplasmatica. (DUARTE, 2006; RUA et al., 2011).
N&o existe um consenso a respeito dos niveis de inibicdo aceitaveis para
substancias de plantas quando comparadas aos antibiticos padrées (DUARTE,
2006; MENDES et al., 2011).

O aumento crescente da frequéncia de linhagens bacterianas resistentes aos
antibioticos disponiveis clinicamente torna relevante o desenvolvimento de novas
drogas com atividade antibacteriana (SADER et al.,, 1993; MCGOWAN, 2001).
Assim, muitos pesquisadores tém se dedicado a investigacdo de produtos naturais
como fonte de novas moléculas bioativas (BRANDAO et al., 2006; FERRONATTO et
al., 2007).

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial de citronela, comprovada neste
estudo, pode explicar parcialmente o uso popular da espécie no tratamento de

infecgbes e como cicatrizante.

53 Curva de Crescimento Bacteriano

As Curvas de Crescimento Bacteriano das cepas S. aureus ATCC 25923, S.

aureus 53581 (isolado clinico) e S. epidermidis ATCC 12228 estdo representadas
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nas Figuras 8, 9 e 10, respectivamente. O antibiotico utilizado como referéncia para
o controle negativo inibiu o crescimento dos microrganismos e o controle positivo
permitiu o crescimento dos mesmos, conforme esperado.

Nos testes para a determinacdo da curva de crescimento bacteriano, a qual
teve o objetivo de verificar o efeito inibidor do 6leo essencial de citronela sobre o
crescimento bacteriano, observou-se que o 0leo de citronela tem uma atividade de
inibicdo bacteriana inicial consideravel em todas as concentracdes frente as cepas

testadas.

Tabela 7: Médias + desvio padrdo dos valores de absorbancia obtidas frente as
concentracdes de 6leo essencial de citronela, sobre a cepa S. aureus ATCC 25923.

Absorbancia
Tempo Desvio Padrao
Citro 2 pl/mL Citro 4 pl/mL Citro 8 pl/mL | Citro 16 pl/mL Contr + Contr Van
T0 0,058 £ 0,0060 | 0,0396 +0,0050 | 0,043 +0,0080 | 0,028 +0,0160 |0,034+0,0200| 0,01+ 0,0260
T1 0,042 +0,0050 | 0,035 +0,0070 0,035 +0,0070 | 0,054 +0,0130 |0,245+0,0270| 0,089+ 0,0280
T2 0,031 +0,0020 | 0,025 +0,0030 0,021 +0,0010 | 0,035+ 0,0090 |0,365+0,0280| 0,114+0,0220
T3 0,030 +£0,0050 | 0,024 +£0,0070 0,022 £ 0,0040 | 0,035 +0,0090 |0,408+0,0290| 0,063+0,0270
T4 0,028 +0,0060 | 0,018 +0,0060 | 0,0146 +0,0060 | 0,034 +0,0100 |0,432+0,0210| 0,05%0,0290
T5 0,019 £0,0020 | 0,016 +£0,0040 0,003 +0,0005 0,03 £0,0090 |0,472+0,0220| 0,044+0,0290
T6 0,023 £0,0040 | 0,013 +0,0080 0,006 £ 0,0005 | 0,036 +0,0040 |0,488+0,0200| 0,033+0,0290

Citro: 6leo essencial de citronela; Contr +: controle positivo; Contr Van: controle vancomicina
().

Observando-se a Figura 8, verifica-se que a atividade de inibicdo bacteriana
do Oleo essencial de citronela frente a cepa S. aureus ATCC 25923, nas
concentracdes de 2, 4 e 8 yL/mL, ocorreu na primeira hora (T1). Na concentracao de
16 uL/mL, esta atividade foi identificada na segunda hora (T2). J& a acéo inibitéria

mais efetiva da vancomicina ocorreu a partir do T3.



Figura 8: Curva de Crescimento de S. aureus ATCC 25923.
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Na curva de crescimento da cepa S. aureus 5358 (isolado), representada pela

Figura 9, assim como ocorreu na curva de crescimento anterior, a atividade de

inibicdo bacteriana do 6leo de citronela nas concentracdes de 2, 4 e 8 pyL/mL foi

observada na primeira hora (T1) de realizacdo do teste. Ja para a concentracdo de

16 uL/mL, esta atividade foi observada na segunda hora (T2). Observou-se que a

vancomicina apresentou sua atividade inibitéria mais efetiva a partir do T4 (Figura 9).

Tabela 8: Médias = desvio padrdo dos valores de absorbancia obtidas frente as
concentracbes de Oleo essencial de citronela, sobre a cepa de isolado clinico S.

aureus 53581.

Absorbancia
Tempo Desvio Padrao
Citro 2 Citro 4 Citro 8 Citro 16 Contr + Contr Van

TO 0,144 £ 0,0005 | 0,123 +0,0010 0,115+ 0,0120 0,1+0,0070 | 0,139+ 0,0020 (0,133 £0,0120
T1 0,123 +0,0080 | 0,115+ 0,0100 0,114 +£0,0170 | 0,139+ 0,0060 | 0,302 +0,0180 | 0,23 +0,0140
T2 0,113 +£0,0070 | 0,102 £0,0140 0,11 +0,0180 | 0,123 +0,0050 | 0,353 +0,0080 | 0,231 +0,0120
T3 0,095 + 0,0030 0,08 +0,0120 0,1 +0,0080 0,095 +0,0090 | 0,43+0,0120 |0,249+0,0150
T4 0,095 £ 0,0060 | 0,072 +0,0140 0,091 +£0,0120 | 0,091 +0,0090 | 0,477 £0,0240 | 0,217 +0,0130
T5 0,086 + 0,0070 | 0,057 £0,0150 0,081 +0,0110 | 0,075+ 0,0100 | 0,519 +0,0340 | 0,209 + 0,0080
T6 0,074 £ 0,0050 | 0,042 +0,0130 0,071 +0,0110 | 0,061 +0,0100 | 0,556 +0,0420 | 0,202 + 0,0080

Citro: 6leo essencial de citronela; Contr +: controle positivo; contr Van: controle vancomicina

)

A atividade de inibicdo do oleo de citronela, frente a cepa de isolado clinico,

em todos os periodos de tempo analisados, foi bem significativa, principalmente
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qgquando comparada com a atividade de inibicdo da vancomicina (Figura 9). Os
valores obtidos das absorbéancias para o 6leo de citronela foram inferiores aqueles

obtidos para a vancomicina (Tabela 8).

Figura 9: Curva de Crescimento de S. aureus 53581 (isolado).
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Na curva de crescimento de S. epidermidis ATCC 12228, representada na
Figura 10, o 6leo de citronela apresentou atividade de inibicdo bacteriana em todas
as concentragdes testadas, tendo a sua melhor atividade a partir do T3. A
vancomicina iniciou sua melhor atividade inibitéria também a partir do T3, porém

com valor de absorbancia acima do encontrado para o 6leo (Tabela 9).
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Tabela 9: Médias = desvio padrdo dos valores de absorbancia obtidas frente as
concentracbes de Oleo essencial de citronela, sobre a cepa de isolado clinico S.
epidermidis ATCC 12228.

Absorbancia

Tempo Desvio Padrao
Citro 2 Citro 4 Citro 8 Citro 16 Contr + Contr Van
TO 0,011 +£ 0,0040 | 0,004 +0,0020 | 0,008 +£0,0050 | 0,004 +0,0030 | 0,025+0,0080 | 0,013 +0,0070
T1 0,015 £ 0,0020 | 0,005 +0,0030 | 0,013 £0,0040 | 0,014 £0,0060 | 0,026 £0,0050 | 0,029 +0,0030
T2 0,017 £ 0,0010 | 0,006 +0,0010 | 0,018 +£0,0080 | 0,020 +0,0050 | 0,117 +£0,0070 | 0,053 +0,0050
T3 0,012 £ 0,0030 | 0,002 +0,0010 | 0,004 £0,0010 | 0,019 £0,0050 |0,238+0,0070| 0,048 +0,0060
T4 0,013 +£0,0050 | 0,002 +0,0001 | 0,004 +0,00050 | 0,015 +0,0080 | 0,311 +0,0070 | 0,036+ 0,0060
T5 0,009 + 0,00050 | 0,001 +0,0004 | 0,004 +0,0040 | 0,012 +0,0050 | 0,369 +0,0104 | 0,029 + 0,00050
T6 0,016 £ 0,0030 | 0,003 +0,0010 | 0,012 £0,0070 | 0,018 +£0,0060 | 0,337 £0,0200 | 0,021 +0,0090

Citro: 6leo essencial de citronela; Contr +: controle positivo; contr Van: controle vancomicina

)

Figura 10: Curva de Crescimento de S. epidermidis ATCC 12228.
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Foi realizada uma leitura apds 24 horas de incubacdo na qual verificou-se

crescimento bacteriano em todas as concentracdes do 6leo de citronela testadas, o

mesmo nao foi verificado com o controle vancomicina o que pode indicar que, devido

a temperatura de incubacdo, alguns componentes do Oleo reduziram a atividade,

isto se deve, muito provavelmente, a volatilidade de varios componentes do 6leo de

citronela como descrito por Silva (2011).

Em todas as curvas de crescimento bacteriano apresentadas neste estudo, o

Oleo essencial de citronela apresentou atividade de inibi¢&do inicial consideravel, ao
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contrario do que ocorreu com a vancomicina, a qual apresenta melhor atividade a
partir de T3 ou T4 (Figuras 8, 10 e Figura 9, respectivamente). Esta diferenca pode
estar relacionada com o mecanismo de acdo que o 0leo essencial de citronela e a
vancomicina possuem.

A vancomicina € um antibacteriano glicopeptideo que afeta o0 metabolismo de
construcdo da parede celular das bactérias (JONES, 2006; BRUNTON et al., 2012).
Para tanto, ela liga-se na porcdo terminal do dipeptideo D-Ala-D-Ala de um
pentapeptideo encontrado em precursores de peptidoglicano (principal componente
da parede celular bacteriana), interferindo na etapa de transpeptidagédo, a qual é
responsavel pela formacdo do peptidoglicano maduro a partir do peptidoglicano
imaturo (BRUNTON et al.,, 2012). Essa estrutura molecular € responséavel pela
rigidez e forma da parede celular das bactérias, além de protegé-las da acao de
autolisinas produzidas quando ocorre danos na sintese da parede celular das
bactérias. (TRABULSI et al., 1999).

No entanto, o mecanismo de acdo dos 6leos essenciais ndo esta totalmente
elucidado. Varios estudos tém avaliado a atividade antibacteriana destes compostos
e, devido a grande variedade na composicdo quimica dos mesmos, relataram
diferentes mecanismos de ac&do, como inibicdo da sintese de acidos nucleicos, das
funcdes da membrana citoplasmatica e do metabolismo energético (HAMMER et al.,
1999; BURT, 2004; DI PASQUA et al., 2010; QIU et al., 2011). Alguns autores
consideram a lipofilia de seus constituintes como a propriedade que explicaria a
atividade antimicrobiana, caracteristica que permite a inibicdo bacteriana através da
permeabilidade e despolarizacdo da membrana citoplasmatica, levando a morte
celular (COWAN, 1999; GARCIA et al., 2011; RUA et al., 2011).

5.4 Teste de Citotoxicidade

O teste de reducdo do MTT avalia a capacidade da enzima succinato
desidrogenase (enzima mitocondrial presente somente nas células metabolicamente
ativas) de reduzir o sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium
(MTT) a cristais de formazana na mitocondria da célula, sugerindo que organelas
citoplasmaticas mantém sua atividade fisioldgica quando expostas a certos 6leos
essenciais, como por exemplo o de citronela (MOSMANN,1983; VALADARES et al.,
2007).
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A citotoxicidade do 6leo essencial de citronela sobre as células Vero esta

apresentada nas Tabelas 10 e 11 e nas Figuras 11 e 12.

Tabela 10: Viabilidade celular (%) + desvio padréo do teste de 24 horas.

Viabilidade (%) + desvio padréo

DMEN 100% Citronela 0,1%

Citronela 0,5%

Citronela 2,0%

100,00 + 14,98 106,38 + 7,24

103,54 + 5,05

113,98 + 9,59

Os resultados indicaram que a viabilidade celular das células da linhagem

Vero, frente a todas as concentracdes testadas, manteve-se superior a 100 %

(viabilidade celular referente ao controle DMEN), demonstrando que o 6leo essencial

de citronela ndo apresentou efeito citotdxico sobre as células em estudo.

Figura 11: Citotoxicidade de 24 horas apresentada como porcentagem de
viabilidade celuar. As colunas representam a média de células viaveis em relacao ao

controle negativo (DMEN).
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No teste de citotoxicidade de 24 horas, ndo houve diferenca estatistica

significante entre as amostras (P < 0,05).
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Tabela 11: Viabilidade celular (%) + desvio padrao do teste tardio.

Viabilidade (%) = desvio padrao
DMEN 100% Citronela 0,1% Citronela 0,5% [Citronela 2,0%
100,00 + 11,78 121,30 + 8,61 104,02 + 3,86 111,03 + 2,93

Os resultados indicaram, assim como para o tratamento de 24 horas, que a
viabilidade celular tardia (48 horas) das células da linhagem Vero frente a todas as
concentracOes testadas manteve-se superior a 100 % (viabilidade celular referente
ao controle DMEN), demonstrando que o 6leo essencial de citronela ndo apresentou

citotoxicidade sobre as células em estudo.

Figura 12: Citotoxicidade tardia apresentada como porcentagem de viabilidade
celuar. As colunas representam a meédia de células viaveis em relagdo ao controle
negativo (DMEN).
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Assim como no tratamento de 24 horas, ndo houve diferenca estatistica
significante entre as amostras (P < 0,05).

Alguns pesquisadores, estudando atividades citotoxicas de Oleos essenciais
sobre células Vero, encontraram resultados diferenciados, ou seja, alguns com
atividade toxica e outros sem essa caracteristica.

Silva et al. (2008) avaliando a citotoxicidade do 6leo essencial de Casearia

sylvestris, utilizando o método MTT, contra células de carcinoma do pulmdo humano
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(A-549), carcinoma cervical humano (HelLa) e de adenocarcinoma do c6lon humano
(HT-29) observaram que o uso da planta contra diferentes tipos de neoplasias pode
apresentar resultados positivos, mesmo 0 Oleo essencial apresentando baixa
citotoxicidade contra células ndo tumorais (células Vero e macréfagos isolados de
ratos), da mesma forma que no presente estudos, nos quais o Oleo de citronela
apresentou baixa citotoxicidade sobre células Vero.

O oleo essencial de Myristica fragrans, conhecida popularmente como noés-
moscada, estudado por Piaru et al. (2012), também ndo apresentou citotoxicidade
contra células Vero.

Ao contrario do que ocorreu no presente trabalho com o 6leo de citronela,
pesquisas de Vunda (2011) comprovaram que os Oleos essenciais de Croton
ericoides, C. pallidulus e C. isabelli, nas concentracdes de 10; 5,0; 2,5; 1,0 e 0,5
Mg/mL, apresentam citotoxicidade (pelo método MTT) significativa em células Vero.

Devido a grande procura de compostos naturais para auxiliar na terapia de
diversas doencas, ha necessidade de um estudo prévio e aprofundado sobre os
beneficios e os possiveis danos que 0s mesmos possam causar ao ser humano.

A atividade antibacteriana por si sé ndo € o suficiente para garantir o uso dos
Oleos essenciais como recurso terapéutico, pois diante dos resultados discutidos,
verificou-se a necessidade de avaliar e considerar a citotoxicidade dos Oleos

essenciais.
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6. CONCLUSAO

Considerando os resultados obtidos, conclui-se que o Oleo essencial de
citronela possui atividade antimicrobiana frente as cepas Gram-positivas.

As andlises das curvas de crescimento indicaram que o 6leo de citronela
apresentou atividade de inibicdo bacteriana inicial superior quando comparado com
o antibidtico de referéncia, vancomicina. Porém, apds 24 horas, esta atividade
mostrou-se reduzida, sugerindo que a temperatura de incubacédo alterou a acao
antibacteriana do 0leo, devido, muito provavelmente, a volatilidade de varios
componentes do mesmo.

Os resultados de citotoxicidade indicaram que o 6leo ndo é téxico para as
células Vero.

Embora estudos mais aprofundados sejam necessarios, 0s resultados
apresentados neste trabalho constituem uma base rica de dados referentes a
atividade bioldgica do 6leo essencial de citronela, sendo uma fonte preliminar de
informacdes cientificas importantes que podem estimular investigacdes futuras.

Recomenda-se a realizacdo de mais estudos para que seja definido o grau de
seguranca desta matéria-prima de origem natural para o desenvolvimento de

produtos farmacéuticos.
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