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O Cymbopogon citratus é uma hortalica bastante conhecida e utilizada, pertencente a familia Paeceae,
originada na Asia e em alguns paises tropicais, popularmente conhecida como Capim-santo é eficaz contra
varias patologias como: asma, insonia, colicas e ansiedade. O presente estudo teve como objetivo determinar
o perfil fitoquimico do extrato etandlico e 6leo essencial das folhas de C. citratus, assim como a atividade
antibacteriana e modulatéria frente as bactérias Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa padroes e multirresistentes. Para a analise da atividade antibacteriana foi realizado o teste de
microdiluicdo em caldo para determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM), e a modificacdo da
atividade dos aminoglicosideos gentamicina e amicacina. Na caracterizacdo fitoquimica foi observado a
presencga de compostos fendlicos no extrato como taninos e fendis, além de apresentar alguns flavonoides. Os
resultados obtidos da CIM em todas as bactérias testadas foi >1024 pg/mL, tanto para o extrato quanto para o
6leo essencial. O extrato etandlico, quando associado a amicacina e gentamicina, demonstrou um antagonismo,
para as cepas S. aureus e P. aeruginosa, ja quando se combinou o éleo essencial e os antibidticos, houve
antagonismo apenas para P. aeruginosa, 0s demais resultados ndo foram significativos. Dessa forma, novos
estudos com outros antibiéticos devem ser realizados, visando buscar os efeitos ocasionados desse tipo de
atividade combinada, pois, como nos dados obtidos, a reducdo do efeito do antibidtico pode dificultar o
tratamento de diversas doengas.
Cymbopogon citratus. Modulacéo. Produtos naturais. Resisténcia bacteriana.

Cymbopogon citratus is a well-known and used vegetable, belonging to the Paeceae family, originated in Asia
and in some tropical countries, popularly known as Capim-santo is effective against various pathologies such
as asthma, insomnia, colic and anxiety. The present study aimed to determine the phytochemical profile of the
ethanolic extract and essential oil from C. citratus leaves, as well as the antibacterial and modulatory activity
against standard and multidrug-resistant Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Pseudomonas
aeruginosa bacteria. For the analysis of antibacterial activity, the broth microdilution test was performed to
determine the minimum inhibitory concentration (MIC), and the modulatory activity of the aminoglycosides
gentamicin and amikacin. In the phytochemical characterization it was observed the presence of phenolic
compounds in the extract as tannins and phenols, besides presenting some flavonoids. The obtained results of
the MIC in all tested bacteria were >1024 pg/mL for both the extract and the essential oil. The ethanolic extract,
when associated with amikacin and gentamicin, showed antagonism to S. aureus and P. aeruginosa strains,
but when the essential oil and antibiotics were combined, there was antagonism only to P. aeruginosa, the
other results were not significant. Thus, new studies with other antibiotics should be carried out, aiming to
seek the effects caused by this type of combined activity, because, as in the data obtained, the reduction of the
antibiotic effect can hinder the treatment of various diseases.
Cymbopogon citratus. Modulation. Natural products. Bacterial resistance.
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CARACTERIZACAO FITOQUIMICA E ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO EXTRATO ETANOLICO E DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE
Cymbopogon citratus

As plantas medicinais vém sendo utilizadas desde os tempos antigos e vem passando de
geracdo para geracdo, principalmente de forma oral fazendo, portanto, parte da cultura populacional.
As antigas civilizagdes perceberam com a utilizacdo das mesmas que além de comestiveis, algumas
possuiam poder curativo (CUNHA, 2003). O uso destas ervas serve como uma forma de escape
terapéutico por possuirem um alto poder de cura, prevencdo e tratamento, fazendo com que Varios
estudiosos se aprofundem em pesquisas sobre elas em busca de novas opgbes farmacologicas
(HARAGUCHI; CARVALHO, 2010).

O uso inadequado dos antibidticos € o maior causador de resisténcia bacteriana (ZIMERMAN,
2010), as bactérias produzem enzimas que inativam os antimicrobianos impedindo que o farmaco
chegue ao seu local de acdo (GIBBONS, 2004). Bactérias como Escherichia coli esta relacionada
com resisténcia bacteriana, sendo conhecida como importante causador de infec¢Bes urinarias
(MULLER; SANTOS; CORREA, 2008), Staphylococcus aureus que por sua vez é resistente as
penicilinas (NOGUEIRA et al., 2009) causando infec¢do hospitalar e do trato urinério e pode produzir
toxinas em alimentos contaminados (NASCIMENTO, 2013) e Pseudomonas aeruginosa que ¢ um
microrganismo considerado oportunista por causar infecgdes hospitalares (ALMEIDA, 2010).

Para se controlar a resisténcia bacteriana € muito importante a busca por novos antibidticos
com novos mecanismos de acdo, com isso, através de varios estudos e pesquisas sobre algumas
plantas medicinais é observado efeito antibacteriano como uma acéo que pode diminuir a resisténcia
das bactérias (GURIB-FAKIM, 2006). Neste contexto, as plantas medicinais tém se sobressaido
como alternativa para essa finalidade (TAKAHASHI; ESTHER, 2008).

Dentre estas plantas est4 o Capim Santo que é uma hortalica de grande valor para a agricultura
(MELHORANCA FILHO et al., 2012). E uma espécie pertencente a familia Paeceae, sendo muito
saborosa e com um 6timo aroma (SCHNORR; MARCHIORETTO; SCHMITZ, 2010). Apresenta
como caracteristica folhagens finas, longas, aromaticas e asperas (CARVALHO et al., 2005). O seu
6leo essencial é usado para fabricagdo de varios produtos, como cosmeéticos e produtos quimicos
(COSTA et al., 2005). O cha desta hortalica € utilizado contra a asma, ansiedade, célicas abdominais,
insonia, dentre outros (CARVALHO et al., 2005).

Portanto, na busca de novos alvos terapéuticos contra a resisténcia bacteriana, o presente
estudo avaliou a atividade antibacteriana e modulatdria do extrato etanolico e do dleo essencial da
folha de Cymbopogon citratus frente a cepas de bactérias padrdes e multirresistentes.

Coleta e identificagdo do material vegetal

As folhas de Cymbopogon citratus foram obtidas na cidade de Brejo Santo, Ceard. Uma
exsicata foi depositada no Herbario Caririense Dardamo de Andrade Lima—HCDAL da Universidade
Regional do Cariri — URCA, com registro de nimero 12.347.

Extracéo do dleo essencial

A extracdo do 6leo essencial do Cymbopogon citratus (OECc) foi obtida a partir da hidro
destilacéo, pelo método de arraste a vapor usando aparelho de Clevenger modificado. O procedimento
se deu de forma que as folhas de Cymbopogon citratus foram colocadas em um bal&o de cinco litros,
juntamente com 2,5 litros de agua destilada e mantido em ebuli¢do por duas horas. Apds obter-se a
mistura dgua/dleo no doseador, esta foi separada, tratada com sulfato de sodio anidro (Na2S04) e
filtrada para haver separacdo total entre o Oleo e a agua (CRAVEIRO; QUEIROZ, 1993). Este
processo da destilagdo do Oleo essencial foi executado no Laboratorio de Quimica do Centro
Universitario Ledo Sampaio — UNILEAO.
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Preparacao e obtencao do extrato etanolico

Folhas ainda frescas de C. citratus (300 g) foram trituradas e colocadas em um recipiente de
vidro com tampa, contendo alcool etilico absoluto suficiente para submergir todo material vegetal
(500 mL) por 72 horas, configurando o método de maceracdo simples. Apés esse periodo, 0 material
foi filtrado, o liquido obtido foi levado ao rotaevaporador para retirada do solvente e o extrato foi
concentrado no banho-maria a 50 °C (BRASILEIRO et al., 2006).

Fitoquimica preliminar

A analise fitoquimica preliminar foi realizada utilizando a metodologia de Matos (1997),
nesse caso, o extrato etandlico de C. citratus (EECc) foi diluido em &lcool absoluto e separado em
tubos de ensaio, nos quais sdo colocados reagentes especificos (NaOH e HCL) e observado a mudanca
na coloracao do liquido e a formacéo do precipitado, sugerindo assim, a presenca de algumas classes
de metabdlitos secundarios, como os compostos fendlicos mais comuns (FIRMO et al., 2014).

Meio de cultura e microrganismos

Brain Heart Infusion (BHI) foi o meio de cultura das cepas de escolha, preparado em
concentracdo a 3,8%. Os microrganismos utilizados nos testes foram linhagens padrdo de
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), Escherichia coli (ATCC 10536) e Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), e multirresistentes da espécie Escherichia coli (27), Staphylococcus aureus (358) e
Pseudomonas aeruginosa (03), disponibilizadas pelo Centro Universitario Doutor Ledo Sampaio e
obtidas junto a Laborclin IndUstria.

Preparo e padronizacgdo dos inéculos bacterianos

As linhagens foram inoculadas em caldo BHI, na concentragdo indicada a 3,8% e ficaram
incubadas durante 24 horas a temperatura de 35°C para propiciar o desenvolvimento das cepas
bacterianas. Estas suspensdes acrescidas de bactérias desenvolvidas foram diluidas na proporcéo de
1:10 em caldo BHI até o equivalente & 10° céls/mL (COCKERILL et al., 2012).

Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

Para concentracdo Inibitéria Minima (C1M) foi feito a distribui¢&o na placa de microdiluicéo.
Foram preparados tubos eppendorf ® contendo cada um 900 uL de BHI 10% e 100 pL da suspenséo
bacteriana, previamente diluida em solucéo salina até estabelecer 105 UFC. A placa foi preenchida
no sentido numérico onde foi adicionado 100 pL desta solucdo em cada poco (placa de 96 pocos) e
em seguida procedendo-se a microdilui¢do seriada com a solucdo de 100 pL da substancia testada,
variando nas concentracfes de 1024 a 8 pg/mL. As placas foram levadas a incubadora por 24 h a 35
°C. A revelacdo da CIM foi feita utilizando-se a Resazurina. A CIM ¢é definida como a menor
concentragdo na qual nenhum crescimento foi observado (JAVADPOUR et al., 2013).

Para leitura da CIM das amostras, foi preparada uma solucdo de Resazurina sodica (Sigma)
em agua destilada estéril na concentracdo de 0,01% (p/v). Apés a incubacdo, 20uL da solucéo
indicadora foi adicionada em cada cavidade e ap6s o periodo de 1 hora a temperatura ambiente, foi
possivel realizar a interpretagdo dos resultados. A mudanca de coloracdo azul para rosa devido a
reducédo da Resazurina, indicou o crescimento bacteriano (MANN; MARKHAM, 1998; PALOMINO
et al., 2002).
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Atividade combinada do 6leo essencial e do extrato etandlico com aminoglicosideos

A CIM de antibidticos da classe dos aminoglicosideos (Amicacina e Gentamicina) foi
realizada na presenca e na auséncia do extrato e Oleo essencial de C. citratus em placas de
microdiluicdo estéreis. Estes foram testados em concentracdo sub-inibitoria (CIM/8). Toda a
distribuicdo foi feita no sentido alfabético da placa. Em seguida, 100 puL da droga Gentamicina ou
Amicacina na concentracdo de 1024 ul/mL foram misturados ao primeiro poco, procedendo-se a
microdiluicdo em série, numa propor¢do de 1:1 até a penultima cavidade, reservando-se a Ultima
como controle. As concentragdes de antimicrobianos variaram gradualmente de 1024 a 0.5 pg/mL
(COUTINHO et al., 2008; SIEBRA et al., 2018).

Anélise estatistica
Os testes foram realizados em triplicata e os resultados expressos em média geomeétrica. Para

andlise estatistica foi aplicada ANOVA two-way seguida do teste de Bonferroni, considerando
significancia de p< 0,05, utilizando o software Graphpad Prism 7.0.

Na Tabela 1 sdo mostrados os resultados obtidos na prospeccao fitoquimica preliminar, na
qual foram revelados principalmente compostos fenolicos.

Tabela 1 - Fitoquimica preliminar do extrato etan6lico de Cymbopogon citratus

Fendis e Antocianinas e Flavonas, Chalconase Flavononois Saponina
Taninos Antocianidinas Flavonois e Auronas
Xantonas
+ + + +

Notas: + indica a presenca do metabolito; - indica a auséncia do metabdlito.
Fonte: os autores.

No extrato etandlico ha a presenca de compostos quimicos de interesse medicinal, a presenca
de Taninos e Fenodis € bem conhecida por contribuir com a atividade antioxidante, sdo estruturas
polares, com alto peso molecular (AURICHIO et al., 2007; SOUSA et al., 2007).

As Antocianinas e Antocianidinas sdo muito encontradas em frutas e estdo relacionadas com
a coloracdo das plantas. Sdo caracterizadas pela presenca de 15 atomos de carbono na estrutura. Uma
das caracteristicas mais importantes dessa classe de compostos é que em solu¢des aquosas apresentam
formas diferentes por conta do pH (MARGCO; POPPI; SCARMINIO, 2008). Chalconas e Auronas
sdo subgrupos dos Flavonoides e esses compostos estdo relacionados com a acdo anti-inflamatéria
(COUTINHO et al., 2009).

As presencas de compostos fendlicos, como os flavonoides ja eram esperados para esta
espécie, segundo Boeira et al. (2020), os quais caracterizaram o extrato das folhas de C. citratus e
obtiveram 31 fitoquimicos, dos quais em sua maioria era composta por esta classe de metabolicos
secundarios.

A atividade direta do extrato etandlico e 6leo essencial obteve uma CIM > 1024 pg/mL, isso
demonstra que ndo houve atividade antibacteriana intrinseca significativa, diante disso foi possivel
observar que o extrato etandlico e 6leo essencial de C. citratus ndo possuem a capacidade de inibir o
crescimento das bactérias testadas, sendo um fato relatado em estudos sobre Citrus limon L. e Sicana
odorifera L. (CASTRO et al., 2010).

Possamai et al. (2019) analisaram, pelo método de disco-difusdo, a CIM de trés Oleos
essenciais de plantas aromaticas, inclusive a C. citratus, contra bactérias Gram positivas e negativas,
isoladas de alimentos, e determinaram que, dentre os 0leos, o de C. citratus teve a menor formacao
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de halo de inibicdo, principalmente com a cepa do género Staphylococcus testada, corroborando com
0 presente trabalho, o qual ndo demonstrou atividade direta também para uma cepa deste género.

Diferentemente deste fato, no estudo de Boeira et al. (2020), os quais também analisaram a
acdo direta do extrato das folhas de C. citratus contra cepas bacterianas (Escherichia coli ATCC
25922, Salmonella enteritidis ATCC 13076 e Staphylococcus aureus ATCC 25923) pelo método de
disco-difusdo, houve uma inibi¢do do crescimento bacteriano. Neste estudo também foi verificado
que o Oleo de C. citratus também é um bom agente conservante, resultados estes podem estar
divergindo com o presente estudo devido a concentracdo usada ou metodologia empregada.

As Figuras 1 e 2 apresentam a atividade combinada do extrato etanolico e do 6leo essencial,
respectivamente, de C. citratus sob os aminoglicosideos amicacina e gentamicina.

Figura 1 - Associacdo entre aminoglicosideos e 0 EECc frente a bactérias multirresistentes
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Figura 2 - Associacdo de aminoglicosideos com o OECc frente bactérias multirresistentes

ns
1500+

2 ns

*

AN <_—|¢
*

:l i

~ 1000+ l_l L
?E,, 500- [ | l_ i
a im.—. ‘ i L & Amicacina
= - OECc + Amicacina
2 3 Gentamicina
% OECc+ Gentamicina
> \
E coli S. aureus P. aeruginosa

*** valor estaticamente significante com p<0.001
ns valor estaticamente ndo significante com p>0.05

Fonte: 0s autores.

Pagina 5 de 8



CARACTERIZACAO FITOQUIMICA E ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO EXTRATO ETANOLICO E DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE
Cymbopogon citratus

As amostras de C. citratus que foram testadas, quando associados aos antibioticos amicacina
e gentamicina ndo demonstraram resultados significativamente relevantes, inclusive houve um
antagonismo com esses aminoglicosideos para as cepas de S. aureus e P. aeruginosa com o EECc e
também houve aumento da CIM desses dois farmacos para a cepa P. aeruginosa quando associados
com o OECc, também confirgurando um antagonismo.

Gongcalves et al. (2019) testaram também a associacdo do 6leo essencial de C. citratus com
alguns antibioticos, inclusive a amicacina, contra cepas bacterianas (Staphylococcus aureus
CCCDSO013, Pseudomonas aeruginosa CCCD-POO4, Escherichia coli CCCD- E003), mas pelo
método de disco-difusdo, e constataram um sinergismo com a amicacina e o0 ceftriaxona,
demonstrando que este 6leo pode ter uma melhor acdo quando combinado com outras classes de
farmacos antimicrobianos ou por outros métodos de teste.

InteracOes negativas desta forma, como a combinagdo produto natural e farmaco agravar a
acdo do antibidtico, pode estar associada com componentes quelantes que se fazem presentes nos
extratos e 0leos essenciais de plantas medicinais, os quais podem fazer com que haja a diminuicéao
dessa atividade, por se ligarem nas moléculas dos antimicrobianos e inativa-los (CRUZ et al., 2015).

Diante disto, é possivel concluir que o extrato etandlico e o 6leo essencial das folhas C.
citratus ndo possuem uma atividade direta contra as bactérias multirresistentes testadas e que, ao
serem associados a aminoglicosideos como amicacina e gentamicina, ocasionam um antagonismo,
aumentando a CIM inicial dos antibioticos necessaria para inibir o crescimento dessas bactérias, como
foi apresentado na avaliagdo in vitro. Dessa forma, é necessario que novos estudos com outros
antibidticos sejam realizados, visando buscar uma atividade adjuvante ou uma acao intrinseca
favoravel, pois, como nos dados obtidos, a reducdo do efeito do antibiético pode dificultar o
tratamento de diversas doencas.
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