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RESUMO

Cymbopogon citratus € mais conhecido no Brasil como capim-liméo, apresenta uso
na medicina popular como anti-inflamatoério, ansiolitico, anticonvulsivante, antipirético
e sedativo, e também na industria de cosméticos e perfumes. Além disso muito
estudos relatam acdo do Oleo essencial de Cymbopogon citratus (OEC) em
bactérias, fungos e leveduras, como agente antimicrobiano. Apesar de amplamente
empregado na medicina popular pouco € sabido sobre a capacidade antioxidante e
citotéxica do OEC, por isso os objetivos deste trabalho foram extrair o 6leo
essencial, determinar sua composicdo quimica, atividade antioxidante, atividade
citotoxica em linhagem de cancer de prostata (PC-3) e atividade antimicrobiana. O
OEC foi obtido pelo processo de hidrodestilacao utilizando aparelho Clevenger e sua
composicdo foi realizada por meio de cromatografia gasosa/espectrometria de
massas. A atividade antioxidante foi avaliada, empregando-se os meétodos de
reducado do radical livre DPPH, método de reducéo do ferro — FRAP e pela captura
do radical ABTS. A atividade antimicrobiana foi realizada através do método de
difusdo em agar com as cepas Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Escherichia
coli (ATCC 25922), como controle positivo usamos a gentamicina e como controle
negativo, o DMSO. Para atividade citotoxica utilizamos a linhagem celular de cancer
de prostata humana com metastase em osso (PC-3), e realizamos 0s ensaios de
viabilidade celular e de ciclo celular e apoptose, realizadas através do método MTT e
por citometria de fluxo, respectivamente. Como resultado da sua composicéo, foram
identificados no OEC os compostos majoritarios: geranial, neral, mirceno e geraniol.
Quanto as suas analises quimicas e biologicas, o OEC apresentou potencial
antioxidante quando comparados a outros Oleos essenciais e atividade
antimicrobiana para a cepa de S. aureus, enquanto a E. coli se mostrou resistente.
Para atividade citotdxica, foi demonstrada uma diminuicdo de cerca de 50 a 80% na
viabilidade celular apés 24 e 48 horas de tratamento, respectivamente, e a analise
do ciclo celular revelou que o OEC aumentou a percentagem de células na fase
GO0/G1 e diminuiu nas fases S e G2/M apés 24 horas de tratamento na linhagem PC-
3. O OEC promoveu a parada do ciclo celular, mas nao foi capaz de aumentar a
apoptose dessas células. Estes resultados indicam que o OEC de Cymbopogon
citratus apresenta potencial terapéutico como agente antimicrobiano, antioxidante e

antitumoral.



Palavras-chave: Capim-lim&o. Cancer. Prostata.



ABSTRACT

Cymbopogon citratus, better known in Brazil as lemongrass, has use in folk medicine
as anti-inflammatory, anxiolytic, anticonvulsant, antipyretic and sedative, and in the
cosmetics and perfume industry. Also very studies report CEO action in bacteria,
yeast and fungi, as an antimicrobial agent. Although widely used in folk medicine,
little is known about the antioxidant and cytotoxic potential of the CEO, so the
objectives of this study were to extract the essential oil, to determine its chemical
composition, antioxidant activity, cytotoxic activity in prostate cancer cell line (PC- 3)
and antimicrobial activity. The CEO was obtained by hydro distillation process using
Clevenger apparatus, and its composition was performed using gas
chromatography/mass spectrometry. The antioxidant activity was evaluated, using
free radical reduction methods DPPH, iron reduction method - FRAP and the capture
of ABTS radical. The antimicrobial activity was performed using the agar diffusion
method with strains Staphylococcus aureus (ATCC 25923) and Escherichia coli
(ATCC 25922), as a positive control we used gentamicin and as a negative control,
DMSO. For cytotoxicity, use the cell line of human prostate cancer bone metastasis
(PC-3), and performed cell viability assays and apoptosis and cell cycle performed
through the MTT and flow cytometry, respectively. As a result of its composition, they
were identified in the CEO major compounds: geranial, neral, geraniol and myrcene.
As for its chemical and biological analysis, the CEO presented antioxidant potential
when compared to other essential oils and antimicrobial activity for the strain of S.
aureus, while E. coli was resistant. To cytotoxic activity was demonstrated a
decrease of about 50 to 80% in cell viability after 24 and 48 hours of treatment,
respectively, and cell cycle analysis revealed that the CEO increased the percentage
of cells in GO/G1 phase and decreased in phases S and G2/M after 24 hours of
treatment in PC-3 line. The promoted CEO cell cycle arrest but was not able to
increase apoptosis. These results indicate that the CEO has therapeutic potential as

an antimicrobial, antioxidant and anti-tumor agent.

Keywords: Lemongrass. Cancer. Prostate.
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1 INTRODUCAO

Cymbopogon citratus é originario da india e muito produzido na regido Sul do
Brasil, no estado do Parana, mais conhecido no Brasil como capim-limdo (CASTRO
& RAMOS, 2003; GOMES & NEGRELLE, 2003). No Brasil € bastante conhecido na
medicina popular, sendo utilizado como: digestivo, analgésicos, antitérmico,
diurético, antiespasmaodico, antialérgico, entre outros. Seu Oleo essencial (OEC) é
utilizado na industria de sabonetes, perfumaria e produtos relacionados, além de
produtos com fins medicinais (GOMES & NEGRELLE, 2007).

Os Oleos essenciais (OE) tém sido amplamente estudados quanto sua acgao
antimicrobiana (NGUEFACK et al, 2012; NAIK et al, 2010; TZORTZAKIS et al, 2007),
antioxidante (SACCHETTI et al, 2005) e citotéxica (SUN et al, 2014). O uso massivo
de substancias antimicrobianas sintéticas € um fator determinante no
desenvolvimento da resisténcia bacteriana aos antibioticos existentes. Com isso, a
necessidade de estudos de novas substancias de origem vegetal vem ganhando

relevancia na literatura cientifica (NAIK et al, 2010).

Outro fator impactante na saude publica € o numero crescente de casos de
cancer. A estimativa de ocorréncia de novos casos, biénio 2016-2017, no Brasil sera
de 600 mil, excetuando-se o cancer de pele ndo-melanoma, os niumeros de casos
novos de cancer chegardao a 420 mil. O Cancer de préstata € o tumor maligno mais
comum em homens e a quinta causa de morte por cancer entre homens, com
prevaléncia de 975 mil casos e 300 mil mortes estimadas em 2012 no mundo e, no
Brasil representa a principal causa de mortalidade associada ao cancer, com 17.200
mortes e o tipo mais incidente nos homens (32,5%) (IARC, 2012). O aumento das
taxas de incidéncia do cancer de préstata pode ser justificado pelo aumento da
expectativa de vida da populacdo e o crescente rastreamento do seu diagndéstico
(DAMIAO, 2015). O nimero de casos de cancer de prostata em nosso pais e no

mundo motivam a busca por alternativas para o seu combate.

Com isso, justifica-se a realizacdo de pesquisas relacionadas as atividades
antimicrobiana, antioxidante e citotoxica, a fim de avaliar a agcdo do OEC nos
microrganismos testados, sua acao antioxidante, viabilidade celular de céncer de

prostata e seus efeitos no ciclo celular e apoptose.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cymbopogon citratus

Cymbopogon citratus (figura 1) pertence a familia Poaceae (antiga Graminae),
originario da India. Em virtude de condicbes climaticas serem semelhantes & da
india, essa espécie se dispersou e aclimatou por todo o territério brasileiro. E
conhecido por diversos nomes populares e dentre os mais comuns estdo: capim-
cidré, capim-limédo, capim-cidreira, capim cidrdo, cha-de-estrada, erva-cidreira e
citronela-de-java. E uma erva com caule rizomatoso muito ramificado, escuro, curto,
semi-subterraneo e palhoso, medindo de 0,60 a 3 m de altura. As raizes sao
fibrosas, escuras e numerosas. As folhas sédo moles, estreitas e longas (0,50 a 1,0
m), aromaticas, com margens asperas e cortantes (CASTRO & RAMOS, 2003;
GOMES & NEGRELLE, 2003).
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Figura 1: Planta Cymbopopgon citratus. Fonte: GBENOU et al,
2012.
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C. citratus tem uma producdo mais destacada no Brasil nas regibes Sul e
Sudeste, em especial no estado do Parana, onde seu cha é um dos mais
comercializados pelas empresas do ramo. Gomes & Negrelle (2015) realizaram um
estudo sobre a cadeia produtiva do C. citratus, onde evidenciam que mais de 80%
dos produtores agroindustriais ndo seguem protocolos estabelecidos para sua
producdo, e desconhecem fatores como obtencdo de mudas, época adequada de
plantio e colheita, controle de pragas e doencas gerando um baixo rendimento
industrial do 6leo essencial do mesmo, assim como o transporte e armazenamento
inadequados geram perda de qualidade desse 6leo quanto aos seus principios
ativos e contaminacdo por agentes que podem causar danos a saude dos

consumidores.

Em um estudo conduzido por Gomes et al (2007) para avaliar a producgéo de C.
citratus no estado do Parand, Brasil, foi verificado que esta é realizada a partir de
mudas extrativistas que crescem espontaneamente na beira da estrada,
possibilitando contaminacdes por poluentes, como metais pesados. O preparo do
solo era feito de forma manual, sem andlise prévia e com presenca de doencas

fungicas.

O cha preparado a partir das suas folhas é muito utilizado como
antiespasmadico, analgésico, anti-inflamatério, ansiolitico, hipnético,
anticonvulsivante, antipirético, diurético e sedativo. E comumente utilizado na
medicina popular no Brasil para o tratamento de distirbios do sistema nervoso e
gastrointestinal. O 6leo essencial obtido a partir de folhas frescas desta planta é
amplamente utilizado pelas industrias de perfumes, cosméticos e na medicina
tradicional para diversas finalidades (SONKER et al, 2014; SANTIN et al, 2009;
GBENOU et al, 2013; BLANCO et al, 2009). Costa et al (2011) em seu estudo néo
detectaram efeitos deletérios em func¢des do figado ou rim, nas doses testadas.
Durante a avaliacdo de biomarcadores de genotoxicidade e toxicoldgicos mostrou
que C. citratus apresenta baixa toxicidade e pode ser considerado seguro em um

tratamento a longo prazo com doses de até 100 mg/Kg.
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2.2 OLEO ESSENCIAL (OE)

Os Oleos essenciais sdo compostos volateis, naturais, caracterizados por um
odor forte e formados por plantas aromaticas como metabdlitos secundarios, em
resposta a estressores, com isso, as condicbes de crescimento podem afetar a
produtividade e o teor do OE (CALO et al, 2015). Essa mistura de compostos
volateis exerce agbes biologicas diferentes em humanos, animais e outras plantas,
exercendo atividades como antibacteriana, antiviral, antifingica e inseticida, além de
funcionar em uma série de fases de muitas doencas, como o cancer, por exemplo.
Séao também utilizados na preservacao de alimentos e como analgésicos, sedativos,
medicamentos anti-inflamatérios (BOUKHATEM et al, 2014; CARMO et al, 2013),
antiespasmodicos e anestésicos locais (GORNEMANN et al, 2008). Seus
componentes sdo utilizados em perfumes, cosméticos, produtos de limpeza,
odontologia, agricultura, assim como flavorizantes de comidas e bebidas. Os 6leos
essenciais sdo uma mistura muito complexa, onde cada um pode conter cerca de 20
a 60 componentes em diferentes concentracdes. Eles sao caracterizados por dois ou
trés componentes presentes em altas concentracdes (20 a 70%) se comparados aos
outros presentes em quantidades minimas. Geralmente, esses componentes
presentes em maior quantidade sdo os que determinam a propriedade bioldgica do
6leo essencial (BAKKALI et al, 2008; ADORJAN & BUCHBAUER, 2010; BHALLA et
al, 2013).

Devido a essas propriedades biol6gicas presentes nos 0leos essenciais
estarem relacionadas aos seus compostos majoritarios, os 0leos se tornaram alvo
para recuperacao dessas substancias bioativas. Fornari et al. (2012) fizeram uma
revisado sobre o assunto onde desde o ano de 2000 até 2012, cerca de 4000 artigos
apresentavam “6leo essencial” ou “Oleo volatil® como palavra-chave e

aproximadamente 3000 também incluiam as palavras “bioativo” ou “bioatividade”.

Mais de 80% da populacdo mundial utiliza plantas medicinais para tratar seus
problemas de saude. Visto isso, 0 estudo de constituintes das plantas medicinais
com grande potencial farmacéutico é de importante valia (GBENOU et al, 2013;
ADORJAN & BUCHBAUER, 2010).
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O oleo essencial de alfazema e lavanda, por exemplo, tém uma producgédo anual
mundial de 200 e 1000 toneladas por ano, respectivamente, onde apresentam
grande potencial antioxidante, além de propriedades anti-inflamatoérias, anti-
mutagénicos, antiviral e antibacteriana (LESAGE-MEESSEN et al, 2015).

O d6leo essencial de Cymbopogon citratus (OEC), € amplamente utilizado como
medicamento em regides tropicais no mundo, especialmente no sudeste asitico.
Um total de 16 constituintes quimicos representando 93,69% do Oleo foram
identificados, entre os quais, geranial (27,04%), neral (19,93%) e mirceno (27,04%)
foram o0s principais constituintes encontrados (figura 2) (TZORTZAKIS &
ECONOMAKIS, 2007; GBENOU et al, 2013; SANTIN et al, 2009).

X

Neral Geranial Mirceno
OH
W
Geraniol

Figura 2. Estrutura quimica dos compostos majoritarios do 6leo essencial de Cymbopogon citratus.
Fonte: Adaptado de NEGRELLE & GOMES, 2007

Para uma melhor extracdo de seu 6leo essencial € indicado que o C. citratus
seja coletado no periodo da manha (8:00 as 9:00h), no Brasil nos meses de marco,
abril e setembro onde o indice pluviométrico e temperatura sdo mais elevados
(SANTOS, 2009).

Diferentes formas de secagem da planta Cymbopogon citratus foram

estudadas por Hanaa et al (2012), onde secou as folhas no sol, na sombra e no
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forno. Encontrou diferengas quanto ao teor de 6leo essencial, onde todas as formas
de secagem apresentaram teor inferior, comparando as folhas frescas, excetuando o
percentual de mirceno na secagem ao sol, com valores superiores as folhas frescas.
Quanto a analise de seus compostos, todas as apresentacdes (folhas frescas e
secas) apresentaram 0S mesmos compostos majoritarios, mas com diferencas

quantitativas (tabela 1).

Tabela 1: Composicao do 6leo essencial de Cymbopogon citratus em diferentes métodos de secagem
das suas folhas

Composto Folhas frescas Secagem ao sol Secagem na sombra Secagem no forno

Mirceno 15,69 % 16,16 % 14,49 % 15,42 %
Neral 34,98 % 30,08 % 3452 % 31,28 %
Geranial 40,72 %’ 31,53 % 39,86 % 37,24 %

Fonte: Adaptado de Hanaa et al, 2012

2.2.2 Propriedades quimicas e biologicas dos 6leos essenciais

Oleos essenciais de Cymbopogon citratus, Ocimum gratissimum e Tymus
vulgaris apresentam um elevado potencial de conservacdo de alimentos sendo
eficaz contra micotoxinas de Aspergillus ochraceus, Penicillium expansum e
Penicillium verrucosum. Além de terem se mostrado mais ativos que o conservante
sintético sorbato de potassio, com atividade antifungica. Com isso, sua aplicacdo na
agroindustria é indicada para preservacao natural de alimentos, com uma alta
atividade antifingica (NGUEFACK et al, 2012).

Segundo a literatura, o OEC apresentou atividade antibacteriana e antifungica

para diversos microrganismos, que resumidamente estédo catalogados no quadro 1.
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Quadro 1. Microrganismos onde o 6leo essencial de capim-limédo se mostrou efetivo quanto a

susceptibilidade

Classificacao Microrganismos Origem Referéncias
CIP 105182 Bassolé et al, 2011
Escherichia coli - Naik et al, 2010
Bactérias _ _ ATCC 8739 Sa_ntos et al, 2009
Gram - Klebsiella pneumoniae - Naik et al, 2010
Salmonella entérica CIP 105150 Bassolé et al, 2011
Pseudomona aeruginosa  ATCC 9027  Santos et al, 2009
ATCC 9144 Bassolé et al, 2011
Staphylococcus aureus - Naik et al, 2010
ATCC 6538 Santos et al, 2009
Bacillus cereus - Naik et al, 2010
Bactérias  Bacillus subtilis - Naik et al, 2010
Gram + Enterococcus fecalis CIP 103907 Bassolé et al, 2011
Listeria monocytogenes CRBIP13.134 Bassolé et al, 2011
Enterobacter aerogenes CIP 104725 Bassolé et al, 2011
Listeria innocua CECT 910 Viuda-Martos et al, 2010
Aspergillus niger Isolado de Sonker et al, 2014
uvas
Aspergillus flavus Isolado de Sonker et al, 2014
uvas
Aspergillus ochraceus Isolado de Sonker et al, 2014
Fungos uvas
9 Candida albicans Isolado de Santos et al, 2009
candidiase
vulvovaginal
Candida tropicalis Isolado de Santos et al, 2009
candidiase
vulvovaginal

-: nao informado

Sonker et al. (2014) estudaram o efeito do OEC na reducdo da gravidade de
doencgas e possibilidade como conservante para a manutencdo da qualidade de
uvas pos-colheita. Os resultados mostraram que o OEC aumentou a vida de
prateleira das uvas em até 10 dias. Ele também se mostrou potente inibidor do

crescimento de fungos e de secrecéo de micotoxinas.

Naik et al. (2010) encontraram que o OEC foi efetivo para todos 0s organismos

testados, com excecdo da Pseudomona aeruginosa. Organismos gram-positivos
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(Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Bacillus subtilis) foram mais susceptiveis
ao OEC do que os organismos gram-negativos (Escherichia coli, Klebsiella
Pneumoniae, P. aeruginosa). A atividade antibacteriana encontrada foi aumentando

progressivamente com o aumento da concentracao do 6leo.

Tzortzakis et al. (2007) demonstraram que OEC teve acgdo fungicida para
Colletotrichum cocodes, Cladosporium herbarum, Rhizopus stolonifer e Aspergillus

niger.

No estudo de Santin et al. (2009) o OEC no tratamento de parasitas, resultou
em um efeito dose-dependente na inibicdo da proliferacdo de Leishmania

amazonenses.

Bassolé et al. (2011) mostram que o OEC apresentou maior atividade para
Enterococcus fecalis, Listeria monocytogenes, Salmonella enterica, Salmonella
typhimurium e Shigella dysenteriae, dentre 0s microrganismos avaliados.
Comparando a atividade do 6leo com a dos antibidticos padréo tetraciclina e
eritromicina, o 6leo se mostrou mais efetivo para E. fecalis, L. monocytogenes, S.
tiphimurium e S. dysenteriae para ambos o0s antibiéticos e para Enterobacter

aerogenes e E. coli para eritromicina.

Viuda-Martos et al (2010) relataram que o OEC apresentou grande atividade
antibacteriana para Listeria innocua com um halo de inibicdo de 49 mm, utilizando
método de disco-difusdo. L. innocua é uma bactéria gram-positiva ndo-patogénica
presente no ambiente, solo e fontes de alimentos e podem sobreviver a condicfes

extremas de pH e temperatura e, ambientes hipersalinos.

O OEC pode ser considerado um importante antifingico. Teste na sua fase de
vapor demonstraram vantagens ao seu uso na fase liquida, apresentando uma maior
poténcia com doses inferiores além de poder ser usado como descontaminante no
ar, em hospitais por exemplo (BOUKHATEM et al, 2014).

Com a crescente industrializacdo de alimentos e com a distancia cada vez
maior entre o produtor e o consumidor, mecanismos para prolongar a vida de
prateleira desses alimentos, de modo a diminuir perdas nutricionais e retardar o

processo de oxidacdo, vém sendo utilizados. A induUstria de alimentos utiliza
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conservantes sintéticos para tal, mas a sua seguranca vem sendo cada vez mais
guestionada. Com isso a intensa procura por antioxidantes naturais como
substitutos. As principais fontes de antioxidantes naturais sdo 0S compostos
fendlicos presentes em diferentes partes das plantas, como: frutas, legumes, nozes,

sementes, folhas, raizes e cascas (JIROVETZ et al, 2006).

O uso de fontes mais naturais com propriedades antioxidantes, como os 6leos
essenciais, tem sido utilizado de modo a aumentar a vida de prateleira de produtos
alimentares ricos em lipidios, melhorando assim sua estabilidade (HAZZIT et al,
2006).

Os compostos fendlicos estdo muito presentes no reino vegetal, exercendo
funcbes de protecdo a plantas e vegetais contra acdo de microrganismos,
predadores, raio ultravioleta e outras pressdes ambientais. Diversos fatores
influenciam a acumulacdo desses compostos fendélicos nas plantas e um dos mais
importantes € a exposicdo da planta ao sol, proporcionando seu aumento relativo. A
fase de poOs-colheita é crucial para manutencdo desses compostos, onde o cuidado
com a forma de secagem das plantas medicinais e seu armazenamento adequado
sdo fundamentais para evitar a degradacdo desses compostos bioativos. O
Cymbopogon citratus apresenta em sua composicdo &cidos hidroxicinamicos,
flavonoides, fendis e taninos (COSTA et al, 2016).

Um dos compostos majoritarios presentes no OEC € o citral, um monoterpeno
aldeido que confere odor caracteristico do capim-limao e esta presente de forma
predominante em sua composic¢éo. E formado por dois isdmeros, neral e geranial e é
responsavel pelas propriedades bioldgicas relacionadas ao 6leo essencial de capim-
lim&o (LIANG et al, 2004).

As metodologias para andlise da atividade antioxidante baseiam-se em
diferentes fundamentos. Os testes de DPPH, ABTS e FRAP tém como fundamento a
transferéncia de elétrons. O ensaio ABTS gera o radical ABTS de cor azul/verde
gue pode ser reduzido pelos antioxidantes. O DPPH baseia-se na reducédo do DPPH
de cor violeta. O FRAP ¢ diferente dos outros por néo existir radicais livres
envolvidos, ocorre a reducéo do Fe*® em Fe*?. Devido a complexidade das reagbes

envolvidas na atividade antioxidante, recomenda-se a utilizacdo de duas ou mais
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técnicas, a fim de se determinar a capacidade antioxidante de uma amostra, visto
que uma Unica técnica ndo conseguiria determinar de forma isolada (FLOEGEL, et
al, 2011).

Outra propriedade muito importante que vém sendo estudada é a atividade
citotdxica dos Oleos essenciais. Oleo essencial obtido a partir de folhas frescas de
Zanthoxylum rhoifolium, uma planta encontrada na Amazo6nia, demonstrou atividade
citotoxica as linhagens de células cancerosas A-549 (carcinoma de figado humano)
e HT-29 (adenocarcinoma de c6lon humano). Esse efeito foi atribuido ao sinergismo
entre os diferentes compostos presentes no 6leo, uma vez que eles isolados nao
demonstraram o mesmo efeito satisfatorio. Essa planta ndo apresentou efeito em
células nao-tumorais de rim de macaco e macrofagos de rato, 0 que sugere que
esse Oleo essencial tem uma atividade biol6gica seletiva interessante para as
células tumorais (SILVA et al, 2007).

Halabi & Sheikh (2014) em seus resultados sugeriram um efeito
antiproliferativo do extrato etandlico de C. citratus em linhagens de células

cancerosas humanas de mama (MCF-7) e ovério (COAV).

2.3 CANCER

O céancer caracteriza-se pelo crescimento desordenado de células, que tendem
a invadir tecidos e 6rgaos vizinhos. O crescimento de células cancerosas ocorre de
forma incontrolavel, formando mais novas células anormais. Essa proliferacdo pode
ser controlada ou ndo controlada. O crescimento controlado, caracteriza-se pelo
aumento localizado e autolimitado do numero de células de tecidos normais. J& no
crescimento ndo controlado tem-se uma massa anormal de tecido, mesmo apés
cessarem o0 seu estimulo inicial, e sdo denominadas neoplasias. As neoplasias,
podem ser in situ ou invasivo, e na pratica sdo denominadas de tumores. Esses
tumores podem ser benignos ou malignos. Os tumores benignos ocorrem devido a
um crescimento organizado, de forma geral lenta, expansiva e com limites bem
nitidos, tem por caracteristica ndo invadirem tecidos vizinhos. Os tumores malignos

ou neoplasicos tem como caracteristica um crescimento descontrolado de células
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modificadas, que podem romper a membrana basal, atacar e invadir tecidos ao redor
e provocar uma metastase. O tratamento para esses tumores também pode danificar
células saudaveis e devido a isso, o tratamento alternativo (com uso de plantas) tem
sido utilizado como tratamento adjuvante ao tratamento oficial (radioterapia,
quimioterapia e cirurgia). Fontes naturais correspondem direta ou indiretamente a
mais de 60% dos agentes anticancerigenos (MELO, 2011; INCA, 2012).

Em 2012, foram 14,1 milhGes de casos novos de cancer, com 8,2 milhdes de
mortes e 32,6 milhdes de pessoas vivendo com cancer no mundo (tabela 2). Onde 8
milhdes de novos casos (57%), 5,3 milhdes de mortes por cancer (65%) e 15,6
milhdes de pessoas vivendo com cancer (47,85%), ocorreram em paises menos
desenvolvidos. Em todas as idades, a incidéncia de cancer em homens foi 25%
maior do que em mulheres (IARC, 2012). No Brasil, foram diagnosticados em 2014,
576.580 novos casos de cancer, sendo 52,43% em homens e 47,56% em mulheres,
de todas as idades, com maior representacdo na regiao sudeste (51,98%), seguidos
das regides sul (20,17%), nordeste (17,18%), centro-oeste (7,18%) e norte (3,47%)
(INCA, 2014).

Tabela 2: Incidéncia e Mortalidade Estimada de Cancer Mundial para ambos os sexos, em 2012

Cancer Incidéncia Mortalidade
Numero (%) Taxa Numero (%) Taxa
Pulméo 1.824.701 13 23,1 1.589925 19,4 19,7
Mama 1.671.149 119 431 521.907 6,4 12,9
Colorretal 1.360.602 9,7 17,2 693.933 8,5 8,4
Préstata 1.094916 7,8 30,7 307.481 3,7 7,8
Estbmago 951.594 6,8 12,1 723.073 8,8 8,9
Figado 782.451 5,6 10,1 745533 9,1 9,5

Todos os canceres,

excetuando cancer  14067.894 100 182,0 8.201.575 100 1024
de pele nao-

melanoma

* taxa bruta por 100 mil habitantes para todas as idades.

Fonte: Adaptado de IARC, 2012.

No Brasil, no biénio 2016-2017, as neoplasias de préstata (61.200 casos),

pulméo, coélon e reto, estbmago e cavidade oral serdo as mais frequentes nos
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homens brasileiros, enquanto nas mulheres as neoplasias de mama (57.600 casos),

colon e reto, colo do utero, pulméo e estdbmago prevalecerao (figura 3) (INCA, 2016).

Localizacao primaria

Prostata

Traqueia, Bringuioc e Pulmao
Célon e Reto

Estémago

Cavidade Oral

Esdfago

Bexiga

Laringe

Leucemias

Sistema Nervoso Central

Casos Novos

Homens

Mulheres

Localizacao primaria

Mama Feminina

Célon e Reto

Colo do Utero

Traqueia, Brénquio e Pulmio
Estdémago

Corpe do Utero

Ovario

Glandula Tireoide

Linfoma nido Hodgkin
Sistema Nervoso Central

€asos NOVos %
57.960 28,1%
17.620 8,6%
16.340 7,9%
10.890 5,3%
7.600 3,7%
5.950 3,4%
6.150 3,0%
5.870 2,9%
5.030 2,4%
4.830 2,3%

Figura 3. Distribuigdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2016 por
sexo, exceto pele ndo-melanoma. Fonte: INCA, 2016

No Brasil, foi estimado para o ano de 2016, 61.200 novos casos de cancer de

préstata com uma maior concentracdo na regido sudeste (tabela 3). A taxa bruta da

estimativa de casos novos de cancer no Brasil e suas regides, esta representada na

tabela 3. O cancer de préstata representa cerca de 6% do total de mortes por cancer
no mundo em homens (INCA, 2016).

Tabela 3: Estimativas para o0 ano de 2016 das taxas brutas de incidéncia por 100 mil habitantes e do
namero de casos novos de cancer de préstata, segundo localizacéo.

Localizacao

Regiédo Norte

Regido Nordeste

Regido Centro-oeste

Regido Sudeste

Regiéo Sul

Brasil

Estimativa dos Casos Novos

Casos
2.470
14.290
5.050
25.800
13.590
61.200

Estados Capitais
Taxa Bruta  Casos Taxa Bruta
29,50 970 38,94
51,84 3.130 54,51
67,59 1.180 85,86
62,36 7.450 73,96
95,63 1.790 99,57
61,82 13.940 64,93

Fonte: Adaptado de INCA, 2016.

A prostata € uma glandula do sistema reprodutor masculino e esta localizada

na parte baixa do abdémen. Apresenta um tamanho pequeno e localiza-se abaixo da
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bexiga e a frente do reto. Ela circunda a uretra e produz e secreta o liquido
prostético, que faz parte do sémen, que contém espermatozoides (INCA, 2016).
Embora seu tamanho seja pequeno, apresenta grande importancia clinica, com uma
alta frequéncia de doencas relacionadas, provocando grandes problemas na

qualidade de vida dos homens acometidos por elas (SROUGI et al, 2008).

A préstata pode sofrer algumas alteracfes e gerar doencas como a prostatite,
a hiperplasia prostatica benigna (HPB) e o cancer de prostata (CaP). A prostatite é
uma doenca categorizada em 4 tipos e geralmente € ocasionada por infeccdo
bacteriana a glandula da préstata, apresentando sintomas urinarios irritativos como
frequéncia urinaria, urgéncia e disuria ou obstrutiva como hesitagdo, fluxo baixo ou
interrompido, além de esvaziamento incompleto, também podem apresentar dor,
febre, calafrios, nauseas, entre outros. Seu tratamento varia de acordo com o tipo,
mas geralmente sdo utilizados antibioticos de acordo com o resultado da cultura de
bactérias e em alguns casos também sao utilizados anti-inflamatérios (SHARP et al,
2010). A HPB acomete mais de 50% dos homens com mais de 60 anos de idade,
tem como fatores de risco a idade aumentada e a presenca dos testiculos. Seu
desenvolvimento acontece principalmente pela acao da diidrosterona (DHT), que é
transformada pela enzima 5a-redutase, quando a testosterona adentra na célula
epitelial da prostata. A DHT promove a sintese de proteinas envolvidas na
proliferacdo das células epiteliais, levando a outros mecanismos, que em conjunto
promovem a proliferacdo das glandulas prostéaticas. Pacientes acometidos pela HBP
apresentam 0s mesmos sintomas irritativos ou obstrutivos, ja mencionados
anteriormente nos casos de prostatite, mas podem evoluir com outras complicacdes
como retencdo urinaria, litiase vesical, infeccdo urinaria, insuficiéncia renal, entre
outros. Seu tratamento pode ser tanto farmacolégico quanto cirargico (SROUGI et al,
2008).

O céancer de préstata (CaP) pode apresentar duas formas: a histologica
(latente) e a clinica (invasiva). Grande parte dos individuos acometidos pelo CaP
sdo assintomaticos e a doenga se apresenta de forma latente. Estudos com
necropsia identificaram em homens que faleceram por outros motivos, a presenca
de CaP, mas ndo em decorréncia deste. Os principais fatores de risco associados ao

cancer de prostata sdo: idade maior ou igual a 50 anos e histéria de pai ou irméo
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com cancer da prostata antes de 60 anos de idade. Nos estagios iniciais, €
completamente assintomatico, no entanto os sinais e sintomas mais frequentes
associados ao cancer de prostata sédo: dificuldade em urinar; urinar varias vezes a
noite, dor ao urinar e reducéo da forca e calibre do jato urinario, mas esses sintomas
também s&o comuns nos casos de prostatite e HPB, com isso € necessario avaliar
outras formas para se fechar um diagnéstico (INCA, 2002; RHODEN & AVERBECK,
2010; SROUGI et al, 2008).

As principais formas de diagndéstico do CaP sédo o exame digital transretal da
prOstata, antigeno prostatico especifico (PSA) e a bidpsia por ultrassonografia
transretal (USTR). O exame digital transretal prostatico positivo para representar
CaP é dependente do valor de PSA encontrado no paciente em questdo. O PSA é
uma glicoproteina sintetizada nas células epiteliais do tecido prostatico e uma das
formas mais importantes para detectar, estagiar e monitorar o CaP (tabela 4). A
biopsia € realizada para obtencdo de material necessario para o exame
anatomopatolégico da préstata, a fim de se confirmar o diagnostico de cancer
(RHODEN & AVERBECK, 2010).

Tabela 4: Valor do antigeno prostatico especifico (PSA) e risco de cancer de préstata, em pacientes
com toque prostatico suspeito.

PSA (ng/mL) Valor preditivo positivo para

cancer
0-1 2,8-5%
1-2,5 10,5-14%
2,5-4 22-30%
4-10 41%
>10 69%

Fonte: RHODEN & AVERBECK, 2010

O método mais comum de estagiamento do cancer de prostata € a utilizacao
de um sistema internacional denominado sistema de estagiamento TNM, de
fundamental importancia para o planejamento terapéutico de cada caso de CaP
(tabela 5) (SROUGI et al, 2008).
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Tabela 5: Classificacéo do cancer de préstata (TNM 2002)

T — Tumor priméario

X O tumor primario ndo pode ser avaliado

T0 Sem evidéncia de tumor primario

T1 Tumor nao palpéavel ou visivel por método de imagem

Tla Tumor em achado histologico incidental (5% ou menos do tecido
ressecado)

T1b Tumor em achado histoldgico incidental (> 5% do tecido ressecado)

Tlc Tumor identificado por bidpsia prostatica (ex.: bidpsia indicada por
aumento do PSA

T2 Tumor confinado a prostata

T2a Tumor envolve metade de um lobo ou menos

T2b Tumor envolve mais da metade de um lobo, mas ndo ambos os lobos

T2c Tumor envolve ambos os lados

T3 Tumor que se estende através da capsula prostatica

T3a Extensao extracapsular (uni ou bilateral)

T3b Tumor invade vesicula seminal
Tumor é fixo ou invade estruturas adjacentes (que ndo as vesiculas

T4 seminais). colo da bexiga, esfincter externo, reto, musculos do

assoalho pélvico ou parede pélvica
N - Linfonodos regionais

NX Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO Auséncia de metastases em linfonodos regionais
N1 Metastases em linfonodos regionais

M — Metastases a distancia

MX Metastases a distancia ndo podem ser avaliadas
MO Auséncia de metastases a distancia

M1 Metéastases a distancia

Mla Linfonodos néo regionais

M1b Ossos

Mlc Outros sitios

Fonte: Adaptado de RHODEN & AVERBECK, 2010

Dentre os fatores que possivelmente atuam na diminui¢cdo do risco do cancer
de préstata, destaca-se uma dieta rica em frutas, verduras, legumes, vegetais ricos
em carotenoides, graos e cereais integrais; e pobre em gordura, principalmente as
de origem animal (MEDEIROS et al, 2010). Consumo elevado de tomate cozido e
produtos derivados tém sido associados a uma diminuicdo de 35% dos riscos de
CaP, isso devido a presenca abundante de licopeno. Outro efeito protetor importante
para reducdo dos riscos de ocorréncia de CaP vém sendo associados a uma
reducdo em 32% a 63%, com complementacéo dietética de vitamina E (800 mg ao
dia) e selénio (200 ug ao dia) (SROUGI et al, 2008).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar a composicdo e as atividades antioxidante e antimicrobiana do oleo
essencial de Cymbopogon citratus e investigar sua influéncia em linhagem celular

humana de cancer de prostata.

3.2 ESPECIFICOS

e Coletar e extrair 0 6leo essencial do Cymbopogon citratus;
e Determinar a composi¢ao quimica do 6leo extraido;

e Determinar a atividade antioxidante, em diferentes concentracfes e métodos

do 6leo obtido;

e Avaliar qualitativamente a atividade antimicrobiana do 06leo essencial, em

diferentes concentracoes;

e Avaliar a cinética de captacdo, em funcdo do tempo de incubacdo, dos
padrdes do 6leo essencial de C. citratus, em culturas de células PC-3;

e Avaliar o efeito da incubacéao isolada do 6leo essencial, em fung¢édo do tempo
de incubacdo e da concentracdo, sobre a viabilidade celular de linhagem de
células PC-3;

e Avaliar os efeitos do Oleo essencial sobre as modificacdes no ciclo celular e

no processo de morte celular em linhagem de células PC-3.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRA

Um total de 3100 g de folhas frescas de Cymbopogon citratus foram coletadas
de uma horta comercial localizada na Vila da Penha, Rio de Janeiro, em maio de
2015 as 7:00h.

4.2 AVALIACAO DO OLEO ESSENCIAL

4.2.1 Obtencéao da fracao volatil

A extracao do oOleo essencial foi realizada na Universidade Federal do Estado
do Rio de Janeiro, por meio de hidrodestilacdo, utilizando-se o aparelho de
Clevenger (KORENBLUM et al, 2013; SANTIN et al, 2009). A obtencédo do 6leo foi
feita utilizando 31 amostras de 100 g de folhas frescas da planta. Cada amostra foi
acondicionada em balbes de 500 mL juntamente com agua destilada, que foram
submetidos a ebulicdo por 1 hora. Decorrido esse tempo, coletou-se o 06leo
essencial, onde se adicionou sulfato de sodio para remover a 4gua presente. Em
seguida, estocado sob protecdo da luz e do calor para posteriores analises e

ensaios biolégicos e, calculado seu rendimento.

4.2.2 ldentificacdo dos constituintes do 6leo essencial

A identificagcdo dos constituintes do 6leo essencial de Cymbopogon citratus foi
realizada no Laboratério de Oleos Essenciais da EMBRAPA — Guaratiba/RJ por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/EM), utilizando o
aparelho Agilent 7890A, detector de massas Agilent 5975C sob as seguintes
condi¢cbes operacionais: temperatura do forno de 60 a 240°C, 3°C/minuto, em coluna

Innowax (25m x 0.2mm x 0.2um), hélio como gas de arraste com vazéao de 1,0
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mL/min. O detector de massas foi operado em modo de ionizagao eletronica em 70
eV. A composicdo percentual foi obtida por normalizagdo do sinal TIC
(cromatograma de ions totais). A amostra a ser analisada foi preparada
adicionando-se 10 pL do d6leo essencial Cymbopogon citratus em 1 mL de
diclorometano. A identificacdo dos compostos foi feita por comparacdo dos
espectros de massas obtidos com os espectros existentes no banco de dados do

equipamento.

4.3 ANALISE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana do OEC foi determinada através da técnica de
difusdo em &gar (SILVEIRA et al, 2009; OSTROSKY, 2008). Foram utilizadas as
seguintes concentracdes do OEC obtido (v/v): 12,5%, 25%, 50%, 75% e 100%.

Foram utilizadas cepas padrdo de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e
Escherichia coli (ATCC 25922) obtidos da FIOCRUZ/RJ. Para os controles positivo e

negativo foram usados gentamicina e dimetilsulféxido (DMSO), respectivamente.

As placas contendo agar Mueller Hinton foram preparadas antecipadamente e
retiradas da geladeira até atingir a temperatura ambiente. Em seguida, cilindros de 5
mm de didmetro foram inseridos na superficie da placa. O inoculo bacteriano com
turvacédo 0,5 da escala McFarland (1,5 x 108 UFC/mL) foi adicionado em 100uL de
meio agar e em seguida, distribuido uniformemente sobre a superficie da placa
contendo agar e os cilindros, deixadas em repouso em temperatura ambiente, por
aproximadamente 3 minutos e posteriormente os cilindros foram retirados afim de se
formar os pocos, nos quais foi possivel a aplicacdo das amostras analisadas.
Dispensou-se em cada poco devidamente identificado, 30uL dos controles positivo e
negativo, assim como cada concentragao do OEC (12,5%; 25%; 50%; 75% e 100%)),
utilizando uma pipeta automatica. As placas foram incubadas em estufa a 35+1°C
por 24 horas. O resultado foi avaliado através da medicdo em milimetros do halo de
inibicdo de crescimento, utilizando régua milimetrada, partindo-se da circunferéncia
do poco, até a margem onde h& o crescimento de microrganismos. Os testes foram
realizados em duplicata.
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De acordo com a dimensao do halo os microrganismos foram classificados

como: susceptiveis, intermediarios ou resistentes (tabela 4) (CLSI, 2015).

Tabela 6: Classificagéo dos microrganismos de acordo com o halo de inibicdo (mm)

Classificacao de acordo com o halo de inibicéo

Cepa padrdo Antibiético (mm)
Susceptivel Intermediario Resistente
S. aureus Gentamicina
ATCC 25923
215 3-14 <2
E. coli ATCC Gentamicina
25922

Fonte: Adaptado de CLSI, 2015.

4.4 ANALISES DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.4.1 Atividade antioxidante pela captura do radical livre DPPH

O método DPPH, adaptado por Sanchez-Moreno (2002), é baseado na
captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) (figura 5) por compostos com

atividade antioxidante, através do decréscimo da absorbancia a 515 nm.

A solucdo de DPPH foi preparada com 2,4mg de DPPH para 100mL de
metanol. O volume da solucdo de DPPH e da amostra € variado sendo sempre o
valor total de 3000 uL, as concentragdes podem ser vistas na tabela 5. A amostra foi
colocada em ambiente escuro durante 30 minutos antes da leitura, sendo a leitura

realizada em espectrofotdbmetro a 515nm.
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Tabela 7: Volumes aplicados para a amostra

Volume final
Amostra (uL) Metanol (uL)  DPPH (uL)

(uL)
100 100 2800 3000
50 150 2800 3000
25 175 2800 3000

A porcentagem de DPPH remanescente sera calculada da seguinte forma: %
de DPPH: remanescente = 100 x [DPPH Jremanescente / [DPPH] inicial.

4.4.2 Atividade antioxidante total pelo método de reducéo do ferro — FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power)

Para a determinacdo da atividade antioxidante por meio da redugéo do ferro
(FRAP) foi utilizada a metodologia descrita por Benzie & Strain (1996), com
modificacdes. Esta se baseia na medida direta da habilidade dos antioxidantes
(redutores) da amostra em reduzirem, em meio acido (pH=3,6), o complexo

Fe3*/ftripiridiltriazina (TPTZ), para formar Fe?*, de intensa cor azul.

O reagente FRAP foi preparado no momento da analise, através da mistura
de tampé&o acetato (300 nM, pH 3,6), TPTZ (10mM TPTZ em 40 mM HCI) e 2,0 ml de
FeCI3 (20mM) em solucdo aquosa. Para realizacdo do ensaio, a amostra foi diluida
em metanol (v/v) e lida em diferentes concentragdes, que pode ser visualizado na
tabela 6. Posteriormente a absorbancia dos tubos foi lida em espectrofotbmetro a um
comprimento de onda de 734 nm, em triplicata. A curva de calibracdo foi feita com
sulfato ferroso (500 - 1500 uM) e os resultados foram expressos em umolFe2*/uL

6leo.
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Tabela 8: Volumes aplicados para a amostra

Amostra Metanol A (L) FRAP (uL) Volume
gua (M H .
(uL) (uL) final (uL)
100 100 100 2700 3000
50 50 200 2700 3000
25 25 250 2700 3000

4.4.3 Andlise de atividade antioxidante total pela captura do radical ABTS+

O método ABTS (4cido 2,2'-azino-bis 3-etilbenzotiazolin 6-acido sulfénico) foi
utilizado como descrito por Rufino et al. (2007). O radical ABTS<+ é formado por uma
reacdo quimica com persulfato de potassio em uma relacdo estequiométrica de 1:
0,5. Uma vez formado, o radical ABTS++ ¢ diluido em etanol até obter uma medida
de absorbancia de 0,70 (+ 0,02) a um comprimento de onda de 734 nm. Aliguotas
com trés diferentes volumes das amostras de 6leo essencial de C. citratus foram
utilizadas de modo a restar um volume final de 3ml em cada leitura. As leituras foram
realizadas em triplicata. Uma curva padrao com soluc¢des de Trolox foi produzida.

Os resultados foram expressos em TEAC, atividade antioxidante equivalente
ao Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico) em pmol de trolox

por grama de amostra.

4.5 ENSAIO CELULAR

4.5.1 Cultura de células e protocolo de tratamento

A linhagem celular de cancer de prostata humana com metastase em 0Sso
(PC-3) foi obtida a partir do Banco de células da Universidade Federal do Rio de
Janeiro e cultivada em meio Dulbecco’s e meio RPMI suplementado com 10% soro
fetal bovino (SFB) e 2 g/L tampédo HEPES, pH 7,4, sob atmosfera de 5% de CO:.

Para cada experimento, todas as células foram plaqueadas em concentracédo de 10*
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células/cm? em placas de 6 e 96 pocos, para andlises de ciclo celular e proliferacéo
celular, respectivamente. Apds 24 horas, o meio de cultura foi trocado e as células
sofreram incubagBes com diferentes concentracdes de 6leo essencial de C. citratus
previamente dissolvidos em DMSO (1:1). Células néo tratadas foram incluidas em

cada placa. As células foram entdo incubadas por 24 horas.

4.5.2 Ensaio de viabilidade celular pelo ensaio de MTT

A viabilidade celular foi determinada pelos ensaios de MTT (brometo de 3-
[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difenil-tetraz6lio), conforme descrito por Mosmann (1983).
Foram plagueadas 1,0 x 10* células/poco em placas de 96 pocos que, 24 horas
depois, foram incubadas com diferentes concentracdes de 6leo essencial de C.
citratus, que variavam de 0,5 a 500 uyg/mL. ApGs 24 h e 48 h de incubacgdo, foram
adicionados 10 yL de MTT (5g/L) em cada pogo. O meio foi, entdo, recolhido depois
de 4 h de incubagéo e 100 uL/pogo de dimetilsulfoxido (DMSQO) foram adicionados, a
fim de dissolver o produto gerado. Por fim, a placa foi lida em leitor de microplacas
(Bio-Rad 2550, USA) a 570nm. A taxa de inibicdo da proliferacdo celular (CPIR) foi
calculada com base na formula: CPIR = (1 — valor médio do grupo experimental /
valor médio do grupo controle) x 100%.

4.5.3 Ensaio de Ciclo celular

A andlise de ciclo celular foi realizada utilizando ensaio com iodeto de
propidio. As células foram ressuspendidas em 500 uL de solucéo fria de Vindelov
(Vindelov, 1977), contendo 0,1% de Triton X-100, 0,1% de RNase e 50 yg/mL iodeto
de propidio (Sigma). Apés incubagdo por 15 minutos, a suspensdo celular foi
analisada para conteutdo de DNA em citbmetro de fluxo (FACScalibur BD
Biosciences), apds a aquisicdo de 20000 eventos.

As proporgdes relativas de células com contetdo de DNA indicativo de fase
GO0-G1 (2n), fase S (fase> 2n mas <4n), e fase G2/M (4n) foram adquiridos e
analisados utilizando FlowJo. A percentagem de populagdo de células em uma fase

especifica foi estimada com EXPO32 software de analise V1.2.
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4.5.4 Ensaio de Apoptose

Para avaliacdo de apoptose, as células em estudo foram submetidas a
marcacdo com anexina V conjugada a FITC (BD Pharmigen, San Diego, EUA). As
células foram ressuspendidas em 400 uL de solugédo tampao do kit Il de deteccéo de
apoptose (BD Pharmigen), 5 uL de anexina V FITC e 5 uL de iodeto de propidio por
15 minutos em temperatura ambiente. A leitura foi realizada em citdmetro de fluxo
(FACScalibur BD Biosciences), ap6s a aquisicdo de 20000 eventos e, os dados

analisados em software FlowJo.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados apresentados serdo médias + desvio padrdo de dois experimentos
independentes feitos em triplicata. Os dados experimentais obtidos foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas através do
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando-se o programa GraphPad
Prism 5.0 e Statistical 6.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DE C. citratus

A obtencdo do OEC foi feita através do processo de hidrodestilacdo e o seu
rendimento foi de 0,39% em relacdo a matéria seca do produto, apresentando uma
densidade de 0,868 g/mL e volume total de 9,82 mL obtidos a partir de 3100 g de
amostra da planta fresca.

Este trabalho forneceu subsidios importantes que demonstraram o potencial
do OEC. Inicialmente foi observado um rendimento de 0,39 %, sendo este valor
semelhante ao descrito por Costa et al (2011) de 0,46 %, mas essa diferenca pode
ser explicada devido aos diversos fatores que influenciam no seu rendimento, como
solo, temperatura, armazenamento e transporte da planta, método de extracéo,
condicbes da colheita, material vegetal utilizado (folhas frescas ou secas) entre
outros (GOMES & NEGRELLE, 2015; HANAA et al, 2012).

O OEC obtido teve um total de 26 compostos detectados (anexo A), dentre
eles, 4 se destacam como compostos majoritarios: geranial (42,10%), neral
(33,41%), mirceno (13,49%) e geraniol (3,01%), representando 92,02% dos
compostos da amostra (tabela 9). O neral e geranial sdo isdmeros citral, que

somados compdem 75,516% do 6leo essencial.
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Tabela 9: Composicao do OEC por Cromatografia Gasosa/Espectrometria de Massas

. . % do total
Pico  Tempo de retencéao (minutos) Componente .
(concentracéo)
1 4,260 Mirceno 13,497
16 20,529 Neral 33,410
17 22,484 Geranial 42,106
22 26,720 Geraniol 3,012
Subtotal 92,025
Compostos
. 5,528
minoritarios
N&o-identificados 2,451
Total 100

Essas diferentes variaveis também exercem influéncia sobre a composicéo do
0leo essencial. Os compostos majoritarios identificados neste trabalho estdo de
acordo com outras investigacbes, onde a concentragdo de cada composto
majoritario encontrado no OEC varia muito, para o composto geranial variaram de
34,4 a 51,46%, para o neral de 19,83 a 37,42%, para o mirceno de 9,47 a 16,5 % e
geraniol de 1,28 a 21,17% (tabela 10). Os percentuais identificados dos compostos
de maior importancia do 6leo essencial de C. citratus encontrados nesse trabalho
sdo equivalentes aos encontrados por Ribeiro et al (2015) e Poonpaiboonpipata
(2013).
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Tabela 10: Porcentagem dos compostos majoritarios no OE de capim-limao

Compostos de OE

A . Literatura Referéncias
Importancia analisado

AHMAD & VILJOEN, 2015;
Geranial (o-citral) 42,106 (34,4 —-51,46) BASSOLEA et al. 2011;
BIDINOTO et al., 2011;
BLANCO et al., 2009;
COSTA et al., 2011,
NEGRELLE & GOMES,
Neral (B-citral) 33,410 (19,83 -37,42) 2007; LEIMANN et al,
2009; OCHENG et al.,
2015; OLIVEIRA et al.,
2009; OLIVERO-VERBEL
et al, 2010;
POONPAIBOONPIPATA et
al., 2013; RIBEIRO et al,
2015; SILVA et al., 2010;
TAK et al., 2016.

Mirceno (B-myrcene) 13,497 (9,47 — 16,5)

Geraniol 3,012 (1,28 — 21,17)

Valeriano et al (2012) encontraram uma composicado de 6leo essencial de C.
citratus bem diferente qualitativamente quanto aos seus componentes, onde o OEC
avaliado por eles apresentou uma composicéo de 65,55% de citral, 4,21% de linalol

2,53% de mirceno.

Nguefak et al (2012) analisaram 06leo essencial de Cymbopogon citratus a
partir de folhas secas e sua composicdo se mostrou bem diferente da avaliada neste
trabalho utilizando folhas frescas, assim como seu rendimento (0,8%). Apresentaram
como componentes majoritarios, o neral (21,2%), geranial (37,7%) enquanto que o
mirceno encontrado foi de apenas 2,5% e o geraniol de 0,5%, valores bem abaixo da

média encontrada na tabela 10.

5.3 AVALIACAO DO PODER ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante do 6leo essencial de capim-lim&o foi avaliada por trés
diferentes métodos (DPPH, FRAP e ABTS), conforme descrito no item 4.4. Os
resultados dos ensaios de DPPH, FRAP e ABTS foram realizados em triplicata e

estdo apresentados na figura 4.
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Figura 4: Atividade antioxidante pelo método de DPPH (A), FRAP (B) e ABTS (C) do OEC.

Os resultados observados nos trés ensaios apresentaram uma atividade
antioxidante de acordo com o aumento de concentracdo da amostra utilizada na
analise.

O resultado do DPPH foi expresso em percentual de inibicdo do radical com
desvio padrédo, demonstrando valores percentuais médios de 23,93 + 4,18, 33,98 +
1,78 e 38,15 + 2,6 para os valores de 25, 50 e 100 pL OEC respectivamente, além
de IC sode 161,34 uL/mL (figura 5A), onde ICso representa o valor de concentracao a
fim de reduzir em 50% a quantidade inicial de DPPH.

Na analise de reducao do ferro pelo método FRAP (Figura 5B), observamos
os valores de absorbancia de 0,63, 1,19 e 2,32 para 25, 50 e 100 pL OEC

respectivamente.

Os resultados observados pelo método ABTS (Figura 5C) apresentaram uma
reducado (%) de 47,04, 57,01 e 86,93 para as concentracbes de OEC em 5, 10 e 25
pL/mL respectivamente e valor de ICso de 6,48 pL/mL.

Quanto a analise da atividade antioxidante o OEC apresentou maiores valores
para o0 método ABTS seguido do FRAP e DPPH, com os respectivos valores de
83,48 + 7,21 uMol trolox/pL 6leo, 28,25 + 0,28 puMol sulfato ferroso/pL 6leo e 12,58 +
2,76 uMol trolox/pL dOleo (tabela 11).
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Tabela 11: Valor da Atividade Antioxidante do OEC para os métodos de DPPH, ABTS e FRAP

Analise da Atividade antioxidante Resultados
DPPH (umol trolox/pL 6leo) 12,58 + 2,76
ABTS (umol trolox/uL 6leo) 83,48 +7,21

FRAP (umol sulfato ferroso/uL 6leo) 28,25+ 0,28

As diferencas observadas em relacdo a atividade antioxidante dos compostos
nos métodos utilizados também foram observadas por Costa et al (2016) e pode ser
atribuido a estrutura quimica da amostra, bem como as caracteristicas de cada
método.

Em estudos envolvendo 6leos essenciais, os 6leos de Cananga odorata,
Cymbopogon citratus, Rosmarinus officinalis e Curcuma longa apresentaram uma
reducdo do DPPH excelente, entre 63,8 + 0,45% e 59,6 * 0,42%, quando
comparados ao Oleo essencial de referéncia Tymus vulgaris (75,6 + 0,53%)
obtiveram valores bem aproximados, além de serem mais de 2 vezes maior que 0
valor de Trolox apresentado (28,2 + 0,20%) (SACCHETTI et al, 2005). Jirovetz et al
(2006) encontraram uma alta atividade antioxidante para 6leo essencial de folhas de

cravo, com valores ICso de 0,08 pg/mL e inibicdo de até 91,02%.

Patra et al (2016) encontraram para a-tocoferol um valor de ICso de 26,63
pUL/mL para o método ABTS, comparando com o valor de ICso de 6,48 pL/mL
encontrado para o OEC e com uma reducdo de 86% para a concentracdo de 25
puL/mL, o OEC demonstrou uma atividade antioxidante superior a um potente

antioxidade ja conhecido na literatura.

5.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A figura 5 demonstra o resultado da aplicacdo do Oleo essencial sobre as
bactérias S. aureus e E. coli, onde se observa um efeito positivo sobre S. aureus e

um efeito negativo sobre E. coli. Onde para o0 S. aureus demonstrou efeito sob todas
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as concentracfes estudadas enquanto a E. coli ndo houve efeito algum para

nenhuma das concentracoes.

Figura 5: Efeito da aplicagdo do OEC sobre as bactérias Staphylococcus aureus (A) e Escherichia coli
(B). DMSO = dimetilsulféxido; GEN = gentamicina; Concentra¢do do 6leo representada em nameros,
onde: 1= 100%; 2 = 75%; 3 = 50%; 4 = 25%;

S. aureus apresentou susceptibilidade ao OEC de acordo com a CLSI, com os
halos =2 15 mm para todas as concentracbes testadas (100%, 75%, 50%, 25%,
12,5%). Para as concentractes de 25 % e 12,5% os valores dos halos de inibi¢cao foi
0 mesmo, havendo necessidade de se testar concentracdes ainda menores e
observar se hd uma resposta dose dependente. Enquanto que a E. coli néo
apresentou formagao de halo, se mostrando resistente ao OEC, de acordo com a
CLSI (= 2 mm) (tabela 12).
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Tabela 12: Diametro dos halos de inibicdo, formados em funcao das diferentes concentracdes do éleo
essencial de C. citratus frente aos microrganismos testados

Concentragao Diametro da Zona de Inibigdo (mm)

Microrganismos do inoculo

. 100 75 50 25 125
(CFU/mL) Gentamicina DMSO

% % % % %
Gram*

Staphylococcus 1,5x 108 29 0 29 21 21 15 15
aureus
Gram-

o _ 1,5x 108 16 0 0 O O O 0
Escherichia coli

Aiemsaard et al (2011) determinaram a composicdo do OEC, onde
demonstrou similaridade, tanto qualitativamente quanto quantitativamente. Eles
avaliaram a susceptibilidade do OEC assim como seus compostos majoritarios para
as bactérias Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Escherichia coli e
Bacillus cereus. Somente o 6leo se mostrou bactericida contra todas as bactérias
testadas. Citral e geraniol foram bacteriostaticos e bactericidas em diferentes
concentracfes para S. aureus e bactericida para as demais bactérias. Isso confirma
0 sinergismo entre os compostos presentes no OEC. Os 6leos essenciais tém uma
maior atividade antibacteriana quando comparado com seus constituintes isolados,
sugerindo que os compostos presentes em quantidades inferiores possam exercem
um efeito sinérgico ou potencializador de sua acao, assim como combinado a outros
Oleos essenciais (BURT, 2004). O citral isolado também demonstrou atividade
antibacteriana para cinco cepas de E. coli O157:H7 (944, 932, 380, HI 730 e ATCC
35150) (SHI et al, 2016).

O citral isolado demonstrou ser efetivo para Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Salmonella parathyphi e Shigella flexneri, enquanto que o
composto isolado mirceno ndo apresentou nenhuma atividade antimicrobiana a
esses microrganismos testados, reforcando o conceito de atribuicdo ao citral das
atividades biolégicas do OEC (SHAH et al, 2011). Neste estudo o S. aureus foi
susceptivel ao OEC, com um halo de inibicdo igual ao do antibi6tico utilizado como

controle positivo, enquanto que a E. coli se mostrou ser resistente ao 6leo essencial,
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em acordo com a maior susceptibilidade de bactérias gram-positivas, que gram-

negativas, aos 6leos essenciais.

Nguefak et al (2012) também demonstraram que o OEC teve efeito sinérgico
aos OE de Thymus vulgaris e Ocimum gratissimum para um efeito positivo em
fungos, onde os compostos de cada um deles é responsavel por acées diferentes no
microrganismo, mas que juntos trabalham de forma sinérgica, diminuindo a

guantidade de OE necessaria para um efeito antimicrobiano.

Bactérias gram-positivas sdo mais susceptiveis a ac¢do antibacteriana dos
Oleos essenciais, que as bactérias gram-negativas. I1sso porque as bactérias gram-
negativas possuem uma membrana exterior em torno da parede da célula, com uma
estrutura mais complexa do que as bactérias gram-positivas, o que limita a difusdo
dos compostos hidrofébicos em sua cobertura de lipopolissacarideos. O efeito
antimicrobiano dos OEs vem sendo amplamente estudado, mas ainda assim seu
mecanismo de acdo ainda ndo esta elucidado. Muitos mecanismos tém sido
referidos a acdo de seus compostos quimicos (BURT, 2004). A hidrofobicidade
caracteristica dos OEs é importante, permitindo que eles separem os lipidios da
membrana celular, tornando a célula mais permeavel. Essa interacdo resulta em

uma maior inibicdo de algumas gram-positivas e gram-negativas (CALO et al, 2015).

Estudos de susceptibilidade microbiana utilizando 6leos essenciais de mesma
planta apresentam resultados pouco conclusivos, onde alguns 6leos podem ter uma
maior acdo em bactérias gram-negativas do que em gram-positivas ou vice-e-versa.
Isso pode ocorrer devido a variedade na composicao dos 6leos essenciais (ZHANG
et al, 2016).

Prabuseenivasan et al (2006), avaliaram o efeito antimicrobiano de 21 éleos
essenciais frente a 4 bactérias gram-negativas (Escherichia coli — ATCC 25922;
Klebisiella pneumoniae — ATCC 15380; Pseudomonas aeruginosa — ATCC — 27853;
Proteus vulgaris — MTCC — 1771) e 2 bactérias gram-positivas (Bacillus subtilis —
MTCC 441; Staphylococcus aureus — ATCC 25923), utilizando o método de disco-
difusdo. Dentre os 21 Oleos testados, 19 apresentaram atividade em uma ou mais
bactérias. Tanto bactérias gram-positivas quanto bactérias gram-negativas foram
sensiveis aos 6leos essenciais. P. aeruginosa e P. vulgaris foram inibidas por 19

Oleos, seguidos de B. subtilis (18 OE), S. aureus (14 OE), E. coli (12 OE) e K.
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pneumoniae (9 OE). Em especial o OEC apresentou atividade para S. aureus (halo
de 11,4 mm), B. subtilis (halo de 16,7 mm), K. pneumoniae (halo de 8,9 mm), P.
vulgaris (halo de 14,6 mm), P. aeruginosa (halo de 23,4 mm), enquanto que para a
E. coli ndo houve nenhuma formacdo de halo para nenhuma das concentracdes
testadas, em acordo com o presente estudo. As cepas padrao utilizadas por eles
foram as mesmas testadas neste trabalho: 25922 (E.coli) e 25923 (S. aureus) e
obtiveram o mesmo resultado negativo para atividade em E. coli e positivo para S.
aureus, sendo este apresentando um halo menor do que o encontrado neste estudo,

de 21 mm, na mesma concentragao (50%).

5.5 ATIVIDADE CITOTOXICA

5.5.1 Ensaio sobre a viabilidade celular (MTT)

O ensaio de MTT foi utilizado para monitorar a viabilidade celular, onde as
células de cancer de prostata (PC-3) foram incubadas com concentracdes de 500 a
5 pg/mL de Oleo essencial e, analisadas durante os periodos de 24 e 48 apés o

inicio do tratamento.

Pode ser observado que o 6leo essencial de capim-limdo modificou o perfil de
crescimento celular apos 24 e 48 horas de tratamento (figura 6). O periodo de 48
horas houve uma maior reducdo no percentual das células comparando com o

periodo de 24 horas.
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Controle 50 mcg/mL 250 mcg/mL

Figura 6: Efeitos do 6leo essencial de capim-limao sobre a viabilidade celular da linhagem PC-3 ap6s
24 horas e 48 horas de tratamento. Células PC-3 visualizadas em microscépio ndo tratadas
(Controle) e apds tratamento em duas concentracdes do OEC

24h

48h

Apbs 24 horas, o tratamento com o 6leo apresentou diminuicdo da viabilidade
celular comparando com o controle, ndo havendo diferenca estatistica entre as
doses utilizadas (p<0,01). Mesmo com doses muito baixas (0,5 pg/mL) o 6leo

promoveu uma inibicdo em torno de 50% (figura 7).
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Figura 7. Efeito do 6leo essencial de Cymbopogon citratus sobre a viabilidade de células PC-3 apés
24 horas (A) e 48 horas (B) de tratamento em diferentes concentracdes (CT = células ndo-tratadas e
0,5 - 500 pg/mL de OEC). * p<0,05 e ** p<0,01.

No periodo de 48 horas, a redugdo da viabilidade celular foi ainda maior que
na observada em 24 horas. Para a dose de 500 pg/mL utilizada, o 6leo reduziu cerca

de 70% da viabilidade celular na linhagem de céncer de préstata, quando
46



comparadas as ceélulas ndo tratadas (CT), j& nas demais doses o 6leo apresentou
uma reducdo de cerca 80% comparando com o controle, sem diferenca estatistica

entre elas (p< 0,01) (figura 7).

Estes dados indicam que o Oleo se mostrou um potente inibidor de
crescimento para células de cancer de prostata humana, com resultados ja nas
primeiras 24 horas e ainda melhores em 48 horas apds a incuba¢do do 6leo. No
periodo de 48 horas observamos que uma resposta dose dependente, quando a
dose de 500 pg/mL apresentou diferenca estatistica nessa inibicdo do crescimento.

De acordo com os resultados obtidos pelo ensaio de MTT, foi observado uma
inibicdo na viabilidade celular utilizando concentracées de OEC de 5 pug/mL e 500
pMg/mL, a partir de 24 e 48 horas de tratamento, com inibicdo em torno de 50% e
80%, respectivamente. Se demonstrou uma potente reducao da viabilidade celular
mesmo em doses muito baixas (0,5 pg/mL) nas primeiras 24 horas, sendo ainda

mais eficiente em 48 horas.

Poucos trabalhos com células de cancer de préstata humana foram realizados
utilizando 6leo essencial de Cymbopogon citratus, fato que justifica a dificuldade em
se comparar 0s resultados obtidos com a literatura. Entretanto, estudos
demonstraram acao de Oleos essenciais de outras plantas em linhagens celulares de
cancer humano. Oleo essencial de Pinus wallichina (pinheiro) mostrou atividade
antiproliferativa contra linhagens celulares de leucemia (THP-1), cancer de pulméo
(A-549), cancer de figado (HEP-2), cancer de prostata (PC-3) e cancer de ovario
(IGR-OV-1) (DAR et al, 2012). Oleo essencial de Mentha piperita (hortela-pimenta)
apresentou atividade citotoxica em linhagens celulares humanas de carcinoma de
pulmédo (SPC-Al), cancer gastrico (SGC-901) e leucemia (K562) (SUN et al, 2014).
Com isso, os dados sugerem que o OEC possa desempenhar um papel de agente

inibidor e preventivo na proliferagdo em células de cancer de prostata humana.

5.5.2 Efeito do 6leo essencial de capim-lim&o no ciclo celular e sobre a taxa de
apoptose.

Com a finalidade de monitorar a influéncia do 6leo essencial de capim-limao

sobre o ciclo celular, as células em estudo foram tratadas nas concentracdes 50
47



pug/mL e 250 pg/mL em 24 horas apos incubacdo e, posteriormente, quantificadas
quanto ao percentual de células nas diferentes fases do ciclo celular. A linhagem
PC-3 apresentou um aumento no percentual de células na fase G0O/G1, seguido por
uma diminuicdo no total de células presente na fase S e fase G2/M, quando tratada
com as duas concentracdes de OEC estabelecidas, apds 24 horas de incubacao
(Figura 8).

A o]
CcT 50mcg/mL 250mcg/mL
mmCT
1004 o (3 50mcg/mL
B 250mcg/mL
801 T
X 60
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3
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201 T
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Figura 8: Efeito do OEC sobre a progressdo do ciclo celular em célula PC-3 24 horas apés o
tratamento. As fases do ciclo celular estdo ilustradas em A, de acordo com a concentracdo do OEC.
Os resultados quantitativos do efeito do OEC sobre esta linhagem celular s&o mostradas em B. O
experimento é expresso em média + desvio padrao, sendo diferencas significativas entre as células
nao tratadas (CT) e as tratadas com o OEC (50 e 250 pug/mL) *p<0,05 e **p<0,01.

Para as fases GO/G1l e G2/M houve diferenca estatistica entre todas as
células néo tratadas e tratadas, enquanto que na fase S nao houve diferenca
estatistica entre o controle e o tratamento de 50 pg/mL, mas esses dois tratamentos
apresentaram diferenca estatistica comparando com o tratamento de 250 pg/mL. Os
valores na fase GO/G1 foram de 44,02 + 6,67, 77,30 £ 6,41 e 90,55 + 1,83, ja4 na fase
S foram 19,51 + 0,58, 15,98 £ 5,05 e 6,93 £+ 1,63 e na fase G2/M foram 36,46 + 6,08,
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6,72 £ 1,36 e 2,50 £ 0,19, para as células nao tratadas, para as células tratadas com
50 pg/mL e 250 pg/mL de éleo, respectivamente.

Com esses resultados podemos observar que o 6leo essencial de capim-
limdo esta aumentando o percentual de células na fase GO/G1, diminuindo na fase S
com a maior concentracdo de oleo utilizada e diminuindo também a fase G2/M, ou

seja, ele ndo esta deixando o ciclo progredir, impede a proliferagéo celular.

A quantificacdo do numero de células mortas em processo apoptotico pode
ser uma medida Util para avaliar a cinética de células cancerosas. A alteracdo do
equilibrio entre proliferacdo celular e morte por apoptose tem sido associado a
tumorigénese. Neste ensaio, as células em estudo (PC-3) foram incubadas com 6leo

essencial de capim-lim&o (50 pg/mL e 250 pg/mL) durante 24 horas.

Podemos observar os dados sobre a influéncia do OEC no processo de
apoptose na linhagem celular de carcinoma de préstata humana na figura 9 e na
tabela 13. O OEC nao promoveu diminuicdo nas células vidveis e nem aumento do
percentual de células em apoptose tardia, ndo havendo diferenca estatistica entre os
trés tratamentos (controle, 50 pg/mL e 250 pg/mL). O mesmo ocorre para 0
percentual de células na apoptose inicial e em células ndo apoptéticas, ndo ha
diferenca estatistica entre o controle e os tratamentos com OEC.

FLZ-M P

e e e e A
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10 w 10 3 10 w L) »
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50mcg/mL 250mcg/mL

Figura 9: Taxa de aumento relativo de apoptose na linhagem PC-3 tratadas com OEC apos 24 horas
de tratamento.
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Tabela 13: Efeito do 6leo essencial de capim-liméo (50 e 250 pg/mL) sobre o processo de morte
celular por apoptose nas células de cancer de préstata apds 24 horas de incubagao

Fases do processo de morte

celular CT 50 pg/mL 250 pg/mL
((Azre“'e‘j('fr‘]z ‘@é_“’lflis_) 66,1£0,42%  71,6+6,78 73,85 + 7,70
(AA%‘;")’(tiﬁzeviTgﬁ') 0,57+0472  232+1,07° 1,35 + 1,032
(ﬁﬁggitr?;?/f‘ﬂf) 32240420 2487918 22,85 + 7,28
Células ndo-apoptoticas 4 15, 5482 129+ 0,042 1,02 + 1,36

(Anexina V- Pl+)

Um estudo de Shi et al (2016) demonstrou que o composto citral apresentou
baixa citotoxicidade em células L-02 (hepatdcitos) normais e inibiu as células HepG2
(linhagem celular de cancer de figado humano) de forma dose-dependente. Soares
et al (2014) demonstraram que o licopeno inibiu a proliferacdo celular, promoveu a
parada do ciclo celular e aumentou a apoptose em células de cancer de prostata,
apresentando um efeito protetor no cancer de prostata.

A perda de controle do ciclo celular normal desempenha um papel importante
no surgimento da maioria dos canceres. A progressao celular do ciclo € um processo
altamente ordenado e bem organizado que envolve véarias etapas. Na fase GO nao
h& replicacao de célula, nesta fase o DNA apresenta baixa atividade. Na fase G1 ha
a preparacdo da célula para a sua multiplicacdo e preparacdo para a sintese de
DNA na fase S. Durante a fase G1 e S existem diversos mecanismos de regulacéo
para a multiplicacédo celular, dentre eles, a apoptose (morte celular programada), que
provoca a morte da célula, antes que sofra alteracdo, podendo levar ao cancer. A
transicdo da fase G1 para a fase S do ciclo celular constitui um compromisso
irreversivel com a sintese de DNA e proliferacdo. Na fase G2 h& a sintese de
componentes para a mitose, que ocorrera na fase M. Apoés isso as ceélulas se
separam, finalizando o ciclo e retornando a fase GO. A célula tumoral nédo finaliza
esse ciclo de replicacdo celular e passa da fase para a nova fase G1 (ALMEIDA et
al, 2005; PARK et al, 2016. A pesar dos ensaios de apoptose demonstrarem que o
OEC néo foi capaz de promover morte por apoptose comparados ao grupo controle,

0o OEC demonstrou aumento da propor¢cao de células em fase GO/G1 e reduziu o
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total de células presente nas fases S e G2/M, 24 horas pos-tratamento. Estes dados,
sugerem uma parada de ciclo celular em fase GO/G1l, onde as células ficam

impossibilitadas de chegarem a etapa de mitose e, se multiplicarem.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo confirmou a composicdo quimica dos compostos
majoritarios presentes no OEC, de acordo com outros autores, assim como
demonstrou atividade antioxidante em todas as analises (DPPH, FRAP e ABTS) e
atividade antibacteriana para a cepa de Staphilococcus aureus. Pode-se observar a
capacidade do OEC em inibir a proliferagdo celular, promover a parada do ciclo
celular, mas ndo induzir a apoptose em células cancerosas de cancer de préstata
humana, sugerindo a utilizacdo do 6leo essencial de Cymbopogon citratus como um

adjuvante ao tratamento quimioterapico.

A deteccdo de compostos nédo-identificados e minoritarios encontrados no
OEC abrem possibilidade para estudos futuros sobre o mecanismo de a¢cao dessas
moléculas em bactérias patogénicas e nas células tumorais. Para isso € importante
investigar sua possivel acédo bioldgica de forma isolada ou sinérgica aos compostos
majoritarios assim como 0s mecanismos inibitérios especificos em bactérias gram-
positivas e gram-negativas. Estudos complementares do OEC quanto a atividade
citotdxica, investigando seu efeito sobre o ciclo celular e apoptose e mecanismos de
acao envolvidos, utilizando diferentes concentracdes e periodos em outras linhagens
celulares sédo fundamentais para elucidacédo de sua possivel protecdo no processo
de tumorigénese, assim como avaliar a citotoxicidade do OEC nas quantidades de

ICs0 encontradas.
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Anexo A - Cromatograma com identificacdo de compostos presentes no 6leo essencial de Cymbopogon citratus.
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