UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

Anne Lima de Lara

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA, ANTIBIOFILME E
CITOTOXICIDADE DO OLEO ESSENCIAL DE Cymbopogon martinii
FRENTE A Staphylococcus aureus

Santa Maria, RS
2023



Anne Lima de Lara

AVALIAQAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA, ANTIBIOFILME E
CITOTOXICIDADE DO OLEO ESSENCIAL DE Cymbopogon martinii FRENTE A
Staphylococcus aureus

Dissertacdo apresentada ao curso de
Pé6s-Graduacao em Ciéncias
Farmacéuticas, da Universidade Federal
de Santa Maria (UFSM, RS), como
requisito parcial para obtencéo do titulo
de Mestre em Ciéncias
Farmacéuticas.

Orientador: Roberto Christ Vianna Santos
Co-orientador: Leonardo Quintana Soares Lopes

Santa Maria, RS
2023



This study was financied in part by the Coordenacdo de Aperfei coanmento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) — Finance Code 001

Lara, Anne Lina de

Aval i agdo da ativi dade antim crobiana, antibiofilnme e
citotoxicidade do 6l eo essencial de Cynmbopogon nartinii
frente a Staphyl ococcus aureus / Anne Linma de Lara.-
2023.

44 p.; 30 cm

Oientador: Roberto Christ Vianna Santos

Coori entador: Leonardo Qui ntana Soares Lopes

Di ssertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Santa
Maria, Centro de G éncias da Saude, Programa de Pés
Graduacdo em Ci énci as Farmacéuticas, RS, 2023

1. Cynbopogon nartinii 2. Biofilme 3. Staphyl ococcus
aureus 4. Atividade antimcrobiana e antibiofilme 5.
Pal marosa |. Santos, Roberto Christ Vianna Il. Lopes,
Leonardo Quintana Soares IlIl. Titulo.

Si stema de geracdo automatica de ficha catal ografica da UFSM Dados forneci dos pel o
autor(a). Sob supervisédo da Direcdo da Divisdo de Processos Técnicos da Biblioteca
Central. Bibliotecaria responsavel Paula Schoenfeldt Patta CRB 10/1728.

Decl aro, ANNE LI MA DE LARA, para os devidos fins e sob as penas da |ei,
gue a pesquisa constante neste trabalho de conclusdo de curso
(Dissertacdo) foi por mm elaborada e que as informagcdes necessarias
objeto de consulta em literatura e outras fontes estdo devidanente
referenci adas. Declaro, ainda, que este trabalho ou parte dele n&o foi
apresentado anteriornente para obtencdo de qualquer outro grau
académ co, estando ciente de que a inveracidade da presente declaracéo
poderd resultar na anulacdo da titulacao pela Universidade, entre outras
consequénci as | egai s.



Anne Lima de Lara

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA, ANTIBIOFILME E
CITOTOXICIDADE DO OLEO ESSENCIAL DE Cymbopogon martinii FRENTE A
Staphylococcus aureus

Dissertagdo apresentada ao curso de
Pés-Graduacgao em Ciéncias
Farmacéuticas, da Universidade Federal
de Santa Maria (UFSM, RS), como
requisito parcial para obtencdo do titulo
de Mestre em Ciéncias
Farmacéuticas.

Aprovada em 10 de maio de 2023.

Jop7
Roberto Christ Vianna Santos, Dr. (UFSM)
(Presidente/Orientador)

. A Lia¥ Dadeor
“Ana Jiilia Figueiré Dalcin, Dra. (UFN)

T W R

Patricia Kolling Marquezan, Drd. (UFSM)

Santa Maria, RS
2023



Dedico este trabalho aos meus pais, Lizane e Edson, que sempre me deram apoio,

incentivo e, principalmente, amor.



AGRADECIMENTOS

Este trabalho ndo seria possivel sem a colaboracao e apoio de diversas pessoas.
Agradeco a todas, e em especial:

- ao professor Roberto Christ Vianna Santos, pela oportunidade e ensinamentos;

- ao meu coorientador Leonardo Quintana Soares Lopes, por todo o auxilio e
conselhos;

- aos meus pais, Edson e Lizane, e ao meu irmao Arthur, por me apoiarem em cada
decisdo, me ajudarem a crescer em cada passo e pelo amor incondicional,

- a minha colega e amiga Andressa, pela parceria, mates, risadas, preocupacdes e
conquistas compartilhadas;

- aos demais colegas e ICs do LAPEMICRO, em especial a Ticiane Pinheiro, pelo
auxilio e por deixarem os dias mais divertidos;

- a CAPES pela bolsa de estudos.

Agradeco, também, ao laboratorio de caracterizacdo, especialmente ao Prof. Roger
Wagner, ao Lablbio, especialmente a Prof Daniela Rosa Leal e Jean Lucas da
Silva, e ao grupo de pesquisa da Prof? Michele Sagrillo, especialmente a Aline

Rossato e Walter Paixao.



RESUMO

AVALIAQAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA, ANTIBIOFILME E
CITOTOXICIDADE DO OLEO ESSENCIAL DE Cymbopogon martinii FRENTE A
Staphylococcus aureus

AUTORA: Anne Lima de Lara
ORIENTADOR: Roberto Christ Vianna Santos
CO-ORIENTADOR: Leonardo Quintana Soares Lopes

O biofilme é caracterizado como uma comunidade de microrganismos aderida a uma
superficie, que confere as células microbianas protecdo contra agentes externos, se
caracterizando como uma importante forma de resisténcia. Em hospitais representam
grande parte das infec¢bes relacionadas a cateteres e outros dispositivos médicos
invasivos. Staphylococcus aureus € uma bactéria Gram positiva oportunista,
comumente presente na pele e fossas nasais de individuos saudaveis, que pode
causar desde infecgdes leves a sepse, sendo mais encontrada em infec¢des de pele,
e frequentemente em infeccbes nosocomiais, que possui ainda, capacidade de
formacédo de biofilme. Atualmente, a multirresisténcia de S. aureus a antimicrobianos
leva a busca de alternativas para o tratamento de infec¢des e, nesse contexto, esta o
6leo essencial de Palmarosa (Cymbopogon martinii). E uma planta proveniente da
india, e seu 6leo essencial € amplamente utilizado na indlstria de cosméticos e
perfumaria. Apresenta atividade antibacteriana e antifungica, apresentando grande
potencial antibiofilme. Portanto, esse trabalho teve como objetivo avaliar o efeito
antimicrobiano, antibiofilme e a toxicidade in vitro do 6leo essencial de C. martinii com
énfase em S. aureus. Para isso, foi realizada a caracterizacdo do 6leo essencial, cujo
principal composto detectado foi o geraniol (83,8%), e as técnicas de disco-difuséo;
microdiluicdo (concentracao inibitoria e bactericida minima); formacéao e tratamentos
dos biofilmes; determinacdo da biomassa do biofilme; quantificacéo de células viaveis
no biofilme; e cinética de atividade em biofilme formado. Os resultados demonstram
uma acao significativa na reducdo do biofilme de Staphylococcus aureus (ATCC
29213 e isolados clinicos), bem como de Escherichia coli (ATCC 25922),
Enterococcus faecalis (ATCC 51299) e Streptococcus mutans (ATCC 25175). Além
disso, a seguranca também foi avaliada, através dos ensaios de MTT, 6xido nitrico,
DCFH-DA e Picogreen, que se mostraram sugestivos de toxicidade em fibroblastos,
gueratinécitos e células mononucleares de sangue periférico.

Palavras-chave: Cymbopogon martinii. Staphylococcus aureus. Biofilme. Atividade
antibacteriana e antibiofilme. Citotoxicidade. Palmarosa.



ABSTRACT

EVALUATION OF THE ANTIMICROBIAL ACTIVITY, ANTIBIOFILM AND
CYTOTOXICITY OF THE ESSENTIAL OIL OF Cymbopogon martinii AGAINST
Staphylococcus aureus

AUTHOR: Anne Lima de Lara
ADVISOR: Roberto Christ Vianna Santos
CO-ADVISOR: Leonardo Quintana Soares Lopes

The biofilm is characterized as a community of microorganisms adhered to a surface,
which gives microbial cells protection against external agents, characterizing itself as
an important form of resistance. In hospitals, they represent a large part of infections
related to catheters and other invasive medical devices. Staphylococcus aureus is an
opportunistic Gram-positive bacterium, commonly present in the skin and nasal
cavities of healthy individuals, which can cause from mild infections to sepsis, being
more found in skin infections, and frequently in nosocomial infections, and also has the
ability to form of biofilm. Currently, the multidrug resistance of S. aureus to
antimicrobials leads to the search for alternatives for the treatment of infections and,
in this context, is the essential oil of Palmarosa (Cymbopogon martinii). It is a plant
from India, and its essential oil is widely used in the cosmetics and perfumery industry.
It has antibacterial and antifungal activity, with great antibiofilm potential. Therefore,
this work aimed to evaluate the antimicrobial effect, antibiofilm and in vitro toxicity of
the essential oil of C. martinii with emphasis on S. aureus. For this, the characterization
of the essential oil was carried out, whose main compound detected was geraniol
(83.8%), and the disc-diffusion techniques; microdilution (minimum inhibitory and
bactericidal concentration); formation and treatment of biofilms; determination of
biofilm biomass; quantification of viable cells in the biofilm; and activity kinetics in
formed biofilm. The results demonstrate a significant action in reducing the biofilm of
Staphylococcus aureus (ATCC 29213 and clinical isolates), as well as Escherichia coli
(ATCC 25922), Enterococcus faecalis (ATCC 51299) and Streptococcus mutans
(ATCC 25175). In addition, safety was also evaluated through MTT, nitric oxide, DCFH-
DA and Picogreen assays, which proved to be suggestive of toxicity in fibroblasts,
keratinocytes, and peripheral blood mononuclear cells.

Keywords: Cymbopogon martinii. Staphylococcus aureus. Biofilm. Antimicrobial and
antibiofilm activity. Cytotoxicity. Palmarosa
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1 INTRODUCAO

A maior parte das infeccdes microbianas sdo causadas por biofilmes
patogénicos e a protecdo fornecida por ele torna a infecgcdo mais dificil de ser
eliminada (GULATI; NOBILE, 2016). Nas ultimas décadas, os biofilmes tém sido alvo
de diversos estudos devido ao interesse na formagao dessa comunidade multicelular
e a alta resisténcia a antimicrobianos e ao sistema imune (HARMSEN et al., 2010).

Os biofilmes séo responsaveis por muitas infeccdes nosocomiais, sendo
grande parte delas causadas por dispositivos médicos ou implantes, como
marcapasso, lentes de contato e cateteres urinarios (HENRIQUES; VASCONCELOS;
CERCA, 2013). Dentre as diversas etapas de formacao do biofilme destaca-se a
adesdo inicial a wuma superficie e a ligacdo intercelular (HENRIQUES;
VASCONCELOS; CERCA, 2013).

A bactéria Gram positiva Staphylococcus aureus esta presente na microbiota
normal de individuos saudaveis, principalmente nas fossas nasais e tratos genital
feminino e gastrointestinal, porém, também é responsavel por infeccbes de pele,
pneumonia, intoxicacbes alimentares, sepse e até morte, e apresenta grande
capacidade de formar biofilme, sendo muito presente em infeccfes hospitalares
(LOWY, 1998). Em Unidades de Tratamento Intensivo (UTIS) € o segundo
microrganismo mais isolado em infec¢des de corrente sanguinea (ANVISA, 2022).

Aliado a isso, a significativa capacidade de resisténcia do S. aureus aos
antimicrobianos gera a necessidade de encontrar alternativas para o tratamento de
infeccBes causadas por ele, sendo assim, a busca por compostos naturais, como 0s
Oleos essenciais, tem se tornado uma alternativa para contornar esse problema
(WINSKA et al., 2019; GUO et al., 2022).

Nesse contexto, o Oleo essencial de Cymbopogon martinii, popularmente
conhecido como Palmarosa, se apresenta como uma opc¢ao para o tratamento dessas
infeccbes. O dleo é rico em geraniol e muito utilizado pela industria cosmética, tem
sido estudado em relacdo as suas propriedades antifUngicas e antibacterianas,
representando futuras possibilidades terapéuticas importantes associado a biofilmes
(ANDRADE et al., 2014). Apesar disso, até o momento, ndo foram realizados muitos

estudos para verificar sua potencial atividade antibiofilme.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antimicrobiana e antibiofilme in vitro do 6leo essencial de
Cymbopogon martinii contra Staphylococcus aureus, bem como verificar sua

citotoxicidade.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Realizar a caracterizacdo (composicao percentual) do 6leo essencial de C.
maurtinii;

- Avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de C. martinii contra E.
coli, E. faecalis, S. aureus e S. mutans;

- Verificar o efeito antibiofilme do 6leo essencial de C. martinii contra E. coli, E.
faecalis, S. aureus e S. mutans;

- Analisar a cinética de atividade antibiofilme do Oleo essencial de C. martinii
contra S. aureus;

- Determinar a capacidade de C. martinii de destruir biofiimes de E. coli, E.
faecalis, S. aureus e S. mutans ja formados;

- Determinar a capacidade de C. martinii de inibir a formacéo dos biofilmes de
E. coli, E. faecalis, S. aureus e S. mutans;

- Avaliar a seguranca do uso do 6leo essencial de C. matrtinii.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 BIOFILME

Os microrganismos sdo seres presentes em diversos habitats, e sdo capazes
de desenvolver complexos e variados comportamentos (COSTERTON; STEWART,
GREENBERG, 1999). Na forma livre (planctbnica), os microrganismos encontram-se
em suspensdao e vivem isoladamente, enquanto, na forma séssil, podem ser
encontrados aderidos a superficies sob a forma de biofimes (STOODLEY et al.,
2002). Biofilme pode ser definido como uma comunidade complexa de
microrganismos aderida a uma superficie bidtica ou abiotica envolvida por uma matriz
polimérica, produzida por eles mesmos como uma forma de protegéo as defesas do
hospedeiro e aos agentes terapéuticos (DUNNE, 2002; TORTORA; FUNKE; CASE,
2012; RABIN et al., 2015). Ha varias vantagens para 0s microrganismos quando estao
na forma de biofilme se comparados aos seus homologos de vida livre, dentre elas
esta o fato de os agregados de microrganismos apresentarem maior disponibilidade
de nutrientes, interferindo nas taxas de crescimento, cooperatividade metabdlica e
protecdo aos fatores externos (BEHLAU; GILMORE, 2008; HUANG et al., 2020).

Os biofilmes podem ser monomicrobianos, constituidos por uma unica espécie,
ou por comunidades derivadas, formadas por varias espécies bacterianas, fungos,
leveduras, algas e outros organismos celulares (polimicrobiano) (SAUER; RICKARD;
DAVIES, 2007). Quando ocorre o crescimento de biofilme polimicrobiano, uma
espécie pode ser favorecida pela presenca da outra em uma interacdo chamada de
comensalismo, melhorando a degradacdo de compostos organicos em comparagao
com as monoculturas (NIKOLAEV; PLAKUNOV, 2007). No entanto, os
microrganismos representam menos de 10% do biofilme (SATPATHY et al., 2016). Os
biofilmes sdo compostos também pelas substancias poliméricas extracelulares (EPS)
ou matriz exopolissacaridica e por quaisquer outros residuos do ambiente colonizado,
além de proteinas, lipideos, DNA, RNA, ions e 4gua, formando uma estrutura porosa
e altamente hidratada (BEHLAU; GILMORE, 2008).

O biofilme inicia-se com a aderéncia microbiana a superficie, e este processo
€ condicionado a interferéncia de fatores biol6gicos (como o crescimento das células
microbianas e sua divisdo, producéo e excrecdo de EPS) e fatores ndo biolégicos.

Entre os fatores ndo biologicos sdo reconhecidas as interagdes quimicas como as
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forcas de Van der Walls, interacdes hidrofobicas, eletrostaticas e ligacdes de
hidrogénio que ocorrem entre as macromoléculas. Este estagio inicial de adeséo, em
gue ha envolvimento de interacdes fisico-quimicas entre as superficies, designa-se
adesdo primaria (WATNICK; KOLTER, 2000). Em um segundo estagio, 0s
microrganismos sdo levemente aderidos a superficie, induzindo distintas fases de
crescimento e intensa diviséo celular (FLEMMING et al., 2000). O processo de adesao
€ concretizado com a producao de exopolissacarideos, formando complexos com os
materiais da superficie na qual aderem e/ou através de receptores especificos
localizados na superficie das paredes celulares (caracterizando a adesao secundaria)
(SUTHERLAND, 1997). Em seguida inicia o processo de maturacdo do biofilme,
formado por microrganismos que sao interceptados por canais de agua que permitem
a entrada dos nutrientes. Ao final deste processo, o biofilme atinge uma massa critica,
sendo estabelecido um equilibrio dinamico no qual o crescimento de células é
compensado pela liberagéo de células planctonicas disponiveis para a colonizagao de
outras superficies formando novos biofimes (DUNNE, 2002; COSTERTON;
MONTANARO; ARCIOLA, 2005).

Uma vez instalado o biofilme como uma estratégia de sobrevivéncia para os
microrganismos, este entdo fornece vantagens importantes como menor exposi¢ao a
caréncias nutricionais, radicais de oxigénio e antimicrobianos; mudancas de pH;
abrigo de predacao; e manutencdo das atividades de enzimas extracelulares. Além
de ocorrer uma resisténcia aumentada a fagocitose (KEREN et al., 2004; FUX et al.,
2005; O’GARA, 2007; FUCHS et al., 2010).

3.2 MICRORGANISMOS

3.2.1 Escherichia coli

Consiste em um Gram negativo presente na microbiota normal do intestino
grosso, que auxilia na producédo de algumas vitaminas, digestdo de alimentos e realiza
antagonismo microbiano (bacteriocinas contra Salmonella e Shigella), porém
linhagens como 0O157:H7 causam diarreia sanguinolenta e geram um grande
problema de saulde publica. Tem como caracteristicas: anaerobiose facultativa,
oxidase negativa, producéo de gas a partir da lactose, motilidade e catalase positiva.

Sendo feita a diferenciacdo da linhagem comensal e patogénica através do
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carboidrato sorbitol (a linhagem O157:H7 néo realiza essa fermentagéo, ao contrario
da comensal) (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012; JANG et al., 2017).

Isolados de E. coli entero-hemorragica apresenta a toxina Shiga, causadora de
desinteria tipo Shigella (colite hemorragica e sindrome hemolitico-urémica), além
disso também é responséavel pela doenca conhecida como diarreia do viajante,
infeccdes urinarias (cistite e pielonefrite), meningite e sepse (KAPER; NATARO;
MOBLEY, 2004; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Outra importante funcao da E. coli ndo-patogénica esta na engenharia genética,
onde é empregada na producdo de diversos produtos como fator estimulador de
colénia (CSF), fator de crescimento epidérmico (EGF), Interferon alfa e gama,
horménio do crescimento humano (hGH), insulina, uroquinases, relaxina, e fator de
necrose tumoral (TNF). Além de seu uso para identificacdo de contaminacgéao fecal na
agua (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012; JANG
et al., 2017).

De acordo com o Ministério da Saude (2019), € o principal microrganismo
causador de doencas transmitidas por alimentos e o segundo mais isolado em
infeccbes do trato urinario em UTI adulto no RS (ANVISA, 2022).

3.2.2 Enterococcus faecalis

Coco Gram positivo, encontrado na microbiota do trato gastrointestinal
(principalmente intestino), canal vaginal e cavidade oral. Apresenta resisténcia natural
a penicilina e alta resisténcia a diversos antibiéticos. Tem habilidade de sobreviver em
ambientes pobres em nutrientes, hipoténicos, hiperténicos, acidos ou alcalinos e em
temperaturas de 10 a 45 °C (HUYCKE; SAHM; GILMORE, 1998; KIM; ROSA; MIN,
2020).

Por ser viavel em canais radiculares, € um dos principais microrganismos
isolados em canais radiculares e causador de insucessos endodénticos. Além disso,
também é encontrado em lesGes nas mucosas de pacientes imunocomprometidos
(SABER; EL-HADY, 2012).

Devido a sua persisténcia nas maos, jogos de cama e gases fecais, séo
comumente associados a infeccdes nosocomiais, sendo responsaveis por infec¢des
em feridas cirargicas e do trato urinério, e entram na corrente sanguinea através de
cateteres (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).
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3.2.3 Staphylococcus aureus

S. aureus é uma bactéria Gram positiva, colénias de cor amarelada, anaerébia
facultativa, com genoma cromossomico circular, produtora de catalase, com resultado
positivo para os testes de coagulase, fermentacdo do agar Manitol e formacao de
acido a partir da glicose, sendo encontrada em cerca de 30% da populagdo (LOWY,
1998; WERTHEIM et al., 2005; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Sua parede celular
€ composta por 50% de peptideoglicano, e possui proteinas de superficie, como a
proteina A que apresenta propriedades antifagocitarias que sao baseadas na sua
habilidade de se ligar a por¢cdo Fc das imunoglobulinas (LOWY, 1998).

As toxinas produzidas por essa bactéria induzem alteracdes pré-inflamatorias,
dano celular (podendo levar a sepse), proliferacdo de linfécitos T e liberacdo de
citocinas, eritema e separacdo de pele (sindrome da pele escaldada), um exemplo
disso é a toxina leucocidina, que é responsavel pela destruicdo das células brancas.
Além disso, produzem enzimas como protease, lipase e hialuronidase, que sao
responsaveis pela destruicdo de tecidos e disseminacéo da infeccao (LOWY, 1998;
TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Apesar de ser uma bactéria comensal, colonizando as narinas, pelo, trato
urogenital feminino e gastrointestinal, também é responsavel por diversas infecc¢oes,
como na pele (impetigo e foliculite, por exemplo), bacteremia (principalmente em
pacientes com mais de 50 anos, com doenca cardiaca, neuroldgica ou respiratoria),
endocardite (mais comum em usuarios de drogas, pacientes idosos, com valvulas
protéticas e hospitalizados), infeccbes metastaticas (recorrente nos 0Sso0s,
articulacdes, rins e pulmdes), pneumonia, intoxicacdes alimentares (enterotoxina que
causa vomitos e nadusea quando ingerida), infeccdes em feridas cirdrgicas, sepse, e
sindrome do choque toxico (LOWY, 1998; TORTORA, FUNKE; CASE, 2012;
FITZGERALD, 2014; KWIECINSKI; HORSWILL, 2020). No Rio Grande do Sul, é o
segundo microrganismo mais prevalente em infeccBes primarias de corrente
sanguinea em UTI adulto e pediatrico (ANVISA, 2022).

O uso irracional de antimicrobianos ap0s a sua descoberta no século XX levou
ao surgimento da resisténcia bacteriana, adquirida principalmente por genes
codificantes, como vanA, mecA e mecC, e plasmideos, exemplo a penicilinase, que
hidrolisa 0 anel beta-lactamico da penicilina (LEE et al, 2018; GUO et al., 2022). A

habilidade de adquirir resisténcia a qualquer antimicrobiano apresentada pelo S.



16

aureus, incluindo os beta-lactamicos (MRSA), vancomicina (VRSA) e penicilina, leva
a uma grande dificuldade no tratamento desse microrganismo, tornando-se um apelo
a busca de alternativas eficazes para combater tais infeccbes (LEE et al, 2018; GUO
et al., 2022).

3.2.4 Streptococcus mutans

E o principal microrganismo causador da doenca carie, capaz de metabolizar
uma variedade maior de carboidratos do que outras bactérias Gram positivas. Realiza
a fermentagdo do manitol, sorbitol, insulina, esculina, melibiose e rafinose (LEMOS et
al., 2019).

De acordo com Hamilton e Buckley (1991), quando tem crescimento
prolongado em ambientes acidos, como em fissuras ou lesbes de carie, altera a
fisiologia celular, conferindo maior acidez.

Além disso, segundo Tong et al. (2011), em condicbes de inanicdo tem
resisténcia aumentada a agentes anti-carie (fluoreto de sédio e acetato de clorexidina)

e niveis letais de acido.

3.3 OLEOS ESSENCIAIS

As plantas medicinais vém sendo utilizadas pelo homem ao longo de toda a
historia pela prépria necessidade humana, uma vez que as plantas foram os primeiros
recursos terapéuticos utilizados no tratamento e cura de enfermidades. As antigas
civilizagdes utilizavam as plantas medicinais muito antes de aparecer qualquer forma
de escrita, algumas como alimentos e outras como medicamentos (DORTA, 1998).
Nas antigas civiliza¢gdes, os primeiros registros datam de 1500 a.C. quando foi escrito
0 manuscrito egipcio “Papiro de Ebers”, considerado um dos mais importantes livros
da cultura médica. Neste livro foram citados cerca de 700 tratamentos diferentes,
incluindo extratos de plantas, metais (como cobre e chumbo) e venenos de animais.
A partir deste manuscrito o velho mundo tomou ciéncia de uma Farmacopéia egipcia
contendo diversas espécies vegetais, algumas delas utilizadas por fitoterapeutas até
hoje (ALMEIDA, 1993; ELDIN; DUNFORD, 2001).

Os Oleos essenciais sao substancias secundarias a base de plantas, volateis,

naturais e complexos, encontrados principalmente nas flores, raizes, sementes, frutos
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e casca, sendo responsavel pelo aroma, defesa contra patdgenos, microrganismos e
predadores, bem como atracdo de polinizadores (BAKKALI et al., 2008;
TONGNUANCHAN; BENJAKUL, 2014; HOFFMANN, 2020). S&o conhecidos por suas
propriedades bactericida, fungicida, analgésica, sedativa, anti-inflamatoria, anestésica
e espasmolitica (BAKKALI et al., 2008).

Historicamente, tém sido usados na medicina tradicional, cerimdnias religiosas,
cosméticos e aromaterapia em paises como Egito, China e india. Devido a isso e a
diversas preocupacdes ambientais como uso de pesticidas e drogas sintéticas, o
interesse em 6leos essenciais tem aumentado (HOFFMANN, 2020).

A extracdo do 6leo pode ser feita de diversas maneiras, entre elas, destilacdo
(a vapor, hidrodestilacao e hidrodifusdo), por solvente (dioxido de carbono supercritico
e agua subcritica), e micro-ondas sem solvente (TONGNUANCHAN; BENJAKUL,
2014).

A composicdo quimica dos Oleos essenciais consiste em dois grupos 0s
hidrocarbonetos de terpeno (componente mais comum nos Oleos essenciais) e
compostos aromaticos (BAKKALI et al., 2008; TONGNUANCHAN; BENJAKUL, 2014).

Os terpenos sédo formados a partir de varias combinacdes de isoprenos e
possuem baixo peso molecular. As principais estruturas formadas sao: alcoois,
aldeidos, cetonas, ésteres, éteres, peroxidos e fenois. Os compostos aromaticos sédo
derivados do fenilpropano e sdo compostos por aldeidos, alcoois, fendis, derivados
metoxi, e compostos de metileno dioxi (BAKKALI et al., 2008; TONGNUANCHAN;
BENJAKUL, 2014).

De acordo com Winska et al. (2019), as bactérias Gram positivas apresentam
maior susceptibilidade a acdo dos 6leos essenciais, e a atividade antimicrobiana
desses compostos esta relacionada aos grupos fendlicos, alcéolicos e aromaticos.
Devido a sua alta volatilidade, seu tempo de acao € limitado, apesar disso, sua baixa
toxicidade e origem natural, tornam interessante seu uso, tanto como medicamento,

como nas industrias de alimentos e cosméticos.

3.4 Cymbopogon martinii

C. martinii, popularmente conhecida como Palmarosa (figura 1), € uma planta

nativa da Asia, principalmente india e Paquistéo. Seus constituintes principais incluem
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geraniol, acetato de geranila e B-cariofileno (PRASHAR et al., 2003; SCHERER et al.,
2009).

Figura 1 — Inflorescéncia de Palmarosa

Fonte: (DUBEY; MALLAVARAPU; LUTHRA, 2000)

A Palmarosa apresenta duas variedades: motia e sofia, que visualmente
possuem poucas diferencas, porém o 6leo da var. motia apresenta um odor mais fino
em relacédo a sofia, sendo a mais usada na producéo de 6leos essenciais. As principais
partes da planta utilizadas séo os talos, folhas e flores, cada um deles gerando cerca
de 0,04%, 1,32% e 1,71% de o6leo, respectivamente (GUENTHER, 1950). Além disso,
a var. motia prefere um clima seco, com solo bem drenado de composicéo basaltica,
enquanto a var. sofia cresce melhor em solo mais Umido e baixas altitudes
(GUENTHER, 1950).

O oleo de Palmarosa tem importancia comercial e € usado em perfumes,
cosméticos, comidas e bebidas, farmacia e aromaterapia, principalmente devido ao
seu forte aroma proveniente de compostos volateis complexos presentes nos
metabolitos da planta (DUBEY; MALLAVARAPU; LUTHRA, 2000; ANDRADE et al.,
2014). Na aromaterapia o 6leo é usado como ténico de pele, em virtude da sua
propriedade antibacteriana e qualidade anti-inflamatéria (ANDRADE et al., 2014).

Além dos usos cosmeéticos, o Oleo essencial de Palmarosa possui acao
antifingica e repelente. Além disso, pode ser uma opc¢do de agente inibidor de
biofilme, visto que possuem acao contra bactérias (SCHERER et al., 2009).
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3.4.1 Geraniol

E um &lcool monoterpeno aciclico (3,7-dimetillocta-trans-2,6-dien-1-ol), com
odor floral, doce, com um leve toque citrico e de rosas, um 6leo amarelo claro ndo
solavel em &gua, € um importante constituinte de mais de 250 Oleos essenciais
(CHEN; VILJOEN, 2010; MACZKA; WINSKA; GRABARCZYK, 2020).

O geraniol (figura 2) apesenta atividades anti-proliferacdo e anti-migracao de
tumores, antioxidante, anti-inflamatoria, efeito hepatoprotetivo, antimicrobiana, anti-
helmintico, atividade cardioprotetora, efeito neuroprotetor, protecédo contra Ulceras em
mucosa géstrica e duodenal, entre outros. Além disso, também apresenta efeito
repelente e inseticida, e foi demonstrada atividade como potencializador natural para
melhorar a penetragéo cutanea de 5-fluorouracil, diclofenaco sodico e sulfadiazina de
prata (CHEN; VILJOEN, 2010; LEI et al., 2018; MACZKA; WINSKA; GRABARCZYK,
2020).

Figura 2 — estrutura quimica do geraniol

A A OH

geraniol

Fonte: (MACZKA; WINSKA; GRABARCZYK, 2020)

Apesar de seu elevado consumo, a extracdo desse componente das plantas é
restrita, por isso, estudos foram realizados para identificar um método efetivo de
biossintese de geraniol, se destacando a producédo de geraniol em Saccharomyces
cerevisiae com expressao de geraniol sintase e arnesil difosfato sintase (LEI et al.,
2018).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MICRORGANISMOS

Para os experimentos foram utilizados os microrganismos S. aureus (ATCC
29213 e isolados clinicos 39 e 92), E. coli (ATCC 25922), E. faecalis (ATCC 51299) e
S. mutans (ATCC 25175).

Todos pertencentes a colecao de microrganismos do Laboratério de Pesquisa
em Microbiologia Oral (LAPEMICRO) da Universidade Federal de Santa Maria, RS.

4.2 OLEO ESSENCIAL

O Oleo essencial de C. martinii utilizado foi comercialmente adquirido através
da FERQUIMA Industria e Comércio LTDA (CNPJ: 51.699.205/0001-48), lote 114, e
validade abril de 2023.

4.3 CARACTERIZACAO DO OLEO DE C. martinii

A amostra do 6leo essencial foi diluida 1:100 em hexano. A andlise do perfil
dos componentes foi feita usando um cromatégrafo a gas equipado com um detector
de ionizacdo de chama (GC-FID; Varian Star 3400) e um amostrador automatico
(Varian 8100). 1 uL do oleo foi injetado em um modo de divisdo 1:20, com a
temperatura do injetor a 250 °C. O gas carreador utilizado foi hidrogénio com a
pressao de 15 psi. A separacao dos analitos foi realizada por uma coluna capilar BPX5
(25 mm x 0.22 mm; 0.25 ym espessura fase estacionaria). A temperatura comegou
em 40 °C por 1 minuto e aumentou 2 °C.min! até atingir 120 °C, em seguida chegou
a 250 °C aumentando 10 °C.mint, onde se manteve por 2 minutos. A temperatura do
detector FID operou a 250 °C. Os resultados foram expressos em porcentagem a partir
da normalizacao das areas dos picos cromatograficos em relacéo a area total.

A analise qualitativa dos compostos foi feita por cromatografia gasosa acoplado
a espectrometro de massa (Shimadzu GCMS QP-2010 Ultra) usando as mesmas
condicdbes cromatograficas descritas acima para GC-FID. O detector do
espectrofotdbmetro de massa foi operado no modo ionizacao eletrénica em um dnico

analisador de massa quadrupolo em modo de varredura completa com uma faixa de



21

35 a 400 m/z. A interface GC-MS e fonte de ionizacdo foram mantidas em 250 e 200
°C, respectivamente. A identificacdo dos analitos foi realizada comparando o0s
espectros de massa experimentais com os encontrados na biblioteca do NIST. Além
disso, a taxa de retencdo linear dos compostos foi calculada usando uma série de
alcanos homélogos e comparados aqueles descritos na literatura (ADAMS, 1995).

4.4 DISCO-DIFUSAO

O teste de suscetibilidade foi realizado inicialmente pela técnica de disco-
difusdo, previamente descrita por Bauer e colaboradores (1966) em agar Mueller
Hinton (MH), para todas a bactérias, exceto para Streptococcus mutans, que foi
realizado em agar Brain Heart Infusion - BHI. A suspenséao (0,5 na escala McFarland)
contendo o microrganismo foi semeada em placa e 10 yL do 6leo de C. martinii foi
adicionado ao disco estéril que por sua vez foi depositado na placa. Apds a adi¢cao
dos discos, a placa foi incubada por 24 horas a 37 °C e as zonas de inibicdo foram

mensuradas em milimetros. O teste foi realizado em duplicata.

4.5 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E
CONCENTRACAO BACTERICIDA MINIMA (CBM)

A CIM foi realizada pelo método de microdiluicdo em placa de 96 pocos (CLSI,
2012) com modificacdes. Diferentes concentracdes (20 — 0,06 mg/mL) do 6leo de C.
martinii foram adicionadas em pocos contendo 100 pL de caldo MH, em seguida foram
adicionados 15pL de indculo contendo o microrganismo (E. coli, E. faecalis, S. aureus
ou S. mutans) na escala 0,5 de McFarland. O controle positivo de crescimento foi
considerado poco com indculo em caldo e o controle negativo somente caldo sem
inéculo, a placa foi incubada por 24 horas a 37 °C. O ensaio foi realizado em triplicata.
Apoés a incubacéo, foi observado o po¢co com a menor concentragcdo que nao houve
crescimento microbiano visivel. Para determinar a CBM, uma aliquota de 1 uL foi
retirada de cada poco, semeada em agar BHI (S. aureus, E. faecalis e S. mutans) ou
agar MacConkey (E. coli) e incubada por 24 horas a 37 °C. Apés as coldnias foram
identificadas e a menor concentracao que ndo demonstrou crescimento microbiano foi

considerada a CBM.
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4.6 FORMACAO E TRATAMENTO DO BIOFILME

O biofilme foi formado de acordo com condi¢cdes previamente descritas por
Sandberg et al. (2008, 2009) com algumas modificacdes. Indculos dos
microrganismos foram preparados na escala 0,5 de McFarland em salina estéril. Apos,
15 pL dessa suspensao foi adicionada em placa de 96 pocos, contendo 100 pL de
caldo Trypticase Soy Broth (TSB) suplementado com 2% de glicose por poco (S.
aureus e E. faecalis), caldo BHI suplementado com 2% de sacarose (S. mutans) ou
caldo MH (E. coli). A placa foi incubada por 24 horas a 37 °C. Ap6s a formagéao do
biofilme, foi adicionado 100 pL do tratamento com as concentracdes relativas a CIM,
2x CIM e 4x CIM (MANNER et al., 2013). Para realizagdo do tratamento o 06leo foi
diluido em caldo (MH, BHI ou TSB) com 0,5% de dimetilsulfoxido (DMSO) em relacéo
ao volume final. Um controle positivo de crescimento foi realizado contendo caldo e
in6culo do microrganismo, enquanto o controle negativo de crescimento foi realizado

contendo somente o caldo. O ensaio foi realizado em triplicata.

4.7 INIBICAO DA FORMACAO DO BIOFILME

Para esse ensaio, realizado de acordo com Flores et al. (2016) com
adaptacoes, em triplicata, foram adicionados 100 pL de caldo TSB + 2% glicose (E.
faecalis e S. aureus), BHI + 2% sacarose (S. mutans) ou MH (E. coli) em uma placa
de 96 pocos. Em seguida, adicionados 100 pyL do tratamento em concentracoes
subinibitérias (1/2 CIM, 1/4 CIM e 1/8 CIM) e 15 pL dos in6culos na escala 0,5 de
McFarland. A placa foi incubada por 24 horas a 37 °C.

4.8 DOSAGEM DA BIOMASSA DO BIOFILME

Apés o tratamento, o sobrenadante foi removido e 0s poc¢os foram lavados com
agua destilada 3 vezes para realizacdo da quantificacdo. O resultado do biofilme
tratado foi medido fixando em estufa a 60 °C por 1 hora e corado com 200 L de cristal
violeta a 1% por 10 minutos em temperatura ambiente. Apds a incubacéo as placas
foram novamente lavadas com agua destilada, e 200 pL de etanol a 95% foram

adicionados para dissolver a coloragéo, e, apés 15 minutos, foram transferidos 150 pL
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em uma nova placa para medir a densidade otica (D.O) (570 nm) em leitor de
microplacas (TP-Reader; ThermoPlate, Goias, Brazil). A formacédo do biofilme foi
determinada pela diferenca entre a média da DO obtida do controle positivo (caldo +
indculo) e o tratamento com 6leo essencial (STEPANOVIC et al., 2007).

4.9 QUANTIFICACAO DE CELULAS VIAVEIS NO BIOFILME

Apos a formacéo e o tratamento do biofilme, o niUmero de células viaveis do
biofilme foi determinado pela contagem de unidades formadoras de colonias (UFCs)
apos suspender as células do biofilme (LOPES et al., 2019), com adapta¢cdes. Os
biofiimes de S. aureus foram lavados com salina estéril para remover células que nao
estavam aderidas e entéo o biofilme foi ressuspendido com repetidas pipetagens para
romper o biofilme e liberar as células. Em seguida, foi feita uma diluicdo 1:100 no
controle positivo. E, ap0s isso, uma aliquota foi semeada em agar Nutriente e
incubada por 24 horas a 37 °C. Apos o periodo de incubacéo, as col6nias do biofilme
tratado foram contadas e comparadas as do biofilme nédo tratado. Este ensaio foi

realizado em triplicata.

4.10 CINETICA DE ATIVIDADE EM BIOFILME FORMADO

A cinética da eficacia do 6leo essencial de C. martinii foi avaliada contra biofilme
pela curva de combate dependente do tempo (LOPES et al., 2019). Para a formacgéao
do biofilme de S. aureus, foram adicionados 200 pL de caldo TSB suplementado com
2% de glicose e em microtubos e 30 pL de inéculo em microtubos, apds incubacao
por 24 horas a 37 °C, o meio foi retirado e substituido por 200 ul do tratamento nas
concentragfes 1x CBM, 2x CBM e 4x CBM do oleo de C. martinii. Nos intervalos de
0, 3, 6, 12 e 24 horas, a atividade antibiofilme foi avaliada pela dosagem da biomassa
do biofilme (item 4.8) O ensaio foi realizado em triplicata e a absorbancia foi lida em

leitor de microplacas (570 nm).
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4.11 AVALIACAO IN VITRO DA CITO-GENOTOXICIDADE EM CELULAS
MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO (PBMCs)

4.11.1 Cultura de células e tratamentos

Células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) derivadas do sangue
total de amostras descartadas de adultos saudaveis foram obtidas do Laboratério de
Andlises Clinicas Laboratério da Universidade Franciscana (LEAC-UFN) (protocolo
experimental aprovado pelo Comité de Etica em Seres Humanos da UFN) (CAAE
namero: 31211214.4.0000.5306) com auséncia de dados de identificacao.

As amostras de sangue foram processadas para separacao de PBMC usando
o procedimento com base na diferenca no gradiente de densidade usando o Ficoll
Histopaque-1077VR reagente (Sigma-Aldrich). Apos o sangue ter sido descartado no
reagente (1:1 v/v), as amostras foram centrifugadas por 30 minutos, 1500RPM.
PBMCs foram distribuidos em placas de 96 pocos contendo meio celular RPMI 1640
(Sigma-Aldrich) contendo 10% de soro fetal bovino e suplementado com 1% de
antibioticos. As células foram cultivadas em 2x10° células mL* por pogco (BOTTON et
al. 2015). Em seguida, as células foram expostas a cada composto testado para o
protocolo de eficacia descrito nesta pesquisa, em diferentes concentracdes por 24 h
(2,5; 5 e 10 mg/mL), para avaliar seu efeito na modulagdo celular por meio de
diferentes ensaios colorimétricos e fluoromeétricos. Todos os tratamentos e 0s ensaios
foram realizados em triplicata para garantir analise estatisticas coerentes. Peroxido

de hidrogénio (H202) a 200 pM foi usado como controle positivo para todos os testes.

4.11.2 Ensaio de MTT

No ensaio de reducdo de MTT, o sal de tetrazolium, hidrossolivel e de
coloracdo amarelada, é facilmente incorporado por células viaveis, que reduzem este
composto pela atividade da enzima mitocondrial succinato-desidrogenase. Ao ser
reduzido, o MTT é convertido em um composto de formazan, insolGvel em agua e de
coloracgéo roxo-azulado, o qual armazena-se no citoplasma celular (FUKUI; YAMABE;
ZHU, 2010). Assim, é possivel estabelecer parametros de citotoxicidade e taxas de

proliferacao celular.
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O ensaio foi realizado conforme o método de Mosmann (1983) e para este fim,
ao completar os tempos de incubacgéo das células, adicionou-se 20 uL da solugao de
MTT (0,01 M e pH 7,4), na concentracao de 5 mg/mL, diluida em PBS (tamp&o fosfato
1X). As placas que receberem a solugao de MTT foram homogeneizadas e incubadas
durante 2 horas a 37 °C, protegidas da luz, em estufa com 5% de CO..
Posteriormente, as placas foram centrifugadas a 2000 rpm por 10 min. Entéo, retirou-
se o0 sobrenadante dos pocos e as células foram ressuspendidas em 150 yL de DMSO.
A absorbancia é proporcional ao niumero de células viaveis e foi determinada por
leitora Elisa Anthos 2010 (Labtec, Austria) em comprimento de onda de 570 nm. Além
disso, a determinacédo do potencial citotoxico foi apresentada como porcentagem em

relacéo ao controle negativo (células em meio de cultura).

4.12.3 Ensaio de 6xido nitrico

O teste de oxido nitrico (ON) detecta a presenca de nitrito organico na amostra.
Este é detectado e analisado quando se adiciona o reagente de Griess na amostra
contendo NO? e a coloragdo rosa aparece na solucdo (CHOI et al., 2012; NOH et al.,
2015). Para este ensaio, a amostra utilizada foi o sobrenadante da cultura celular,
onde adicionou-se 50 yL deste em uma nova placa de 96 pogos. A seguir, foi
adicionado 50 uL da solugédo de Griess, composta por uma solugdo | (Sulfanilamida
1%) + a solucao Il (N-1-naftiletiienodiamino-biclorado 0,1%), na proporcdo 1:1. A
amostra foi mantida no escuro, em temperatura ambiente, durante 15 minutos. Por
ultimo, a absorbancia foi determinada por leitora de ELISA, em comprimento de onda
de 570 nm.

4.11.4 Ensaio de DCFH-DA

O ensaio fluorimétrico de 2,7-diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA) é
baseado na desacetilacdo desta substancia por esterases citosdlicas em
diclorofluorescina (DCFH). A DCFH é um produto nado fluorescente que quando em
contato com espécies reativas é convertido em diclorofluoresceina (DCF). A DCF, por
sua vez, possui caracteristica fluorescente e é facilmente visualizada, pois quando
excitada a 488 nm emite luz de 525 nm. Este ensaio é comumente utilizado para medir

o nivel de espécies reativas no sobrenadante celular, principalmente o peréxido de



26

hidrogénio, sendo diretamente proporcional a intensidade da fluorescéncia
(HALLIWELL; WHITEMAN, 2004). Para esta técnica, foi utilizado placa preta de 96
pocos, onde adicionou-se 50 pL do sobrenadante da cultura celular, 65 pL de Tris-HCI
(10 mM, pH =7,4) e 10 pL do reagente DCFH-DA. Posteriormente, a placa foi incubada
por 1 h, no escuro. A leitura de fluorescéncia foi determinada por Fluorimetro, em 525

nm de emisséo e 488 nm de excitagéo.

4.11.5 Ensaio de Picogreen

A avaliacdo de genotoxicidade dos compostos, foi analisada por um ensaio
fluorométrico de quantificacdo de DNA de fita dupla extracelular livre (dsDNA) no meio
devido a apoptose celular. Para isso, utilizou-se o reagente PicoGreen®, corante
fluorescente capaz de se ligar ao dsDNA (COSSETIN et al., 2019). Para a realizacéo
do ensaio, foi utilizado uma placa preta de 96 pocos, onde adicionou-se 10 yL do
sobrenadante da cultura celular, 80 pL de TE 1X (Tris HCI 10mM e EDTA 1 mM
pH=7,5) e 10 pL do reagente DNA PicoGreen®. Posteriormente, a placa foi incubada
por 1 h, no escuro. A leitura de fluorescéncia foi determinada por Fluorimetro em 520

nm de emisséo e 480 nm de excitacao.

4.12 AVALIACAO IN VITRO DA CITOTOXICIDADE EM FIBROBLASTOS E
QUERATINOCITOS

4.12.1 Linhagens celulares

Fibroblastos murinos L929 e queratinécitos humanos HACAT foram adquiridos
do Banco de Células do Rio Janeiro (BCRJ). As células foram cultivadas em Meio
Eagle modificado por Dulbecco com baixo teor de glicose (DMEM) (Sigma-Aldrich®),
suplementado com soro fetal bovino (FBS) 10% (v/v), penicilina/streptomicina (100

U/l) (Sigma®), em uma incubadora umidificada com atmosfera de 5% CO2 (Laboven).

4.12.2 Ensaio de citotoxicidade

A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de 3(4,5-dimethyl)-
2,5diphenyltetrazolium bromide (MTT) (Sigma-Aldrich®) em células L929 3 x 10*
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células/poco e para HCAT 4 x 10% células/pogo semeadas em placas de 96 pocos. O
ensaio foi realizado como descrito por Mosmann (1983). Apos 24 horas, o meio de
cultura foi removido e substituido por meio fresco, e cada linhagem celular foi exposta
ao tratamento com 6leo essencial de C. martinii nas concentracdes de 2,5; 5 e 10

mg/mL.

4.13 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos estudos microbioldgicos foram submetidos a andlise de
variancia ANOVA de uma via seguido do teste de Dunnett com intervalo de confiangca
de 95%. Os ensaios estatisticos foram realizados no programa GraphPad Prism 8

(GraphPad Software, INC). Os experimentos foram realizados em triplicata.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da analise do 6leo (tabela 1), foram encontrados 10 compostos, sendo
o geraniol (83,8%) e o acetato de geranila (8,7%) os compostos predominantes. De
acordo com a literatura, a porcentagem de geraniol varia entre 65 e 84,1%, sendo, em
média, 77,7%, enquanto a de acetato de geranila € cerca de 12% (DUBEY;
MALLAVARAPU; LUTHRA, 2000; RAO, 2001; PRASHAR et al., 2003; RAO et al.,
2005; MARINKOVIC et al., 2020). Os resultados obtidos corroboram com os dados
fornecidos pelo fabricante, onde a porcentagem de geraniol é de 82% e a de acetato

de geranila é de 9%.

Tabela 1 — Resultados da analise qualitativa dos compostos por cromatografia gasosa acoplado a
espectrometro de massa e da analise do perfil dos componentes do 6leo essencial de C. martinii

Composto TR IRE IRL %
ni 9,54 1034 - 0,32
cis-beta-ocimeno 9,76 1044 1040 0,12
trans-beta-ocimeno 9,96 1053 1050 1,17
Linalol 13,23 1103 1098 1,94
Geraniol 23,37 1258 1255 83,81
Geranial 24,60 1267 1270 0,57
Acetato de geranila 30,96 1383 1383 8,70
beta-cariofileno 32,02 1400 1418 2,31
Oxido de cariofileno 42,01 1578 1581 0,19

Caproato de geranila 46,50 1781 1756 0,86
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Analise qualitativa e quantitativa dos compostos por GC-MS. TR: tempo de retencdo em minutos. IRE:
indice de retencéo experimental. IRL: indice de retencéo literatura.

As propriedades antimicrobianas do C. martinii se devem, principalmente ao
geraniol. A atividade desse composto causa um extravasamento de ions K* e Mg?*,
devido a sua caracteristica apolar, rompendo a membrana celular do microrganismo,
tornando-o, inclusive, mais permeével a outros compostos, como antibiéticos. Além
disso, este composto induz ao estresse osmotico e danos ao DNA (PRASHAR et al.,
2003; GAONKAR; AVTI; HEGDE, 2018; MACZKA; WINSKA; GRABARCZYK, 2020).

No teste de disco difusédo (tabela 2), o microrganismo mais sensivel ao 6leo
essencial foi a E. coli. Em geral, os halos de inibicdo na literatura para S. aureus séo
similares aos encontrados no presente estudo (MILLEZI et al., 2016, 2020).

Em um estudo de Pontes et al. (2018), foi demonstrado que o Oleo de
Cymbopogon nardus, que também é rico em geraniol (cerca de 33% de sua
composicao), tem halos de inibicdo similares para E. faecalis (13 mm). Neste mesmo
estudo, o halo de inibicdo do geraniol foi de 19 mm para S. aureus, 11 mm para E.

faecalis e 15 mm para E. coli, sendo medi¢cées mais proximas ao C. martinii.

Tabela 2 — Resultados do ensaio de disco-difusao

Tamanho do Halo (média) +

Microrganismo Cepa/lsolado
DP
E. coli 25922 22mmz=1
E. faecalis 51299 95mm 0,5
S. aureus 29213 12,5mm = 0,5
S. aureus IC 39 10,5mm = 0,5
S. aureus IC 92 11mm=+1
S. mutans 25175 13,5mm = 0,5

Para todos os microrganismos, os valores de CIM e CBM foram iguais, como
demonstrado na tabela 3, ocorrendo a menor concentracdo inibitéria em E. coli e S.
aureus (29213 e IC 92), ambas 5 mg/mL.

Ha diversas variacdes de CIM e CBM na literatura, isso provavelmente se deve
as diferentes concentracdes de geraniol encontradas nos 0Oleos essenciais. Foram
encontrados valores de 0,25 mg/mL a 2 mg/mL de CIM e valores de CBM que variam
de 1 a 2 mg/mL para S. aureus (SCHERER et al. 2009; MARINKOVIC et al., 2020;
PIASECKI et al., 2021).



Tabela 3 — Resultados de CIM e CBM

29

Microrganismo Cepallsolado CIM (mg/mL) CBM (mg/mL)
E. coli 25922 5 5
E. faecalis 51299 20 20
S. aureus 29213 5 5
S. aureus IC 39 10 10
S. aureus IC 92 5 5
S. mutans 25175 2,5 2,5

A partir do teste de destruicao do biofilme (figura 3), foi observado que o Oleo

de Palmarosa, em sua menor concentragao reduz em 62,1 % o biofilme de S. aureus

(29213), e sua maior reducédo ocorre na concentracdo de 10 mg/mL (71%). Em E. coli

a destruicao € de cerca de 54% para todas as concentracdes do 6leo. A maior reducao

ocorreu em S. aureus IC 92, onde houve uma diminuicdo de 80% do biofilme em sua

maior concentracdo e 70,6% em sua menor concentracao. Enquanto a menor reducao

ocorreu em S. mutans, havendo uma destruicdo de apenas 39% do biofilme em sua

menor concentracdo. Para E. faecalis, na menor concentracéo testada, a reducéo foi

de 72%, e, para o0 IC 39 de S. aureus, a maior reducao foi de 64,6% na concentracao

de 20mg/mL.

Figura 3 — Destruicdo do biofilme formado de E. coli, E. faecalis, S. aureus (29213,1C39eIC92) e S.
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Quantificacdo da biomassa do biofilme apés destruicdo com Cymbopogon martinii. Dados expressos
em média + desvio padrdo. Analise de variancia ANOVA one-way seguido pelo teste Tukey
considerando estatisticamente significantes quando p<0,5 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***) e p<0,0001
(****) comparando ao controle positivo (C+). C-: controle negativo.

Na inibicdo da formacéo do biofilme (figura 4), a E. coli demonstrou reducéo de
61,5% em sua menor concentracdo. A maior reducao ocorreu no IC 39 de S. aureus,
onde, na concentracdo de 5 mg/mL, foi de 81,6%, para a cepa ATCC a reducéo foi de
71% em 2,5mg/mL, nesta mesma concentracao, a reducdo do IC 92 foi de 74%. E.
faecalis e S. mutans foram o0s microrganismos que apresentaram as menores

reducoes, sendo de 46% e 20%, respectivamente.
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Figura 4 — Resultados da inibicdo da formag&o do biofilme de E. coli, E. faecalis, S. aureus (29213, IC
39 eIC 92) e S. mutans.
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Quantificagdo da biomassa do biofilme apdés inibicdo com Cymbopogon martinii. Dados expressos em
média + desvio padrdo. Andlise de variancia ANOVA one-way seguido pelo teste Tukey considerando
estatisticamente significantes quando p<0,5 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***) e p<0,0001 (****) comparando
com o controle positivo (C+). C-: controle negativo.

A partir dos testes acima, foi observada uma acao mais significativa do 6leo
essencial de C. martiniiem S. aureus (ATCC 29213), portanto, os demais testes foram
realizados apenas com este microrganismo. Isto provavelmente se deve a potencial
atividade do geraniol em bactérias Gram positivas (GALLUCCI et al., 2009).

ApoGs a realizacdo da quantificacdo de células viaveis no biofilme (figura 5), foi
observado que em todas as concentracdes houve reducao significativa no nimero de
unidades formadoras de colonias, sendo maior na concentragdo de 20mg/mL, que foi
de 60%.

Em um estudo utilizando outra espécie do género Cymbopogon (C. flexuosus),
cujos principais componentes sao geranial (41%) e nerol (33%), houve reducéo
significativa em S. aureus na concentracao de 0,78% (COSTA; MOURA; MILLEZI,
2019).

Figura 5 — Resultado da quantificac@o de células vidveis no biofilme de S. aureus apds tratamento
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Quantificagcdo de células viaveis no biofilme de S. aureus apos tratamento com Cymbopogon martinii.
Dados expressos em média + desvio padrdo. Andlise de variancia ANOVA one-way seguido pelo teste
Tukey considerando estatisticamente significantes quando p<0,5 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***) e
p<0,0001 (****). C+: controle positivo.
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Na cinética de atividade em biofilme formado (figura 6), houve uma diminuicdo
significativa do biofilme em 6 horas em todas as concentracdes, se tornando estavel
apos 12 horas nas maiores concentragdes.

Figura 6 — Resultado da cinética de atividade em biofilme formado de S. aureus
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Cinética de atividade em biofilme formado. Dados expressos em média + desvio padrdo. C-: controle
negativo. C+: controle positivo.

Para avaliacdo do perfil de seguranca do Oleo essencial foram utilizadas
diferentes linhagens celulares, de modo que foi possivel verificar o efeito do 6leo para
diferentes aplicacoes.

A partir dos resultados de cito-genotoxicidade (figuras 7 e 8), pode ser
observada uma atividade citotoxica do 6leo de C. martini tanto para PBMCs quanto
para fibroblastos e queratindcitos. Exceto no ensaio de 6xido nitrico, onde ndo houve
alteracao significativa.

O efeito cito e genotdxico do geraniol foi testado individualmente por Queiroz
et al. (2017). O ensaio de MTT foi realizado utilizando PMCs e células de hepatoma
humano (HepG2), e apontou que ndo houve toxicidade, porém, ressalta que em
concentragcfes acima de 100 pg/mL foram observados efeitos citotdxicos.

No estudo de Sinha et al. (2014), foram utilizados linfécitos humanos para
avaliacdo de cito e genotoxicidade do 6leo de Palmarosa. Apos o ensaio de MTT, foi

visto que na concentragcdo de 1000 pg/mL nao houve reducéo significativa na
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viabilidade celular, corroborando com o estudo de Marinkovi¢ et al. (2020), que
demonstrou que em baixas concentracdes, 0 6leo essencial ndo diminui de forma
significativa a viabilidade celular. Neste estudo, onde também foi realizado o ensaio
de MTT, mas em fibroblastos fetais humanos (MRC-5), e houve reducéo de 40% na
viabilidade celular na concentracao de 0,12 mg/mL. Neste mesmo estudo, apesar das
demais concentracbes apresentarem uma maior toxicidade, foram préximas ao
controle (TAP — metronidazol, ciprofloxacin e minociclina). Em outro estudo, foi
demonstrado que C. martinii em baixas concentragdes (0,1 — 10 pg/mL) néo reduz a
viabilidade de mondcitos (ANDRADE et al., 2014).

Figura 7 — Resultados dos ensaios de MTT, 6xido nitrico (ON), 2,7-diacetato de diclorofluoresceina
(DCFH-DA) e picogreen (PG).
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Ensaios de cito-genotoxicidade com diferentes concentracdes do 6leo essencial de Cymbopogon
martinii. Dados expressos em média + desvio padrdo. Analise de variancia ANOVA one-way seguido
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pelo teste Tukey considerando estatisticamente significantes quando p<0,5 (*), p<0,01 (**), p<0,001
(***) e p<0,0001 (****) comparando com o controle negativo (C-). C+: controle positivo.

Apesar da grande diminuicdo na viabilidade celular em queratinécitos e
fibroblastos, ainda foi menor que a reducao com H»O- (Figura 8).

No estudo de Singulani et al. (2018), onde foi realizada a avaliagdo da
genotoxicidade do geraniol em embrides de peixe-zebra, foi relatado um efeito toxico

e em altas concentracdes houve inducdo a deformidade e morte dos embrides.

Figura 8 — Resultados do ensaio de MTT com as linhagens L929 e HCAT.
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Ensaio de MTT com diferentes concentracdes do 0Oleo essencial de Cymbopogon martinii. Dados
expressos em média + desvio padrao. Analise de variancia ANOVA one-way seguido pelo teste Tukey
considerando estatisticamente significantes quando p<0,5 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***) e p<0,0001
(****) comparando com o controle positivo (C+).

Vérios estudos sugerem o uso de nanoparticulas para contornar algumas
caracteristicas do geraniol, como volatilidade e sua natureza hidrofobica,
principalmente no seu uso na industria cosmética e alimenticia, portanto pode,
também, ser uma alternativa para diminuir a sua toxicidade no seu uso como
antimicrobiano (BALTA et al., 2017; MACZKA; WINSKA; GRABARCZYK, 2020; NEE
et al., 2018). O uso de nanoparticulas pode ser uma alternativa para diminuir a
concentracdo do 6leo essencial diminuindo, assim, a sua toxicidade (KAMOU et al.,
2022).
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6 CONCLUSAO

e ApOs a caracterizacdo do 6leo essencial do 6leo de C. martinii, foi observada
uma alta concentragdo de geraniol, 83,8%, que apresenta efeito
antimicrobiano;

e De acordo com os resultados de disco-difusao, CIM e CBM pode-se concluir
que o 6leo de Palmarosa possui efeito antimicrobiano, principalmente em
bactérias Gram positivas (E. faecalis, S. aureus e S. mutans);

e A partir da andlise dos resultados de destruicao e inibicdo do biofilme, cinética
de atividade e quantificacdo de células viaveis, € possivel verificar que ha
capacidade de destruigéo de biofilme nas bactérias testadas, principalmente S.
aureus;

e A avaliacdo da seguranca de uso demonstrou toxicidade nas concentracdes
testadas;

e Mais estudos devem ser realizados para avaliar se 0 uso de nanoparticulas

reduz a concentracao de 6leo utilizada, levando a diminuicdo da citotoxicidade.
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