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Chemical Composition and Biological Activities of the Essential Oils from the Fresh
Leaves of Citrus limonia Osbeck and Citrus latifolia Tanaka (Rutaceae)

Abstract: This study aimed at determining, for the first time, the chemical composition of the essential oils from fresh leaves of
Citrus limonia and Citrus latifolia and evaluating its in vitro antibacterial, trypanocidal, leishmanicidal and cytotoxic effects. The
essential oils from fresh leaves of C. latifolia and C. limonia were extracted by hydro distillation and analyzed by GC-MS. The oil
yield was 0.8% for C. latifolia and 0.5% for C. limonia, whereas 17 and 18 chemical components were identified for C. latifolia and
for C. limonia, respectively. Major components were limonene (46.3 %), nerol (10.0 %) and 1,8-cineole (13.4 %). In vitro
antibacterial activity was evaluated against the bacteria Streptococcus mitis, Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis,
Streptococcus sobrinus and Bacteroides fragilis by the broth dilution method. Protozoa of the Trypanosomatidae family cause
neglected tropical diseases, such as trypanosomiasis, whose treatment has depended on few available drugs. Therefore, the
essential oils from fresh leaves of C. limonia and C. latifolia were also evaluated against the Y strain of Trypanosoma cruzi
trypomastigotes, resulting in 1Cso = 88.2 pg/mL and 51.7 ug/mL, respectively. Regarding the evaluation of the cytotoxic activity
against fibroblasts LLCMK; line, the essential oil from C. limonia (CCso = 422.9 pg/mL) and C. latifolia (CCso = 502.9 pg/mL) showed
moderate cytotoxicity. The leishmanicidal activity of the essential oils from fresh leaves of C. limonia and C. latifolia were
evaluated against promastigote forms of Leishmania amazonensis, resulting in ICsp = 2.63 pg/mL and 2.03 ug/mL, respectively.
Thus, the essential oils from fresh leaves of Citrus limonia and Citrus latifolia had moderate antibacterial and trypanocidal
activities and significant leishmanicidal activity.

Keywords: Citrus limonia; Citrus latifolia; sesquiterpenes; antibacterial activity, Trypanosoma cruzi; Leishmania amazonensis;
cytotoxicity.

Resumo

O objetivo deste estudo foi determinar pela primeira vez a composigdo quimica dos éleos essenciais das folhas frescas de Citrus
limonia e Citrus latifolia e avaliar seus efeitos: antibacteriano, tripanocida, leishmanicida e citotdxico in vitro. Os éleos essenciais
das folhas frescas de C. latifolia e C. limonia foram obtidos por hidrodestilagdo e analisados por CG-EM. O rendimento do dleo foi
de 0,8% para C. latifolia e 0,5% para C. limonia, sendo identificados 17 constituintes quimicos para C. latifolia e 18 constituintes
quimicos para C. limonia. Os componentes principais foram limoneno (46,3%), nerol (10,0%) e 1,8-cineole (13,4%). Foi avaliada a
atividade antibacteriana in vitro frente as bactérias Streptococcus mitis, Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis,
Streptococcus sobrinus e Bacteroides fragilis pelo método de diluigdo em caldo. Protozoarios da familia tripanossomatidea causam
doengas tropicais negligenciadas como a tripanossomiase, para as quais estdo disponiveis poucos medicamentos. Neste contexto,
os oleos essenciais das folhas frescas de C. limonia e C. latifolia foram avaliados frente as formas tripomastigotas da cepa Y de
Trypanosoma cruzi, apresentando valores de Cls, = 88,2 ug/mL e 51,7 pg/mL, respectivamente. Quando avaliada a atividade
citotdxica frente a fibroblastos da linhagem LLCMK;, os 6leos essenciais de C. limonia (CCso = 422,9 pg/mL) e C. latifolia (CCso =
502,9 ug/mL) apresentaram moderada citotoxicidade. A atividade leishmanicida dos dleos essenciais das folhas frescas de C.
limonia e C. latifolia foi avaliada frente as formas promastigotas de Leishmania amazonensis, apresentando valores de Clso = 2,63
ug/mL e 2,03 pug/mL, respectivamente. Estes resultados demonstram que os 6leos essenciais das folhas frescas de Citrus limonia e
Citrus latifolia apresentaram moderada atividade antibacteriana e tripanocida e expressiva atividade leishmanicida.

Palavras-chave: Citrus limonia; Citrus latifolia; sesquiterpenos; atividade antibacteriana; Trypanosoma cruzi; Leishmania
amazonensis; citotoxicidade.
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1. Introdugao

A familia Rutaceae apresenta 150 géneros
e 1.500 espécies, distribuidas em regides
tropicais, subtropicais e temperadas do
mundo, sendo mais abundante na América
tropical, Sul da Africa e Austrélia. No Brasil, a
familia estd representada por
aproximadamente 29 géneros e 182 espécies,
com algumas de importancia medicinal,
ecoldgica e econdmica.’

HO

Vo

As espécies do género Citrus sdo ricas em
flavonoides, dleos volateis, cumarinas e
pectinas. Estudos anteriores demonstraram
gue o 6leo volatil da casca do fruto de Citrus
aurantium apresenta atividade sedativa e
hipnética, ao contrario do extrato etandlico
das folhas, que ndo apresenta estas
atividades. O suco dos frutos de C. aurantium
exibiu também atividade antimicrobiana in
vitro e, devido a presenca da p-sinefrina
(Figura 1), produziu reducdo do consumo de
alimento e do ganho de massa corporal e
reduziu a pressdo portal em ratos.’

OH H

Figura 1. Estrutura da p-sinefrina

O presente trabalho aborda o estudo de
Oleos essenciais (OEs) que podem ser
extraidos de plantas através da técnica de
arraste a vapor, por hidrodestilacdo
utilizando o aparato clevenger e também
pela prensagem do pericarpo de frutos
citricos, que no Brasil dominam o mercado de
exportacdo. Estes Oleos sdo compostos
principalmente de mono e sesquiterpenos e
de fenilpropanoides, metabdlitos que
conferem suas caracteristicas
organolépticas.’

Em especial, os dleos citricos sdo muito
versateis e sdo principalmente utilizados
como aromatizantes em bebidas, sabonetes,
cosméticos, produtos domésticos entre
outros. Esses Oleos sdo também bastante
usados em tratamentos médicos e sdo
conhecidos  por  exibir  propriedades
antimicrobianas, como antifdngica,
antibacteriana, antiviral e antiparasita'\ria.4

A espécie Citrus latifolia Tanaka (limao
tahiti) é um fruto de origem tropical, de
exploragdo  econ6mica relevante. Os
principais produtores sdo o México, EUA
(Flérida), Egito, india, Peru e Brasil. No Brasil
destaca-se o Estado de Sdo Paulo que é o

maior  produtor deste fruto, tendo
participacdo em 81,3% da producdo, seguido
por Rio de Janeiro e Bahia, com 3,9% e 2,7%,
respectivamente.’

7

A espécie Citrus limonia Osbeck, é
conhecida como limdo china ou limdo rosa
sendo extensamente cultivado em pomares e
viveiros, pois induz a maturagao precoce das
frutas, proporcionando melhores precos no
inicio da safra, além de ser utilizado como
porta-enxerto.’

Derivados de plantas como extratos
vegetais, Oleos essenciais, e compostos
puros, ja foram avaliados em relagdo aos seus
efeitos antimicrobianos contra agentes
patogénicos orais como Streptococcus mitis,
Streptococcus mutans, Streptococcus
sanguinis, Streptococcus sobrinus e
Bacteroides fragilis. Estes derivados tém
atraido o interesse de grupos de pesquisa,
uma vez que podem ser empregados no
desenvolvimento de novas solug¢bes para
enxague bucal utilizado na higiene oral. No
entanto, relatos sobre a atividade
antimicrobiana de produtos naturais contra
patégenos bucais ainda sdo escassos.’
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As doengas tropicais negligenciadas sao
um grupo de 17 doencgas consideradas
infeccBes cronicas comuns em pessoas mais
carentes, de paises menos desenvolvidos.®
Neste cendrio, destaca-se a doengca de
Chagas, que é causada pelo protozodrio
Trypanosoma cruzi e que atualmente, conta
apenas com, a quimioterapia como forma de
tratamento especifico disponivel para esta
doenga, sendo benzonidazol o medicamento
utilizado.’

A leishmaniose é outra doenca infecciosa
ndo contagiosa, causada por protozoarios do
género Leishmania e que afeta mais de 12
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milhGes de pessoas mundialmente. O
tratamento é feito a base de antimoniais
pentavalentes, anfotericina B e
pentamidinas, as quais sao tdxicas, de custo
elevado, dificil administracdo e podem gerar
resisténcia do parasito.™

O objetivo deste trabalho foi determinar
pela primeira vez a composicdo quimica dos
Oleos essenciais das folhas frescas de duas
espécies de Citrus ocorrentes no sudoeste
goiano, Citrus latifolia e Citrus limonia (Figura
2), e avaliar seu efeito antibacteriano,
tripanocida, leishmanicida e citotéxico in
vitro.

Figura 2. Folhas, flor e frutos de Citrus latifolia (A). Folhas, flores e frutos de Citrus limonia (B)

2. Parte Experimental

2.1. Materiais vegetais

As folhas frescas de C. latifolia e C. limonia
foram coletadas na regido de Rio Verde-GO
em agosto de 2015. Os materiais vegetais
foram identificados e uma amostra
depositada no Herbario Jataiense Professor
Germano Guarin Neto sob os registros n° HJ
7521 e HJ 7522, respectivamente.

2.2. ExtragOes dos oleos essenciais

As folhas frescas foram reduzidas em
moinho de facas e submetidas as extragdes
dos Odleos essenciais pelo método de
hidrodestilacdo em aparelho do tipo
clevenger, por um periodo de 2 horas a partir
da ebulicio.”* Em seguida, o hidrolato foi
submetido a particdo liquido-liquido em funil
de separacdo. Foram realizadas trés lavagens
do hidrolato com trés por¢ées de 10 mL de
diclorometano. Os éleos essenciais extraidos
foram secos com sulfato de sédio anidro,
acondicionados em pequenos frascos de
vidro ambar e mantidos sob refrigeracao até
a realizacdo dos ensaios bioldgicos.
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2.3. Andlises dos 6leos essenciais

Os oleos essenciais foram diluidos em
hexano e submetidos a anadlise em
cromatégrafo em fase gasosa modelo QP-
5000 da Shimadzu® com detector por
espectrometria de massas (CG-EM). A analise
foi realizada com coluna capilar de silica
fundida, modelo DB-5 (30 m de comprimento
x 0,25 mm de diametro interno x 0,25 um de
espessura de filme) da Shimadzu®, sendo
utilizado como gas de arraste hélio (He) em
fluxo de 1,0 mL/min. A inje¢cdo em modo Split
1:20 foi realizada com injetor a 240 °C. A
temperatura do detector foi de 270 °C e o
forno de 60 a 180 °C a 3 °C/min. Para a
deteccdo foi aplicada a técnica de impacto
eletrénico a 70 eV. Foram realizadas trés
repeticbes para o0s Oleos essenciais
analisados.

2.4. Identificagdo dos constituintes dos
Gleos essenciais

A determinagcdo da composicdo quimica
dos 6leos essenciais foi realizada através dos
espectros de massas, obtidos por CG-EM. Os
compostos volateis foram identificados por
comparacdo dos tempos de retencdo obtidos
com os tempos de retencdo de
hidrocarbonetos lineares (série homéloga de
C10-Cy) que foram coinjetados com a
amostra. Os indices de retengdo e os
espectros de massas foram comparados com
dados das espectrotecas Wiley e Nist e da
literatura."

2.5. Atividade antibacteriana

As cepas testadas foram obtidas junto a
American Type Culture Collection (ATCC,
RockvilleMD, EUA). Os micro-organismos
usados na avaliagdo da  atividade
antibacteriana do 6leo essencial das folhas
frescas de C. latifolia e C. limonia foram:
Streptococcus mitis (ATCC 49456),
Streptococcus  mutans  (ATCC  25175),

Vo

Streptococcus  sanguinis  (ATCC  10556),
Streptococcus sobrinus (ATCC 33478) e
Bacteroides fragilis (ATCC 25285).

Os valores de concentragdao inibitoria
minima (CIM) do odleo essencial foram
determinados em triplicata pelo método de
microdiluicdo, em microplacas com 96 pogos
(TPP, EUA).® As amostras foram dissolvidas
em dimetilsulféoxido (DMSO, Synth, Sao
Paulo, Brasil; 8000 pg/mL), diluidas em caldo
de soja triptica (Difco, Detroit, MI, EUA) para
bactérias aerdbias e Schaedler Caldo (Difco),
suplementado com hemina (5,0 ug/mL) e
vitamina K (10,0 pg/mL) para as bactérias
anaerdbias, com a finalidade de atingir
concentragdes variando de 400 a 12,5 pg/mL.
A concentragdo de DMSO final foi de 4%
(v/v), e esta solucdo foi usada como um
controle negativo. O indculo foi ajustado para
cada organismo a fim de se obter uma
concentragdo de células de 5 x 10° unidades
formadoras de col6nias por mL, de acordo
com o National Committee for Clinical
Laboratory Standard (NCCLS).** O dicloridrato
de clorexidina (DCC, Sigma, Poole, Dorset,
Reino Unido) foi utilizado como controle
positivo, e as concentragdes variaram de
0,0115 pg/mL a 5,9 pg/mL. Foram realizados
os controles de esterilidade dos caldos TSB e
SCHAEDLER, esterilidade do dicloridrato de
clorexidina, esterilidade da amostra, controle
da cultura (indculo) e o controle do DMSO. As
microplacas (96 pogos) com o0s micro-
organismos aerdbios foram fechadas com um
vedante de placa estéril e incubadas
aerobicamente a 37 °C durante 24 h. Os
micro-organismos anaerdbios foram
fechados com um vedante de placa estéril e
incubados de 48 a 72 horas numa camara
anaerdbia (Don Whitley Scientific, Bradford,
Reino Unido), a 37 °C, com 5 % a 10 % de H,,
10 % de CO, e 80 % a 85 % de N,. Logo
depois, resazurina (Sigma, 30 uL) em solucdo
aquosa (0,01 %) foi adicionada para indicar
viabilidade de micro-organismos. Os valores
de CIM foram determinados a partir da
concentracdo mais baixa de dleo essencial,
capaz de inibir o crescimento de micro-
organismos.
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2.6. Atividade tripanocida

Foi utilizada a cepa Y de Trypanosoma
cruzi, constituida por formas tripomastigotas
delgadas.” Esta cepa vem sendo mantida no
Biotério da Universidade de Franca, através
de repiques sucessivos em camundongos
Swiss, por punc¢do cardiaca no dia do pico
parasitémico (72 dia da infeccdo).
Procedimento aprovado pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo
Animal do Comité de Etica da Universidade
de Franca sob o protocolo nimero 010/14.

O ensaio foi realizado utilizando-se sangue
de camundongos albinos infectados, obtido
por puncdo cardiaca no pico parasitémico (7°
dia da infeccdo). O sangue infectado foi
diluido com solucao fisiolégica de forma a se
obter uma concentracgao final de sangue com
10° formas tripomastigotas/mL.

As amostras dos 6leos essenciais foram
diluidas em DMSO e aliquotas desta solucdo
estoque foram adicionadas ao sangue
infectado na placa de microtitulacdo (96
pocos), totalizando um volume de 200 pL.

Para a realizacdo do ensaio tripanocida,
as amostras foram avaliadas em triplicata nas
concentragdes de 200, 100, 50, 25 e 12,5
pg/mL. Como controles foram utilizados: (1)
Controle positivo: benzonidazol; (2) Controle
negativo: 0,5% de DMSO.

A microplaca foi incubada a 4°C por 24
horas, sendo que apds este periodo, a
atividade foi verificada quantitativamente,
através da contagem das formas
tripomastigotas, de acordo com a técnica ja
descrita na literatura™ e a determinagdo da
porcentagem de lise parasitdria foi realizada
através da comparagdo com o grupo de
controle sem tratamento.

2.7. Atividade citotoxica

Fibroblastos da linhagem LLCMK, foram
cultivados em meio Roswell Park Memorial
Institute (RPMI-Gibco) 1640, suplementado

Estevam, E. B. B. et al.

com 10% de soro bovino fetal inativado (100
mL de soro) com 2,5 mL de estreptomicina e
2,5 mL de penicilina, em garrafas de cultura a
37°C em ambiente a 5% de CO, com
umidade de 95%. O meio de cultura com as
células foi transferido para um tubo falcon
estéril e centrifugado (1500 rpm a 42C por 15
minutos). Apdés a centrifugacdo o
sobrenadante foi descartado e 1 mL de RPMI
foi acrescentado para atingir a concentragao
final de 10° fibroblastos da linhagem
LLCMK,/mL. Foi realizado um novo cultivo
por 24 horas em estufa de CO,, e em seguida
foi feita a leitura das placas em leitor de
ELISA a 517 nm, através da técnica
colorimétrica pelo MTT. Para a realizacdo do
ensaio de citotoxicidade, as amostras foram
avaliadas nas concentracées de 400, 200,
100, 50, 25, 12,5 e 6,25 pg/mL em triplicata.
Como controle positivo foi utilizado DMSO
25% (Sigma’) e controle negativo DMSO
(Sigma®) a 0,5%. Os ensaios foram realizados
em triplicata, e os resultados foram
expressos como concentragao citotéxica 50%
(CCso), calculada pela estatistica sigmoide,
método de curva de concentragdo-resposta
utilizando o GraphPad Prism (GraphPad
Software Corporation, versdo 5.0).

2.8. Atividade leishmanicida

Para avaliagdo da atividade leishmanicida,
as formas promastigotas de L. amazonensis
(MHOM/BR/PHS8) foram mantidas em meio
de cultura RPMI 164 (Gibco) suplementado
com 10% de soro fetal bovino.
Posteriormente, cerca de 1x10° parasitos
foram distribuidos em placas de 96 pogos e
os Oleos essenciais foram previamente
dissolvidos em DMSO (Synth) e adicionados
as culturas nas concentracbes de 3,12 a 50
pug/mL. Anfotericina B foi adicionada nas
culturas nas concentra¢des de 0,19 a 3,12
pug/mL. As culturas foram incubadas a 25°C
em estufa BOD (Quimis) por 24h e a atividade
leishmanicida foi determinada pela inibicdo
do crescimento das formas promastigotas
pela contagem em cadmara de Neubauer
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(Global Glass — Porto Alegre, BR) do numero
total de promastigotas vivas, levando-se em
consideracdo a motilidade flagelar. Como
controle negativo foi utilizado meio RPMI
1640 (Gibco) contendo 0,1 % de DMSO
(Synth) e como controle positivo foi utilizado
Anfotericina B (Eurofarma — S3o Paulo, BR) na
concentracdo de 1 pg/mL. Os resultados
foram expressos como a média da
porcentagem de lise em relagdo ao controle
negativo (0,1% DMSO). Foram realizados dois
experimentos em triplicata. Os valores de
concentracdo inibitéria 50% (Cls,) foram
determinados por meio de curvas de
regressao nao-linear utilizando o software
GraphPad Prism versdao 5.0 para Windows
(GraphPad software, USA).

3. Resultados e Discussao

As extracGes dos 6leos essenciais das
folhas frescas de Citrus latifolia e Citrus
limonia forneceram rendimentos de 0,8% e
0,5%, respectivamente. Por CG-EM foram
identificados 17 constituintes quimicos no
6leo essencial de C. latifolia (total de 82,2%)
e 18 constituintes quimicos para C. limonia
(total de 91,9%). Os componentes
identificados, indices de retengdo e
porcentagem relativa (%) estdo apresentados
na Tabela 1. Os componentes majoritarios
foram limoneno (1) (46,3%), nerol (2) (10,0%)
e 1,8-cineol (3) (13,4%) (Figura 3).

A atividade antibacteriana dos dleos
essenciais das folhas frescas de C. latifolia e

J
X

@
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C. limonia foi determinada com a finalidade
de se verificar sua atividade frente a alguns
micro-organismos anaerdbicos e aerdbicos
orais (Tabela 2).

Os oleos essenciais estudados
apresentaram moderada atividade inibitéria
frente a todas as bactérias testadas. E
reportado na literatura’’ que amostras que
exibiram valores de CIM inferiores a 100
pug/mL tiveram atividade antibacteriana
considerada boa; de 100 a 500 pg/mL
moderada; de 500 a 1000 pg/mL fraca e
acima de 1000 pg/mL inativa.

Varios mecanismos sdo propostos para
explicar a atividade antimicrobiana dos éleos
essenciais. Entende-se que a inibicdo do
crescimento microbiano pela acdo de o6leos
essenciais é devida ao dano direto causado a
integridade da membrana celular pelos
componentes lipofilicos do éleo essencial, o
que afeta diretamente a manutencao do pH
celular e o equilibrio de ions inorganicos. De
acordo com a literatura, os efeitos inibitorios
dos dleos essenciais sdo consistentes com a
acdo dos constituintes monoterpénicos e
sesquiterpénicos na membrana celular, e que

o dano causado a membrana produz
diferentes efeitos em diferentes micro-
organismos.lg"20

De acordo com a tabela 2, verificou-se

atividade inibitdria em menores
concentragoes contra as bactérias
Streptococcus mutans ATCC 25175,
Streptococcus  mitis  ATCC 49456 e
Streptococcus  sanguinis  ATCC  10556.

X
3
| oH
2) 3)

Figura 3. Estruturas quimicas dos trés constituintes majoritarios identificados no dleo essencial
das folhas frescas de Citrus limonia e Citrus latifolia. (1) Limoneno, (2) Nerol e (3) 1,8-Cineol
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Tabela 1. Composi¢do quimica dos 6leos essenciais das folhas frescas de Citrus latifolia e
Citrus limonia

IR Area (%)
Compostos Literatura Calculado C. latifolia C. limonia
Hex-3-en-1-ol 859 852 0.8 -
Mirceno 990 977 - 0,8
Limoneno 1029 1028 46,3 40,0
Nerol 1361 1367 10,0 6,8
1,8-Cineol 1031 1030 4,1 13,4
(trans)-Oxido de limoneno 1142 1137 2,8 3,0
Oxido de cariofileno 1583 1586 2,4 6,9
Geraniol 1267 1274 2,2 3,4
Acetato de geranila 1381 1385 2,2 -
Carvona 1243 1246 1,9 -
Neral 1238 1243 1,9 3,9
B-Citronellol 1225 1230 1,8 -
Lonalool 1096 1100 1,2 2,9
(cis)-Oxido de limoneno 1136 1133 1,2 -
Citronellal 1153 1153 1,2 -
(trans)-Oxido de Linalool 1086 1088 0,7 -
(cis)-Oxido de Linalool
(piranoide) 1074 1071 0,8 -
(cis)-Oxido de Linalool
(furanoide) 1072 1073 - 1,2
o-Terpineol 1188 1191 0,7 -
p-Cimeno 1024 1024 - 0,7
Sabineno 1070 1067 - 0,3
Isopulegol 1159 1156 - 1,7
Pinocarvona 1164 1163 - 0,7
a-Terpineol 1188 1192 - 2,3
(trans)-Carveol 1216 1220 - 1,7
(4E)-Decen-1-ol 1262 1260 - 1,0
Citronelal 1273 1276 - 1,2
Total (%) 82,2 91,9

IR: indice de retenc¢do determinado em coluna DB-5

Tabela 2. Efeito inibidor dos dleos essenciais das folhas frescas de C. latifolia e C. limonia
frente a bactérias aerdbias e anaerdbias

Micro-organismos Ccim cim cim
C. latifolia  C. limonia  DCC
Streptococcus mutans® (ATCC 25175) 100 200 0,922
S. mitis® (ATCC 49456) 200 100 1,844
Aerdbios S. sanguinis® (ATCC 10556) 100 400 0,922
S. sobrinus® (ATCC 33478) 400 400 0,922
Anaerébio  Bacteroides fragilis® (ATCC 25285) 400 400 0,737

®Bactéria gram-positiva; "Bactéria gram-negativa; CIM: Concentrac3o | Inibitéria Minima (CIM)
— pg/mL; DCC: Dicloridrato de clorexidina (controle positivo).
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Os Oleos essenciais estudados
apresentaram moderada atividade inibitéria
frente a todas as bactérias testadas. E
reportado na literatura’’ que amostras que
exibiram valores de CIM inferiores a 100

Vo

esmalte dos dentes e tecido gengival estando
diretamente ligadas a carie e doengas
periodentais. A placa bacteriana é definida
como um biofilme de micro-organismos,
contidos em matriz organica formada por

pg/mL tiveram atividade antibacteriana  substdncias da saliva e da dieta do
considerada boa; de 100 a 500 ug/mL  hospedeiro e por polimeros bacterianos.”
moderada; de 500 a 1000 pg/mL fraca e , . .

Os Oleos essenciais avaliados

acima de 1000 pg/mL inativa.

Varios mecanismos sdo propostos para
explicar a atividade antimicrobiana dos éleos
essenciais. Entende-se que a inibicdo do
crescimento microbiano pela acao de é6leos
essenciais é devida ao dano direto causado a
integridade da membrana celular pelos
componentes lipofilicos do dleo essencial, o
gue afeta diretamente a manutencdo do pH
celular e o equilibrio de ions inorganicos. De
acordo com a literatura, os efeitos inibitérios
dos dleos essenciais sdao consistentes com a
acdao dos constituintes monoterpénicos e
sesquiterpénicos na membrana celular, e que
o dano causado a membrana produz
diferentes efeitos em diferentes micro-
organismos.ls'20

De acordo com a tabela 2, verificou-se

apresentaram também moderada atividade
frente a Bacteroides fragilis, um género
bacteriano composto por bastonetes Gram
negativos, ndo esporulados, anaerdbios
estritos. B. fragilis é considerado patdgeno
oportunista em humanos, com a capacidade
de causar infeccdes na cavidade peritoneal e
levar a formacdo de abscessos quando ocorre
um trauma, por exemplo, no sitio de
colonizacdo. Em suma, é frequentemente
associado a processos infecciosos, tais como
bacteremias, infeccGes intra-abdominais,
abscessos e infec¢des em tecidos moles.*

Os Oleos essenciais das folhas de C.
limonia e C. latifolia apresentaram ainda
moderada atividade tripanocida quando
testados frente as formas tripomastigotas de
T. cruzi. Observou-se o aumento da lise das

atividade inibitéria em menores formas tripomastigota com o aumento da
concentragoes contra as bactérias concentracdo dos odleos essenciais, com
Streptococcus  mutans ~ ATCC 25175, valores de Cls, de 88,2 pg/mL para o dleo
Streptococcus  mitis ATCC 49456 e essencial de C. limonia e 51,7 pg/mL para o

Streptococcus sanguinis ATCC 10556.

Streptococcus mitis, Streptococcus
mutans, Streptococcus sanguinis e
Streptococcus sobrinus s3ao bactérias que
apresentam  patogenicidade frente ao

Oleo essencial de C. latifolia em 24 horas. No
entanto, o controle positivo benzonidazol
apresentou valor de Clsp = 9,8 ug/mL em 24
horas (Tabela 3).

Tabela 3. Atividade tripanocida dos 6leos essenciais das folhas frescas de C. latifolia e C.

limonia frente a forma tripomastigota de T. cruzi

OEs % de lisexD.P./concentragdo (ug/mL)
200,0 100,0 50,0 25,0 12,5 Cls
(ng/mL)
C. latifdlia 44,844,1 45,5+3,1 12,943,5 4,7+5,1 1,345,0 51,7
C. limonia 53,016,1 34,612,0 49,615,1 0,6+1,1 0+0 88,2

OEs: dleos essenciais; D.P: desvio padrado
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E reportado na literatura que amostras
gue exibiram (Cls; < 10 pg/mL) tiveram
atividade tripanocida considerada altamente
ativa, ativa (Clsy > 10 < 50 pg/mL),
moderadamente ativa (Clsp > 50 < 100 pg/mL)
e inativa (Clso > 100 pg/mL).?

A moderada atividade tripanocida
observada para os o6leos essenciais de C
latifolia e C. limonia pode ser atribuida aos
componentes geranial e neral, que apesar de
ndo serem os constituintes majoritarios nos
dleos essenciais avaliados é provavel que eles
estejam relacionados com os outros
componentes através do comportamento
sinérgico.”*

Este é o primeiro relato sobre a atividade
tripanocida dos 6leos essenciais das folhas de
C. latifolia e C. limonia e apesar dos grandes

Estevam, E. B. B. et al.

avancos alcancados pela medicina moderna
nas Ultimas décadas, as plantas ainda sdo
consideradas muito importantes no que diz
respeito aos cuidados com a saude.”

A avaliagdo da citotoxidade em
fibroblastos, pelo método colorimétrico do
MTT mostrou que os 6leos essenciais das
folhas de C. limonia e C. latifolia
apresentaram moderada citotoxidade, com
CCsp = 422,9 pg/mL observado para o dleo
essencial de C. limonia e CCsy = 502,9 pug/mL
para o 6leo essencial de C. latifolia (Tabela 4),
valores maiores que o controle positivo
utilizado, o benzonidazol (CCs, = 147,3
pg/mL). E descrito na literatura® que quanto
menor o valor do CCs,, mais citotéxico é o
composto avaliado frente a linhagem celular
utilizada.

Tabela 4. Atividade citotdxica dos 6leos essenciais das folhas frescas de C. latifolia e C.
limonia sobre fibroblastos

OEs % células viaveistD.P./concentragdo (ug/mL)
6,25 12,5 25,0 50,0 100,0 200,0 400,0 CCso
C. limonia 95,9+4,0 94,3+5,6 90,3+5,5 73,0+2,6 71,0+2,0 65,8+2,7 58,8%+1,8 422.,9
C. latifolia 1000 100+0 100+0 10040 85,5t4,6 74,8+2,8 62,9134 502,9
Benzonidazol 147,3

OEs: 6leos essenciais; CCsq (ug/mL); D.P: desvio padrio

Os dleos essenciais das folhas frescas de
C. limonia e C. latifolia foram classificados
como moderadamente citotdxicos (CCsy >
100 < 1000 pg/mL) em comparagdo com
dados ja descritos na literatura.® Esta
moderada citoxicidade dos dleos é um
indicador de que a planta pode ser bem
tolerada frente ao sistema bioldgico.
Entretanto, estudos mais detalhados para a
avaliacdo da toxicidade destes 6leos bioativos
empregando-se outros modelos (in vivo) se
fazem necessarios.

Os Oleos essenciais das folhas de C.
limonia e C. latifolia apresentaram
promissora atividade leishmanicida quando
testados frente as formas promastigotas de L.
amazonensis. Observou-se um aumento da
lise dos parasitos também com o aumento da
concentracao dos Oleos essenciais,
apresentando valores de Cls, de 2,63 pg/mL
para o 6leo essencial de C. limonia e Cls, de
2,03 pg/mL para o 6leo essencial de C
latifolia, utilizando como padrdo o
anfotericina B (Clsp = 0,60 pug/mL) (Tabela 5).
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Tabela 5. Atividade leishmanicida dos éleos essenciais das folhas frescas de C. latifolia e C.
limonia frente as formas promastigotas de L. amazonensis

OEs Concentragdes (p1g/mL) £ Desvio Padrio
50,00 25,00 12,50 6,25 3,12 Cls
C. latifdlia 87,17+3,60 78,67+1,51 75,21+8,11 64,26+2,60 55,46+3,02 2,03
C. limonia 100,00 85,15+7,13 70,16+1,55 62,53+2,13 58,06+1,29 2,63

OEs: 6leos essenciais; Clso (Lg/mL)

O potencial leishmanicida de dleos
essenciais tem sido bastante estudado® e os
6leos essenciais das duas espécies de Citrus
apresentaram satisfatorio efeito
leishmanicida e esta atividade pode estar
relacionada a presenca do componente
guimico geraniol, que ja foi avaliado frente a
L. infantum  apresentando  atividade
antiparasitaria significativa.”’ O limoneno,
constituinte majoritario no éleo essencial das
folhas de C. latifolia (46,3%) e C. limonia
(40,0%), também é digno de mencgéo, visto
gue suas atividades antitumoral, antibiodtica e

principalmente antileishmania ja foram
comprovadas biologicamente.®
4. Conclusao

Os resultados do presente trabalho

demostraram que os Oleos essenciais das
folhas frescas de Citrus limonia e Citrus
latifolia apresentaram em sua composi¢ao
quimica uma mistura de mono e
sesquiterpenos, sendo que os constituintes
majoritarios foram o limoneno (46,3 %), nerol
(10,0 %) e 1,8-cineol (13,4 %). Em adigao,
quando os 6leos essenciais foram testados

biologicamente, estes demonstraram
moderada  atividade antibacteriana e
tripanocida e promissora atividade

além de apresentarem-se
moderadamente toxico para as células
LLCMK,. Esses resultados indicam que
moléculas bioativas presentes nos dleos
essenciais das folhas frescas destas duas
espécies de Citrus ocorrentes no sudoeste
goiano podem ser utilizadas como protétipos

leishmanicida,

para o desenvolvimento de novos farmacos
ef/ou como fonte de matérias-primas
farmacéuticas com atividade antimicrobiana,
tripanocida e leishmanicida.
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