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ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO OLEO ESSENCIAL DE Pelargonium graveolens
L’HER. GXAITON (GERANIO) FRENTE A MICRORGANISMOS CAUSADORES
DE INFECCOES DO TRATO URINARIO

Ana Maria Chaves de Miranda', Alison Honério de Oliveira?, Thially Braga Gongalves®

RESUMO

O presente trabalho objetivou verificar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Pelar
gnium graveolens L’Hér. Gxaiton (Geranio) frente a microrganismos frequentemente relatados
em infec¢des do trato urinario. Para avaliacdo da atividade antibacteriana, antifingica e modula
dora foram utilizadas cepas padroes, testados pelo método de microdilui¢cdo em caldo com 96 pogos
em concentragdo de 1024 pg/mL frente a cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans. Os testes microbioldgicos indicaram que houve
inibicdo em todas as cepas testadas, com concentracao inibitoria minima (CIM) <1024pg/mL
com melhores resultados para P. aeruginosa em até 8 pg/mL. Ja & atividade moduladora com-
binada a tetraciclina, revelou atividade sinérgica frente a Escherichia coli reduzindo a CIM de
3,12 pg/mL para 0,025ug/mL e para Pseudomonas aeruginosas obteve CIM de 12,5 a 6,25
ug/mL e para Staphylococcus aureus ndo houve atividade sinérgica. A combinacao do 6leo com
fluconazol ndo mostrou qualquer atividade moduladora contra cepas de Candida albicans de-
monstrando um possivel efeito antagénico em concentracdo a 50 ug/mL. Portanto pode-se con-
cluir que o 6leo atuou como um agente modulador da atividade microbiana, mas em combinacao
com antifungico faz-se necessario mais testes para comprovacao.

Palavras chave: Acdo antimicrobiana. Geranio. InfeccBes Urinarias.

ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF ESSENTIAL OIL OF Pelargonium graveolens
L'HER. GXAITON (GERANIUM) AGAINST MICROORGANISMS CAUSING
URINARY TRACT INFECTIONS

ABSTRACT

The present work aimed to verify the antimicrobial activity of the essential oil Pelargonium
graveolens L'Hér. Gxaiton (Geranium) against microorganisms frequently reported in urinary
tract infections. For the evaluation of the antibacterial, antifungal and modulating activity,
standard strains were tested using the 96-well broth microdilution method at a concentration of
1024 ng/mL against strains of Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeru-
ginosa and Candida albicans. Microbiological tests indicated inhibition in all strains tested,
with minimum inhibitory concentration (MIC) < 1024 pg/mL, with best results for P. aeru-
ginosa up to 8 pg/mL. On the other hand, the combined activity of tetracycline showed syner-
gistic activity against Escherichia coli reducing the MIC from 3.12 pug/mL to 0.025 pg/mL and
for Pseudomonas aeruginosas it obtained a MIC of 12.5 to 6.25 pg/mL and for Staphylococcus
aureus there was no modulating and synergistic activity. The combination of the oil with flu-
conazole did not show any modulatory activity with Candida albicans strains demonstrating a
possible antagonistic effect at a concentration of 50 pg/mL. Therefore it can be concluded that
the oil acted as a modulating agent of the microbial activity, but in combination with antifungal
it is necessary more tests to prove.

Keywords: Antimicrobial action. Geranium. Infections Urinary.
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1 INTRODUCAO

Os produtos naturais séo utilizados pela humanidade desde muito tempo como
importante mecanismo terapéutico, objetivando a busca por alivio e cura de doencas
Atualmente, o uso de plantas medicinais como fonte de medicamentos ¢ predominante em
algumas culturas sendo esta, uma importante alternativa para diferentes problemas de satude.
No Brasil, a investigagdo sobre esses produtos com atividade antimicrobiana também aumentou
significativamente ao longo dos anos (DUARTE, 2008; MUKHERJEE; VENKATESH;
GANTAIT, 2010).

As infeccdes bacterianas ocupam lugar de destaque nas patologias e as infecgdes do
trato urinario (ITU) sdo aquelas em que estdo presentes microrganismos que se multiplicam nas
vias urindrias constituidas pelos rins, ureteres, bexiga e uretra. Acomete frequentemente as
mulheres, visto que 20 a 48% apresentam ou apresentaram pelo menos um episddio de ITU
durante a vida. Estas podem estar associadas a fatores predisponentes a como estase urinaria,
gravidez, diabetes, obstrucao urinaria, maus habitos de higiene, insercao de objetos estranhos,
climatério e doencas sexualmente transmissiveis (KOCH et al., 2008; LACERDA et al., 2015;
RODRIGO; BARROSO, 2011; VIEIRA et al., 2007).

Segundo Lopes et al, 2005 as ITU responde por grande parte dos processos infecciosos,
a ordem de frequéncia dos agentes etiol6gicos mais envolvidas em ambiente comunitario sao:
Escherichia coli, Staphylococcus saprophyticus, espécies de Proteus sp. e de Klebsiella sp.,
Streptococcus do grupo B e D e Enterococcus faecalis e em ambiente hospitalar com redugéo
na frequéncia de E. coli (embora ainda permaneca habitualmente como a primeira causa), a um
crescimento de Proteus sp, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella sp., Enterobacter sp.,
Enterococcus faecalis e de fungos, com destaque para Candida sp (FILHO et al., 2010).

Os Oleos Essenciais (OE) sio definidos como substincias complexas volateis,
lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas, oriundas do metabolismo secundario de vegetais,
s&o extraidos de plantas através de técnicas de arraste a vapor em sua grande maioria. E um
produto de grande importancia comercial muito utilizada em indUstrias alimenticias,
farmacéuticas, perfumarias e cosméticos. Ha pelo menos 300 tipos de OE, sendo 0s mais
utilizados: laranja, menta, eucalipto, citronela, horteld-pimenta, liméo, cravo da india, cedro,
entre outros (BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009).

Pelargonium graveolens, conhecida popularmente como geranio ou malva-cheirosa, ¢
uma espécie aromatica originaria da Africa do Sul pertencente & familia Geraniaceae,

caracterizada por ser uma planta perene, robusta, subarbustiva, com folhas alternas,



palmatilobadas, cordiformes e aromaéticas podendo chegar a 1,5 m de altura, possui flores
pequenas de cor branca com listas rdseas, bastante utilizada com finalidade terapéutica,se
caracteriza por ser aromatica, ndo irritante, geralmente ndo sensibilizante. Sendo o dleo
essencial P. graveolens constituido por 42 compostos diferentes, sendo estes uma mistura
complexa principalmente de hidrocarbonetos monoterpénicos com alguns outros fitoquimicos
este possue um forte efeito antimicrobiano e antifingico, devido a compostos majoritarios como
citronelol e o geraniol (HSOUNA; HAMDI, 2012; GIONGO et al., 2015).

Dentro desse contexto o presente trabalho tem como objetivo verificar a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial P. graveolens frente a microrganismos causadores de

infecgBes do trato urinario.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 MATERIAL VEGETAL

O oleo essencial da erva de P. graveolens foi obtido comercialmente pela Empresa
LASZLO®™ Aromalandia (S&o Paulo — Brasil), extraido através de método de destilagdo por
arraste a vapor e foi solicitado a empresa a composicao quimica do 6leo obtida através da
metodologia de cromatografia gasosa de alta resolugdo em parceria com Universidade Federal

de Minas Gerais.

2.2 MICRORGANISMOS

Foram utilizadas trés linhagens de bactérias sendo uma Gram-positiva: Staphylococcus
aureus ATCC 6538 e duas Gram-negativas: Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Escheri-
chia coli ATCC 25922. O fungo utilizado foi: Candida albicans INCQS 40006.

Os microrganismos utilizados foram obtidos da American Type Culture Collection
(ATCC), fornecidos pela Universidade Regional do Cariri (URCA), do banco de bactérias do
Laboratorio de Microbiologia e Biologia Molecular foram caracterizados através de provas
bioquimicas e teste de sensibilidade a antimicrobianos por disco difusdo, as cepas foram

mantidas a - 6°C em caldo Brain Heart Infusion (BHI) contendo 20% de glicerol.

2.3 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E
CONCENTRACAO FUNGICIDA MINIMA (CFM)



A concentracdo inibitdria minima e fangica minima é definida como a menor concen-
tracdo na qual nenhum crescimento microbiano for observado. O 0leo essencial de P.
graveolens foi solubilizado inicialmente em DMSO 1% (Merck, Darmstadt, Alemanha) em
concentracdo de 100% do 0leo essencial e dissolvidos em agua estéril de forma a se obter uma
solugdo estoque de 1024 ug/mL para realizagdo dos testes. Em seguida foram diluidos 100uL
dos indculos, previamente incubados a 37°C durante 24h, em Brain Hear Infusion Broth (BHI,
Difco Laboratories Ltda.) a 10%, as quais foram submetidas a agitacdo, obtendo-se uma turvacao
semelhante ao tubo 0,5 da escala McFarland, correspondendo a concentragdo aproximada de 1,5 x
108 Unidades Formadoras de Coldnia — (UFC/mL). Em seguida 100 pL destes indculos foram
distribuidos em placas de microdiluicdo de 96 pogos no sentido numérico, acrescido de 100 puL
da solucéo estogue do Gleo essencial, no primeiro poco, e em seguida foram realizadas diluicdes
seriadas até o penultimo poco, obtendo-se concentrac@es finais dos extratos de 8 a 512 pg/mL.
As placas foram incubadas a 35 + 2 °C, durante 24 h (JAVADPOUR et al., 1996). A leitura da
CIM bacteriana foi visualizada com o auxilio do reagente resazurina sodica (Sigma) um indi-
cador colorimétrico de 6xido-reducdo (SALVAT et al., 2001). A leitura da CFM foi avaliada
através da visualizacdo da auséncia ou presenca de turvacdo (HADACEK; GREGER, 2000;
NCCLS, 2015).

2.4 ACAO MODULADORA DO OLEO ESSENCIAL

Na atividade moduladora foram utilizadas concentra¢des subinibitorias dos 6leos, a sua
CIM foi dividida por oito (CIM/8), frente a antibi6ticos, método proposto por Coutinho et al.,
(2008). Foram distribuidos nos eppendorf® meio com 150puL do in6culo previamente incuba-
dos durante 24h e a 37°C em Brain Hear Infusion Broth (BHI, Difco Laboratories Ltda.) a 10%,
as quais foram submetidas a agitacéo, obtendo-se uma turvacdo semelhante ao tubo 0,5 da escala
McFarland, correspondendo & concentracéo aproximada de 1,5 x 108 Unidades Formadoras de Co-
I6nia— (UFC/mL), mais a concentracdo do 6leo essencial diluido em DMSO 1% (Merck, Darms-
tadt, Alemanha) e dissolvidos em &gua estéril de forma a se obter uma solucdo estoque de 2,5
pL e submetida a agitagcdo em vortex, para realizagdo dos testes foi utilizado caldo em BHI a
10% em volume suficiente para completar o eppendorf®. Em seguida 100 pL do meio de dis-
tribuicdo foram dispostos em placas de microdilui¢do de 96 po¢os no sentido numeérico, acres-
cido de 100 uL da solugdo de antibidtico (tetraciclina 500mg e fluconazol 500 mg) distribuida
ao primeiro poco e em seguida foram realizadas dilui¢cGes seriadas até o pendltimo pogo em

concentragOes finais de 0,025 a 25 pg/mL, os antibidticos foram diluidos em agua estéril



obtendo concentracéo final de 2,5 puL e submetida a agitacdo estas foram preparadas seguindo
as recomendac¢des do Comité Nacional para Padrdes de Laboratérios Clinicos NCCLS (2015).
As drogas utilizadas nos testes foram os antibioticos: tetraciclina 500mg e Fluconazol

500mg obtidas de forma comercial.

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados por testes de multipla comparacao de analise de varian-

cia (ANOVA) e Tukey-Kramer onde a significancia estatistica considerada foi de p<0,001.

3 RESULTADO E DISCUSSAO

A andlise da constituicdo quimica do 6leo essencial demonstrou que o a-Citronelol
(25,5%) ¢ o constituinte majoritario do dleo essencial de P. graveolens seguido de Geraniol (16%)
e B-Citronelol (12,1%) (Figura 1). Em Dzamic et al., (2014) determinou perfil do 6leo essencial
P graveolens em principais compostos citronelol (24,54%), geraniol (15,33%), citronelil
(10,66%) e linalol (9,80%). E em andlise por cromatografia gasosa e espectrometria de massa
do dleo essencial das partes aéreas P. graveolens obtido por hidrodestilagdo, identificou 96,86%
dos seus constituintes sendo os principais componentes: citronelol (19,22%), geraniol (14,03%)
e citronelil (10,02%) (ATAILIA; DJAHOUDI, 2015).

Figura 01 — Composi¢cao quimica do 6leo essencial de P. graveolens
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Os valores da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), sobre as cepas padrdes de Sta-
phylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Escherichia coli
ATCC 25922 e Candida albicans ATCC 40006, ¢ apresentada, na (Tabela 01).

Tabela 01 — Ac¢Ao antimicrobiana do 6leo essencial de Pelargonium graveolens frente a

patoégenos causadores de infecgdes do trato urinario

Concentracéo Inibitéria Minima

Escherichia coli Staphylococcus aureus  Pseudomonas ae- Candida albi-
ATCC 25922 ATCC 6538 ruginosa cans
ATCC 9027 ATCC 4006
CIM CIM CIM CIM
OEPG 512 pg/ mL 256 pg/ mL 8 ug/ mL 128 pg/ mL

CIM: Concentraco Inibitéria Minima OEPG: Oleo essencial Pelargonium graveolens

O melhor resultado obtido foi para P. aeruginosa com CIM (8pug/mL) de ate 128X menor
que a concentracao inicial testada. P. aeruginosa é um patdgeno frequentemente encontrado
em infec¢des do trato urinario de origem hospitalar em pacientes internados em Unidades de
Terapia Intensiva, com frequentes relatos de multirresisténcia (ALMEIDA et al., 2007).

Em Atailia e Djahoudi, (2015) em estudo da atividade antibacteriana do 6leo essencial
P graveolens em uma populagdo bacteriana composta por cento e trinta das infecg¢des
comunitarias mostrou o valor de concentragdes inibitorias minimas médias (CIM) de 1%. Em
todas as cepas testadas sdo sensiveis a concentragdes inferiores ou iguais a 2% de 6leo essencial
P. graveolens e a melhor atividade foi em cocos Gram-positivos com CIMs variando de 0,1%
a 0,5%.

A andlise da atividade moduladora do 6leo essencial, revelou atividade sinérgica quando
este, foi combinado com tetraciclina na concentra¢do correspondente a 50pg/mL da CIM para
E. coli e P. aeruginosa (P<0,001) e nao apresentou significancia estatistica para S. aureus (fi-

gura 02).

Figura 02 - Modulacao do antibidtico tetraciclina pelo 6leo essencial de P. graveolens em

concentragdo correspondente a 5% da CIM do 6leo essencial
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Em estudo com plantas medicinais Silva e Fernandes, (2010) obtiveram resultados de
sinergismo entre variados extratos vegetais ou 6leos essenciais inclusive com o P. Graveolens
e contra cepas de S. aureus em tetraciclina, gentamicina, sulfazotina, clorafenicol, rifampicina,
cefepima, cefalotina, ciprofloxacina e pode-se concluir que a presenca de importantes
componentes, o 6leo essencial de P. graveolens teve um forte efeito antibacteriano, com baixa
Concentracéo Inibitoria Minima (CIM) com valores para S. aureus (0,72 mg/mL).

A combinag¢ao do 6leo essencial ndo mostrou atividade moduladora frente a Candida al-
bicans demonstrando um possivel efeito antagonico. Ja em Galea e Csedo, (2007) observaram
uma completa inibi¢do do crescimento de C. albicans em relagdo a atividade do o6leo de P
graveolens. Os mesmos resultados foram alcangados em estudo com concentragdo de 0,50 mg
/ ml em método de microdiluicao e 1,00 mg/ml para 6leo de geranio no método de macrodilui-

¢io (DZAMIC et al., 2014).

4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos, indicaram que o P. graveolens possuem trés constituintes majo-
ritarios dos 12 caracterizados e o a-Citronelol ¢ o de maior percentual, seguido de Geraniol e
B-Citronelol.

Em CIM pode-se conclui que o 6leo essencial de P. graveolens agiu de forma satisfatoria
para todas as cepas estudas, mas em P. aeruginosa obteve melhor resultado. As cepas em combina-

¢do com o antibidtico (tetraciclina) podem observar que E. coli e P. aeruginosa em concentracoes
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menores foram mais suscetiveis a interagdo sinérgica, portanto, o 6leo essencial de P. graveolens
atuou como um agente modulador da atividade antimicrobiana para tetraciclinas.
Em combinagao com fluconazol e cepas de C. albicans pode-se observar um possivel efeito

antagonico e por isso faz-se necessario mais testes para comprovagao.
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