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Resumo Este trabalho teve como objetivo a avaliagdo da toxicidade aguda e subcronica do 6leo essencial de Cymbopogon citratus
(DC) stapf através da determinagao da DL, em camundongos e a andlise dos parametros bioquimicos e hematol6gicos em ratos.
A planta é utilizada na medicina popular da regido amazonica em diversas doengas. O éleo essencial desta planta apresenta como
constituinte principal o citral, (com propriedades ansiolitica, hipnoética, anticonvulsivante e fungicida). A DL, do dleo essencial
foi de 3000+91,32 mg/kg, sendo que este nao alterou de maneira significativa os parametros bioquimicos e hematolégicos em
relagdo ao grupo controle. O valor da DL, e os resultados observados nos parametros hematoldgicos e bioquimicos sugerem que
o 6leo essencial de Cymbopogon citratus apresenta uma toxicidade baixa.

Descritores: Cymbopogon citratus; Graminaceae; 6leo essencial; toxicidade aguda.

Summary The aim of this work was the acute and sub-acute toxicological evaluation of the essential oil of Cymbopogon citratus
(DC) stapf with the determination of the LD, in mice and the analysis of their biochemical and haematological parameters in
rats. The plant is used in the Amazon folk medicine for several diseases and in their essential oil the citral is the main constituent,
presenting anxiolytic, sedative, anticonvulsive and fungicide properties. The LD, was 3000+91.32 mg/kg, the essential oil do
not change significantly the biochemical and hematological parameters when compared with the control group. The LD, and
the biochemical and haematological results have suggested that the essential oil of Cymbopogon citratus presented a low toxicity.
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Avaliagdo toxicoldgica do 6leo essencial de Cymbopogon citratus Farmacia

Introducao

O Cymbopogon citratus (DC) stapf pertencente a familia Graminacea é originaria da India. Foi introduzido
no Brasil na época da colonia, hoje aclimatada em quase todos os Estados do pais, vegetal de preferéncia
nas proximidades de cursos d’dgua, sendo muito cultivada para producao de dleo essencial'. Tém como
sinonimia popular “capim-santo”, “capim-limao”, “capim-marinho”, “capim-cidreira” e “capim-cheiro”>.

O “capim-santo” tem sido na medicina popular como espasmolitico, analgésico, antiinflamatério,
antipirético, diurético, tranquilizante e antimicrobiano'? em doengas ginecoldgicas e desordens intestinais*’,
como diurético, antihemorrégico, carmitativo, excitante digestivo, para males do figado, no combate a
erisipela e tratamento de tlceras cronicas®®.

O extrato aquoso das folhas de Cymbopogon citratus apresentou atividade hipoglicemiante e hipolipémica,
para as quais se associou a presenga de flavondides e alcal6ides’. O dleo essencial de Cymbopogon citratus
foi testado contra o fungo Aspergillus flavus, fungo que contem aflatoxina, a qual é altamente téxica para
homens e animais. Na concentracao de 0,6 e 1,0 ml™ o 6leo de Cymbopogon citratus foi fungistatico e fungicida,
respectivamente'®.

O 6leo essencial de Cymbopogon citratus apresenta um rendimento de 1,2% e é rico em citral (31,5 a91,1%),
um éter fenilico com elevado padrao de oxigenagao'.

Em virtude da utilizagdo do Cymbopogon citratus na medicina popular decidimos avaliar a toxicidade
aguda e sub-cronica do seu 6leo essencial, determinando o valor da DL,, em camundongos e avaliando os
parametros bioquimicos e hematolégicos dos ratos, respectivamente, tratados com o 6leo essencial durante
30 dias.

Material e métodos

Material da planta

As partes aéreas (folhas e ramos finos) da planta foram coletadas no Municipio de Belém, Estado do
Para. Um exemplar da planta (#167632) foi identificado como Cymbopogon citratus (DC) stapf e incorporado
ao herbario do Museu Paraense Emilio Goeldi, Belém, PA.

Processamento da planta

As folhas da planta (1172 g), secas ao ar livre por 5 dias, foram submetidas a hidrodestilagao por 4 horas
usando-se aparelhos do tipo Clevenger. O 6leo essencial de Cymbopogon citratus (OECC) foi seco na presenca
de sulfato de sédio, apresentando rendimento de 1,2%. Em seguida, o 6leo foi armazenado em frasco ambar
e mantido no refrigerador.

Analise cromatografica do 6leo

Os dados quantitativos do 6leo foram obtidos por integragdo da drea dos picos do cromatograma
usando-se um cromatégrafo de gas HP 5890, operando com uma coluna capilar de silica WCOT CP-Sil CB
(25 m x 0,25 mm; 0,25 pm espessura do filme) em temperatura programada para 60-240 °C (3 °C/min),
temperatura do injector a 220 °C, temperatura do detector de ionizacdo de chamas a 250 °C e injegdo do
tipo splitless (1 pL, of a 2:1000 sol.hexano). O citral, componente principal do 6leo, apresentou um teor de
71,7% e foi identificado por comparagao de seu tempo de retengao com aquele de uma amostra auténtica®.

Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus), adultos, machos, pesando entre 20 e 30 g, além de
ratos (Rattus norvegicus) jovens, de ambos os sexos, pesando entre 80 e 100 g, provenientes do Biotério
da Fundagao Instituto Evandro Chagas (Belém, PA) e mantidos no Laboratério de Farmacodindmica da
Universidade Federal do Para, em ambiente climatizado, com ciclo claro/escuro de 12h, tratados com dgua
e ragao ad libitum. Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPAN) da UFPA,
através do parecer FM001/2005.

Lima et al. Para Res Med ). 2017;1:(1)e03. DOI: 10.4322/prmj.2017.003 2/7



Avaliagdo toxicoldgica do 6leo essencial de Cymbopogon citratus Farmacia

Determinagdo da DL,

Neste estudo foram utilizados 60 camundongos, machos, divididos em grupos de 10 animais. Cada grupo,
em jejum de 12 horas, recebeu por via oral (canula oro-gastrica) doses do 6leo essencial de Cymbopogon citratus
(OECC) que variaram de 2000 a 4000 mg/kg. Em seguida, os animais foram colocados em gaiolas com ra¢ao
e agua ad libitum e observados durante 72 horas para observagao dos parametros comportamentais, segundo
teste hipocratico descrito por Malone e Robichaud™. O niimero de mortes de cada grupo foi expresso como
o percentual do nimero total de animais que receberam o OECC. A determinagao da DL, foi feita através da
interpolacdo semi-logaritmica, sendo postos no eixo das ordenadas os valores dos probitos correspondentes
ao percentual de mortes e, no eixo das abscissa, as doses administradas de OECC™.

Toxicidade sub-cronica

Neste estudo foram utilizados ratos, machos e fémeas, divididos em grupos de 12 animais (6 machos e
6 fémeas) e separados em gaiolas de acordo com o sexo. Os grupos receberam por via oral (cAnula oro-géstrica),
durante 30 dias'** doses de OECC. O grupo controle recebeu 4gua destilada correspondente a 0,1 mL/100g
de peso vivo e Tween 80 a 1%. Os grupos tratados receberam as doses de 1/10 e 1/20 da DL, do OECC,
além de 4dgua destilada e Tween 80 de concentragao a 1%. Nos 30 dias de experimentos os animais foram
monitorados quanto a eventuais alteragdes comportamentais ou de natureza toxica. Em intervalos de 2 dias
os animais foram pesados e, diariamente, tanto 4gua quanto racdo, medidos e pesados. A avaliagao dos
parametros bioquimicos e hematolégicos foi realizada no Laboratério de Analises Clinicas do Instituto de
Farmécia da UFPA. Os animais foram anestesiados com pentobarbital e a coleta do sangue foi feita por
pungao cardiaca ventricular ou pungao do plexo venoso orbital, utilizando-se agulhas e seringas e tubos de
microhematdcrito. Os animais foram submetidos a eutandsia por exsanguinagao sob anestesia pentobarbital
entre os dias 31 e 32 do estudo.

Anélise estatistica

A anélise estatistica foi expressa como média + erro padrao da média (EPM.) e os resultados comparados
pelo teste de Student-Newman-Keuls, utilizando-se o programa GraphPad prism. Valores com p<0,05 foram
considerados estatisticamente significantes. Os resultados dos parametros bioquimicos e hematolégicos
foram expressos como média + desvio padrdao da média (DPM.) e comparados pelo intervalo de confianca
(IC=D.PM. x 1,996) obtido do grupo controle, sendo considerados significativos os valores que ficaram
fora deste intervalo.

Resultados e discussao

Na determinagao da DL, os camundongos que receberam por via oral doses de 2000, 2500, 3000, 3500
e 4000 mg/kg do 6leo essencial de Cymbopogon citratus apresentaram um percentual de mortalidade
variando de 0, 40, 50, 70 e 100%, respectivamente. O valor da DL, , obtido por interpolagao semi-logaritmica,
correspondeu a 3000 + 91,32 mg/kg de massa corpoérea (Figura 1). Nosso resultado foi semelhante ao de
Costa et al.”!, o qual encontrou a DL, no valor de 3500 mg/kg. Segundo a Organizacao da Cooperagao
Econdmica e o 6leo de Cymbopogon citratus pertence a classe dos agentes xenobiéticos, de baixa toxicidade.

10
r’=0,9653
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Figura 1. A distribuicdo de mortes de camundongos durante o estudo de toxicidade oral aguda. O valor da DL, , obtido por interpolacéo
semi-logaritmica, correspondeu a 3000 + 91,32 mg/kg de massa corpérea. r* corresponde ao valor da regressao linear. n = 10.
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Ap6s administragdo das doses diarias constatou-se que em todas as doses 0s animais apresentaram perda
de equilibrio, respira¢do abdominal e auséncia de coordenagao motora. Nas doses entre 3000 e 4000 mg/kg
os camundongos apresentaram dificuldade de coordenacdo motora, dificuldade respiratéria e reducdo na
excrecao de fezes e urina.

No estudo da toxicidade sub-cronica do dleo essencial de Cymbopogon citratus em ratos observou-se que
nao houve alteracdo no comportamento dos animais ou no consumo de dgua e racao. No entanto, em relagao
ao desenvolvimento ponderal observou-se uma diferenca estatisticamente significativa entre os animais
do grupo controle e os animais administrados com doses de 1/10 (300 mg/kg) e 1/20 (150 mg/kg), cujos
valores encontram-se na Tabela 1.

Os sintomas que parecem depender de uma a¢ao do OECC sobre o Sistema Nervoso Central provavelmente
ocorrem como conseqiiéncia destes efeitos, uma vez que no teste da placa aquecida (modelo experimental
para avaliagdao de farmacos com agdo central) o OECC apresentou atividade®.

As avaliagdes do desenvolvimento ponderal e dos parametros hematolégicos e bioquimicos observadas
ap0s o uso das doses correspondentes a 1/10 (300 mg/kg) e 1/20 (150 mg/kg) da DL, mostraram que, com
excecdo da perda do peso corporal ndo houve alteragdo significativa nos outros parametros (Tabelas 2 e 3).

Tabela 1. Desenvolvimento ponderal dos ratos tratados com 6leo essencial de Cymbopogon
citratus (OECC) 150 e 300 mg/kg/dia, durante 30 dias

Grupos Média + E.P.M. (expresso em gramas)
Controle (n=10) 10,8 £2,31g
OECC 150 mg/kg (n=10) 6,08 +1,92g*
OECC 300mg/kg (n=10) 3,60 + 3,18g*

Os valores acima (média + EPM), representam a variacao de peso dos ratos durante 30 dias de tratamento. *p<0,05
ANOVA, seguida do teste de Student - Newman - Keuls. n representa o ntimero de animais em cada grupo.

Tabela 2. Pardametros hematolégicos de ratos tratados com 6leo essencial de Cymbopogon citratus (OECC) 150 e 300 mg/kg/dia,
durante 30 dias

Parametros Controle (n=10) OECC 150 mg/kg (n=10) OECC 300 mg/kg (n=10)
7,96 + 0,64
Hemaicias (mm?) 8,51 +0,88 8,01 +0,54
(6,7-9,21)
16,68 + 1,12
Hemoglobina (g/dL) 17,22 +1,53 16,14 + 0,66
(14,48-18,87)
40,65 + 3,68
Hematocrito (%) 43,27 + 3,83 40,9 £2,76
(33,42-47,87)
51+ 0,94
VCM (fL) 50,89 + 0,78 51+0
(49,15-52,84)
20,93 = 0,54
HCM (pg) 20,26 + 0,37 20,04 + 0,55
(19,87-22,77)
41 +1,27
CHCM (g/dL) 39,84 +0,73 30,19 +1,13
(38,51-43,48)
546 +1,12
RDW (%) 6,6 1,25 592 +2,51
(3,25-7,66)
593,3 + 86,85
Plaquetas (mm?) 506,33 + 72,82 667,6 + 135,53
(423,07-763,52)
6,32 +1,52
Leucdcitos totais (mm?) 7,74 221 5,98 +1,40

(3,29-9,35)

Os valores representam a media + DPM (desvio padrao da média). O intervalo de confianca, calculado a partir do DPM do controle x 1,996, é fornecido entre
parénteses. n representa o niimero de animais em cada grupo.
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Tabela 3. Parametros bioquimicos de ratos tratados com 6leo essencial de Cymbopogon citratus (OECC) 150 e 300 mg/kg/dia,
durante 30 dias

Parametros Controle (n=10) OECC 150 mg/kg (n=10) OECC 300 mg/kg (n=10)
102 + 13,20
Glicose (mg/dL) 80,89 + 12,02* 82,8 +10,98*
(76,20-127,87)
39,44 + 6,87
Uréia (mg/dL) 40,89 = 1,90 42 +5,70
(25,96-52,92)
0,54+0,14
Creatinina (mg/dL) 0,82 = 0,08 0,78 +0,23
(0,26-0,82)
74,44 + 33,92
Triglicerideos (mg/dL) 58,67 +19,47* 45,6 + 10,09*
(7,95-140,93)
51+9,38
Colesterol (mg/dL) 61 +11,01 61,4 +3,13

(32,61-69,38)

172,22 + 8,94
TGO (U/mL) 169,44 + 16,57 182,2 + 7,49
(154,69-189,74)

92,11 + 18,97
TGP (U/mL) 80,89 + 20,45* 78,2 +10,73*
(54,91-129,30)

Os valores representam media + DPM (desvio padrao da média). O intervalo de confianga, calculado a partir do DPM do controle x 1,996, é fornecido entre
parénteses. *em relagao a glicose, triglicerideos e TGP. Significativo em relagao ao grupo controle. n representa o nimero de animais em cada grupo.

O estudo realizado por Carlini et al.** sobre efeitos do cha do Cymbopogon citratus (DC) Stapf e do citral
presente no OECC — através de 14 testes farmacoldgicos diferentes em ratos e camundongos. Nestes testes
foram administrados, por via oral, doses de até 208 vezes maior que aquele presente no chd e doses de citral
de 100 e 200 mg/kg, nao sendo observados efeitos farmacoldgicos significantes nos testes utilizando o chd ou
citral. Resultados semelhantes foram obtidos por Leite et al.* ao administrarem doses de 27, 54 e 133 mg /kg
em voluntérios sadios.

Segundo Ress et al.** ndo houve alteragdes hematoldgicas e bioquimicas observadas em doses de citral
administradas a ratos por 14 semanas. Entretanto, de acordo com este autor, observou-se reduc¢do no
consumo de ragao e 4gua através da administragao do citral.

Costa et al.* observaram a redugao do colesterol em camundongos no periodo de administra¢do por via
oral de 21 dias e auséncia de efeitos genotdxicos.

Conclusao

Este estudo de determinacado da toxicidade do Cymbopogon citratus (DC) stapf foi importante em virtude
da utilizagdo na medicina popular. Deste modo, os resultados obtidos no modelo animal nos levam a
concluir que o 6leo essencial de Cymbopogon citratus (DC) stapf, nas doses administradas de 150 e 300 mg/kg
em ratos, possui uma margem elevada de seguranga, com efeitos téxicos minimos sobre os parametros
hematolégicos e bioquimicos.

De acordo com a metodologia empregada, o 6leo essencial de Cymbopogon citratus (DC) stapf ndo produziu
sinais de intoxicagdo nas doses administradas (p.o.) aos animais. Ou seja, possui baixa toxicidade aguda.
No entanto, recomendam-se estudos complementares, incluindo andlise histopatolégica para melhor
entendimento da toxicidade em doses repetidas.
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