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RESUMO

As doencas infecciosas, segundo a OM S sdo responsaveis por
cerca de 33% das causas de mortalidade no mundo. Staphylo-
coccus aureus é uma bactéria presente em doengas infecciosas
orais, sendo mais comumente encontrada em casos de falha no
tratamento endodontico, contribuindo para o aumento da re-
sisténcia bacteriana. O presente trabalho objetiva avaliar a
Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Bac-
tericida Minima (CBM) dos monoter penos (R)-(+)-citronelal e
(9)- (-)-citronelal contra as cepas de S.aureus. Para a deter mi-
nacdo da CIM dos fitoconstituintes selecionados, foram utili-
zadas cepas bacterianas de S. aureus e foi realizada a técnica
de microdiluicdo em placa de 96 orificios por meio da diluicdo
seriada a umarazdo de dois, utilizando como controle positivo
o cloranfenicol. Ap6s a leitura da CIM em 48 horas, aliquotas
foram retiradas de cada pogo da placa de microditulagdo que
nao apresentar am crescimento bacteriano, etransferidas para
pocos de uma nova placa de microditulacdo desprovidas de
qualquer antimicrobiano. As placas inoculadas foram assepti-
camente fechadas e incubadas e as CBM s foram registradas
apds48 hor as. Com base nos dados obtidosfoi possivel concluir
que os monoter penos (R)-(+)-citronelal e (S)-(-)-citronelal pos-
suem efeito bacteriostatico sobre as cepas de S. aureus.

PALAVRAS-CHAVE: Saide publica, microbiologia, mono-
terpeno.

ABSTRACT

Infectious diseases, according to one WHO account for about 33%
of the world's leading causes of death. Staphylococcus aureusis a
bacterium present in infectious diseases, being more common in
cases of failurein endodontic treatment, contributing to theincrease
of bacterial resistance. The present work aims (MIC) and the Mini-
mum Bactericidal Concentration (CBM) of the monoterpenes (R) -
(+) - citronellal and (S) - (-) - citronellal against strains of S. aureus.
To the determination of the CIM of the phytochemicals checked,
were used bacterial strains of S. aureus and the industrial was ami-
crodilution in the plate of non- the-per-sequential hardening of mi-
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crogenilution in the chipset of microgenilution, using a control pos-
itive or cloranfenicol. After reading the MIC in 48 hours, the parti-
cles were removed from each microtiter plate well which are not
bacterial growth, and those transferred to wells of a new microtiter
plate were devoid of any antimicrobial. The inoculated plates were
aseptically closed and incubated and the CBM s were after 48 hours.
Based on the data obtained it was possible to conclude that the (R)
- (+) - citronellal and (S) - (-) - citronellal monoterpenes have a bac-
teriostatic effect on aureus strains.

KEYWORDS: Public health,
terpeno.

microbiology,  mono-

1. INTRODUCAO

As doencas infecciosas, segundo a OM S sdo respon-
saveis por cerca de 33% das causas de mortalidade no
mundo, ocupando a primeira posi¢cado entre as principais
causas de morte em paises subdesenvolvidos®. A grande
disseminacdo de doencas infecciosas bacterianas deve-se
ao fato de cepas resistentes a antibiéticos?.

A literatura relata um crescimento do nimero de in-
fecgOes hospitalares associadas a Saphyl ococcus aureus
resistentes a penicilina®. O S. aureus € uma bactéria esfé-
rica, do grupo dos cocos gram-positivos, frequentemente
encontrada na pele e nas fossas nasais de pessoas saudé-
veis. Entretanto pode provocar doencas, que vao desde
uma simples infeccdo (espinhas, furtinculos e celulites)
até infeccdes graves (pneumonia, meningite, endocardite,
sindrome do chogue tdxico, septicemia e outras)*.

S. aureus € um patégeno comum em doengas infecci-
0sas orais como a carie e infecgdes endodénticas, sendo
mais comumente encontrada em casos de falha no trata-
mento endoddntico, o que contribui parao aumento dare-
sisténciabacteriana®®.
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Diante disso, o estudo farmacol6gico das drogas ve-
getais — planta inteira ou partes -, evidencia um campo
inesgotavel de novos conhecimentos cientificos e gerado-
res de riguezas, que colabora notavelmente para o apri-
moramento da medicinatradicional”.

Com o crescente aumento da resisténcia aos antibi 6ti-
cos torna-se mais vidvel e necessdria a utilizagdo dos
0leos essenciais e seus constituintes, como aternativaste-
rapéuticas®. Os dleos essenciai s sfo derivados do metabo-
lismo secundario das plantas, e naliteratura sdo muito es-
tudados para o tratamento de diferentes doencas infeccio-
sas>?.

Dentre os varios componentes dos 6leos essenciais es-
t80 0s terpenos que possuem acdo antimicrobiana, antivi-
ral e antineopléasica®. O citroneld (3,7-dimetil-oct-6-enal)
€ um monoterpeno que pode ser isolado como uma mis-
tura ndo racémica dos enantidmeros R e S por destilacdo
com arraste de vapor ou extragdo por solventes. Ele esta
presente em plantas do género Cymbopogon, dentre elas
o C. citratus, o capim-santo, muito usado na medicina po-
pular como ansiolitico, antial érgico e anal gésico™.

Nesse contexto, os terpenoides sdo reconhecidos, por
apresentar um enorme potencial biolégico, uma vez que
varios de seus compostos monoterpénicos, jarevelou di-
versos resultados positivos, o que inclui ag8o antimicro-
biana''.

Com base nas informagdes sobre o potencial terapéu-
tico dos monoterpenos e a importancia em buscar novas
alternativas terapéuticas frente a crescente resisténcia
bacteriana aos antimicrobianos atualmente utilizados,
este trabalho objetivaavaliar apossivel atividade antibac-
teriana dos monoterpenos (R)-(+)- citronelal e (S)-(-)-ci-
tronelal contra cepasde S. aureus.

2. METERIAL E METODOS

Local de trabalho

Os experimentos foram realizados no Laboratério de
Microbiologia do Centro de Educacdo e Salde da Uni-
versidade Federal de Campina Grande, estado da Paraiba,
Brasil.

Cepas bacterianas

Foram utilizadas cepas bacterianas de S aureus
ATCC 25925 e clinicas (101, 102, 103 e 104), gentil-
mente cedidas pelo laboratério de Bioquimica, Genética
e Radiobiologia (BioGer) do Departamento de Biologia
Molecular (DBM), Centro de Ciéncias Exatas e da Natu-
reza (CCEN), Universidade Federa da Paraiba (UFPB),
coordenado pela Prof2 Dr2 Hilzeth de Luna Freire
Pessda.

Fitoconstituintes

Os monoterpenos (R)-(+)-citronela e (S)-(-)- citronelal
foram adquiridos da Industria Sigma- Aldrich® (Sao
Paulo - SP). Paraarealizagéo dos ensai os farmacol gicos,
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a substancia foi solubilizada em DMSO e diluida em
agua destilada. A concentragao de DM SO (dimetil sulfo-
xido) utilizada serainferior a0,1% vi/v.

Controle positivo

Foi usado como controle positivo o antimicrobiano
Cloranfenicol, adquirido da Sigma- Aldrich® (S&o Paulo
- SP).

Determinacdo da concentracao inibitéria minima

A concentracdo inibitéria minima dos monoterpenos
foi determinada pelatécnicade microdiluicdo em caldo®?.
Foram utilizadas placas de 96 orificios estéreis e com
tampa. Em cada orificio da placa, foi adicionado 100 pL
do meio liquido Muller-Hinton duplamente concentrado.
Em seguida, 100 uL da emulsdo de cada monoterpeno na
concentragdo inicial de 2048 pg/mL (também dupla-
mente concentrado), foram dispensados nas cavidades da
primeiralinha daplaca. E por meio de uma dilui¢&o seri-
ada em raz8o de dois, foram obtidas as concentracdes de
1024, 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8 e 4 ug/mL, de modo
gue na primeira linha da placa encontra-se a maior con-
centracdo e na Ultima, a menor concentracéo. Por fim, foi
adicionado 10 pL do inéculo de aproximadamente 1,5 x
10® UFC/mL das espécies bacterianas nas cavidades,
onde cada coluna da placarefere-se auma cepa de bacté-
ria, especificamente.

Paralelamente, foi realizado o controle positivo com
0 antibacteriano cloranfenicol. Um controle de micro-or-
ganismo foi realizado colocando-se nas cavidades 100 pL
do mesmo Muller-Hinton duplamente concentrado, 100
pL de &gua destilada estéril e 10 yL do inéculo de cada
espécie. Para verificar aauséncia de interferéncia nosre-
sultados pelos solventes utilizados na preparacdo da
emulsdo, no caso o DM SO, foi feito um controle no qual
foram colocados nas cavidades 100 uL do caldo dupla-
mente concentrado, 100 L de DM SO e 10pL da suspen-
s80 bacteriana. Um controle de esterilidade do meio tam-
bém foi realizado, onde foi colocado 200 yL do Muller-
Hinton em um orificio sem a suspenséo das bactérias.

As placas foram assepticamente fechadas e incubadas
a 35°C por 24 - 48 horas para ser redlizada a leitura. A
CIM para os monoterpenos e o antibacteriano foi definida
€como a menor concentragcdo capaz de inibir visuamente
0 crescimento bacteriano verificado nos orificios quando
comparado com o crescimento controle. Os experimentos
foram realizados em duplicata.

Determinacgdo da concentragdo bactericida mi-
nima

Depois de ler os resultados da CIM, a determinagéo
da Concentragdo Bactericida Minima (CBM) foi reali-
zada; trés dilui¢bes de 10 yL da CIM, foram inoculadas
em caldo Muller-Hinton (100uL/pogo) em placas de mi-
crodiluicdo estéreis e, em seguida, foram incubadas 35-
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37°C durante 24-48 horas. Entdo, 20 L deresazurinafo-
ram adicionadas. As placas foram incubadas por 24 horas
a 35-37°C e depois se confirmou a concentragdo capaz de
inibir o crescimento global de espécies bacterianas, veri-
ficado onde ndo houve coloragéo do indicador®4,

3. RESULTADOS

Concentragao inibitéria minima (CIM) em meio li-
quido

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) em meio li-
quido foi determinada para o (R)-(+)-citronela e (S)-(-)-
citronelal nas diferentes concentraces sugeridas na me-
todologia e determinada pela menor concentragdo capaz
deinibir visualmente o crescimento bacteriano, conforme
apresentado nas tabelas. Observou-se que os resultados
testados variaram entre 128 e 1024ug/mL.

Tabela 1. Concentragdo minimainibitéria (CIM) do monoterpeno (R)-
(+)-citronela contra diferentes cepas de S. aureus

Cepa S S S S S
bacteriana  greus

Substancia ATCC
25925
1024 + + + + +
pg/mL
512 + - - - +
pg/mL
256 + - - - +
pg/mL
128 - - - - +
pg/mL
64 pg/mL - - - - -
32 pg/mL - - - - -
16 pg/mL - - - - -
8 pg/mL - - - - -
4 pg/mL - - -
Controle + + + + +
positivo
Controle
negativo

aureus  aureus  aureus  aureus
101 102 103 104

() seminibigdo (+) inibigdo

Tabela 2. Concentragdo minima inibitéria (CIM) do monoterpeno (S)-
(-)-citronelal contra diferentes cepasde S. aureus.
Cepa S S S S S
bacteriana/  gyreus
Substéncia  aTCC

25925

aureus aureus aureus aureus
101 102 103 104
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4 pg/mL - - - - -

Controle + + + + +

positivo

Controle

negativo
(-) sem inibig&o (+) inibigao

As plantas apresentam umaenorme diversidade estru-
tural e diversas propriedades fisico-quimicas e biol égicas,
justificando o crescente interesse de indUstrias farmacéu-
ticas na sintese de farmacos a partir destas fontes natu-
raist>16, Além disso, 0 aumento daresisténciados micror-
ganismos as drogas disponiveisinduz os pesquisadores a
procurade novas alternativas terapéuticas, sendo os 6leos
essencials e seus constituintes um alvo promissor para o
encontro de novos farmacos com atividade antimicrobi-
ana"’.

Na literatura cientifica, uma atividade antimicrobiana
€ classificada como forte quando, para 6leos essenciais,
possuem CIM de até 500 pg/mL, moderada para CIM de
600 a 1500 pg/mL e fraca para CIM acima de 1500
pg/mL. De acordo com os resultados 0s monoterpenos
(R)-(+)-citronela e (S)-(-)- citronela demonstraram mo-
derada atividade antibacteriana sobre as cepas de S. au-
reus, visto que obteve CIM50(Concentragéo Inibitoria
Minima capaz de inibir o crescimento de 50% das cepas)
de 1024 mg/mL28.

Concentracdo Bactericida (CBM)

A Concentracdo Bactericida Minima (CBM) foi de-
terminada a partir da  menor concen-
tracdo do monoterpeno  que resultou em  ini-
bicdo visivel do crescimento do microorganismo. De
acordo com a tabela, ndo foi possivel identificar a CBM
parao (R)- (+) - citronela e (S)-(-)-citronelal, pois todas
as cepas cresceram ha presenca da concentracéo de 1024
pg/mL, maior concentracdo testada.

Tabela 3. Concentragdo bactericida minima (CBM) do monoterpeno
(R)-(+)-citronela contra diferentes cepasde S. aureus.

Cepa S S S S S

bacterianal aureus aureus aureus aureus aureus

Substancia  ATCC 101 102 103 104
25925

1024 + + + + +
pg/mL
512 + - - - +
pg/mL
256 + - - - +
pg/mL
128 - - - - -
pg/mL
64 pg/mL - - - - -
32 pg/mL - - - - -
16 pg/mL - - - - -
8 yg/mL - - - - -
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1024 pyg/mL - - - - -
512 pg/mL - - - - -
256 pg/mL - - - - -
128 pg/mL - - - - -
64 yg/mL - - - - -
32 pg/mL - - - - -
16 pg/mL - - - - -
8 pg/mL - - - - -

4 ug/MI - - - - -
Controle + + + + +
positivo
Controle - - - - -
negativo
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Tabela4. Concentragao bactericidaminima (CBM) do monoterpeno (S)-

(-)-citronelal contra diferentes cepas de S. aureus

Cepa S S S S S

bacteriana’  aureus aureus  aureus  aureus  aureus

Substancia ATCC 101 102 103 104
25925

1024
pg/mL
512
pg/mL
256
pg/mL
128
pg/mL
64
pg/mL
32
pg/mL
16
pg/mL
8
pg/mL
4
pg/mL
Controle + + + + +
positivo
Controle
negativo
(-) sem inibic&o (+) inibico

Para um composto ser considerado bactericidaou bac-
teriostético de acordo com a Concentragcdo Bactericida
Minima (CBM) deve ser igual ou duas vezes mais que o
CIM ou o0 CBM deve ser maior que duas vezes o CIM,
respectivamente'®. Diante dos dados da literatura os mo-

noterpenos (R)-(+)-citronela e (S)-(-)-citronela possui
efeito bacteriostatico sobre as cepas de S. aureus.

4. DISCUSSAO

As préticas médicas popul ares utilizam elementos na-
turais que, na maioria dasvezes, sd0 0s UINiCOS recursos
disponiveis nos ambientes onde estdo instal adas as comu-
nidades e, a constante busca por novos medicamentos
com base nestas préticas tradicionais, tem-se mostrado
eficaz?®. A acentuada resisténcia bacteriana gera uma ne-
cessidade de desenvolver novos farmacos e a pesquisa
com plantas medicinais, como fontes de substancias bio-
ativas vém sendo um indicativo para descoberta de efici-
entes agentes terapéuticos™.

Através de revisdo sistemética daliteratura, foi possi-
vel identificar o citronelal como componente majoritario
do 6leo essencial de Cymbopogon nardus.

Na mesma pesquisa, observou-se também atividade
bacteriana do 6leo de C. nardus para cepas de S. aureu??.

5. CONCLUSAO

Com base nos dados obtidos foi possivel concluir que
os monoterpenos (R)-(+)-Citronela e (S)-(-)-citronelal
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possuem atividade antimicrobiana sobre as cepas de
modo que o monoterpeno em estudo pode ser conside-
rado como potencial antibacteriano para futuros estudos
de desenvolvimento de novos antimicrobianos e ou fito-
terdpicos para o combate de infecgdes causadas por Sta-
phylococcus aureus, em casos de reinfecgdes endodonti-
cas por exemplo.
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