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RESUMO

O uso de produtos naturais na Odontologia constitui uma alternativa viavel e eficaz
na prevengao e combate de diversas patologias da cavidade oral, destacando-se o
citronelal e seus enantibmeros pertencentes ao grupo dos monoterpenos,
proveniente do metabolismo secundario das plantas. Este composto ja apresentou
diversas atividades biologicas testadas e confirmadas tais como antimicrobiana. O
presente estudo objetiva avaliar a atividade antibacteriana do monoterpeno (S)-(-)-
citronelal contra cepas de Pseudomonas aeruginosa. Na metodologia utilizou-se a
técnica de microdiluicdo seriada para a determinagdo da Concentragdo Inibitoria
Minima (CIM) e a Concentragdo Bactericida Minima (CBM). Em uma placa de 96
orificios, foi adicionado caldo Mueller Hinton, o monoterpeno nas diferentes
concentragdes e o inoculo das cepas bactérianas. As placas foram incubadas a 37°C
durante 24-48 horas. Apos a leitura da CIM, aliquotas de 20 uL foram retiradas de
cada poc¢o que ndo apresentou crescimento bacteriano, e transferidas para pocos de
uma nova placa, desprovidas de qualquer antimicrobiano, foi assepticamente
fechada e incubada a 35 °C, e as CBMs foram registradas ap6s 48 horas. Foi
também realizado a Concentracao Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA), através de
uma simulagdo, in vitro, do biofilme dental. Os resultados obtidos para o
monoterpeno testado foi de CIM igual a 512 pg/mL, apresentando assim efeito
antibacteriano forte, porém nao apresentou valores de CBM e mostrou-se efetivo na
inibicdo de aderéncia da Pseudomonas aeruginosa até uma concentragdo de 1:8.
Com base nos resultados conclui-se que o monoterpeno (S)-(-)-citronelal possui
efeito bacteriostatico e antiaderente efetiva sobre as cepas de Pseudomonas
aeruginosa.

Palavras-chave: Fitoterapia, Microbiologia, Terpeno, Pseudomonas aeruginosa,
Odontologia.



ABSTRACT

The use of natural products in dentistry constitutes a viable and effective alternative
in the prevention and combat of various pathologies of the oral cavity, highlighting the
O and its enantiomers belonging to the group of Monoterpenes, derived from the
metabolism Secondary plants. This compound already Gisele several biological
Activities tested and confirmed such as antimicrobial. The present study aims to
evaluate the antibacterial activity of the monoterpene (S)-(-)-Citronelal against
Pseudomonas aeruginosa strains. In the methodology, the serial microdilution
technique was used to determine the minimum inhibitory concentration (MIC) and the
minimum bactericidal concentration (MBC). In a 96-hole plate, Mueller Hinton broth
was added, the monoterpene in the different concentrations and the inoculo of the
bacteria strains. The plates were incubated at 37 ¢ C for 24-48 hours. After reading
the MIC, aliquots of 20 uL were removed from each well that did not present bacterial
growth, and transferred to Wells of a new plaque, devoid of any antimicrobial, was
aseptic closed and incubated at 35 °c, and the CBMs were Recorded after 48 hours.
It was also performed the minimum adhesion inhibitory concentration (MICA),
through a simulation, in vitro, of the dental biofilm. The results obtained for the
monoterpene tested were MIC equal to 512 ug/mL, thus presenting a strong
antibacterial effect, but not presented MBC values and proved effective in inhibiting
adherence of Pseudomonas aeruginosa to a concentration of 1:8. Based on the
results it is concluded that the Monoterpene (S)-(-)-Citronelal has an effective
bacteriostatic and non-adherent effect on the strains of Pseudomonas aeruginosa.

Keywords: Phytotherapy, Microbiology, Terpeno, Pseudomonas aeruginosa,
Dentistry.
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1. INTRODUCAO

O biofilme é formado por um ou mais micro-organismos envolvidos em uma
matriz polimérica extracelular, aderido a uma superficie. Os biofilmes apresentam
uma composicdo heterogénea, configurando uma estrutura complexa de
microcoldnias e canais que permitem fluxo de fluidos e nutrientes. As bactérias séo
capazes de aderir a superficies bidticas e abidticas (FREITAS; SAND; SIMONETTI,
2010).

As infeccbes bucais induzidas por biofilme incluem carie, doenca periodontal,
infeccdes endodénticas e peri-implantares. Tais doencas podem influenciar a
qualidade de vida, a saude sistémica e os custos financeiros com tratamentos
(CARVALHO, 2018). Como os biofilmes bacterianos sao altamente resistentes a
terapia antibacteriana convencional, tem sido dificil combater essas infec¢bes
(CARVALHO, 2017).

De acordo com Alves (2017) dentre as inUmeras bactérias envolvidas nos
estudos de biofilme, destacam-se a Pseudomonas aeruginosa, bacilo gram-negativo,
geralmente encontrado em altas proporcdes no biofilme subgengival de individuos
com periodontite e no interior do canal radicular, constituindo uma espécie
bacteriana resistente a muitos antibidticos, além de apresentar a capacidade de
secretar diferentes enzimas extracelulares e toxinas patogénicas. Tal bactéria faz
parte da microbiota humana, mas comporta-se como um patégeno oportunista,
especialmente em individuos com comprometimento imunolégico.

A resisténcia de microrganismos patogénicos tem aumentado devido ao uso
indiscriminado de antimicrobianos, comumente comercializados e usados no
tratamento de doencgas infecciosas. Com isso surge a crescente procura de novas
drogas de origem natural ou sintética pela comunidade cientifica. Desta forma, o uso
de produtos naturais na Odontologia constitui uma alternativa viavel e eficaz na
prevencao e combate de diversas patologias da cavidade oral. Estes produtos
naturais tém sido recentemente investigados como agentes utilizados para
prevencao de doencas (LOBO et al., 2015).

Dentro dessa perspectiva, Alves (2014) relatou os Oleos essenciais como
misturas de compostos aromaticos volateis produzidos durante o metabolismo

secundario das plantas. Estes compostos estdo relacionados com 0os mecanismos
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de defesa natural da planta, e possuem diversas propriedades terapéuticas tais
como as atividades antibacterianas, antifungicas, antivirais, antiparasitarias,
antitoxigénicas, antissépticas, anestésicas, tornando-os também importantes fontes
de novos farmacos.

Os monoterpenos, que sdo os principais constituintes da maioria dos 6leos
essenciais, compreendem uma série ampla de substancias naturais e/ou sintéticas
que ja apresentaram diversas atividades biologicas testadas e confirmadas tais
como: fungicida (CARDENAS-ORTEGA et al., 2005) e bactericida (CRISTANI et al.,
2007).

Portanto, pesquisas com produtos naturais sdo importantes, com destaque
aos metabdlitos secundarios das plantas como o citronelal e seus enantibmeros
pertencentes ao grupo dos monoterpenos. Estes sdo importantes componentes dos
Oleos essenciais de plantas dos géneros Cymbopogon, Eucalyptus, Melissa,
Mentha, Allum e Cinnamomum que apresentam vasta atividade terapéutica
(MEDEIROS et al., 2018).

Frente ao exposto, considerando o potencial terapéutico dos monoterpenos e
a importancia do combate as infecgcdes causadas pelas bactérias multirresistentes,
esse trabalho inovador procura avaliar a possivel atividade antibacteriana e
antiaderente in vitro do monoterpeno (S)-(-)-citronelal contra as cepas de
Pseudomonas aeruginosa.
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2. REFERENCIAL TEORICO

A cavidade oral sofre continua colonizagdo apresentando uma vasta
microbiota. Nela se encontra praticamente a metade da microbiota presente no
corpo humano, representada por varias espécies de bactérias, fungos e virus.
Entretanto, no ambiente bucal, sdo encontradas superficies duras, nao
descamativas, como esmalte, cemento, préteses, entre outros, que favorecem o
desenvolvimento de grandes depédsitos de microrganismos, o biofilme, que pode
servir de reservatério permanente de microrganismos, ocasionando infeccdo a
distancia (MORAIS et al., 2010). O biofilme apresenta um crescimento continuo,
sendo considerado a principal causa das doengas carie e periodontal, infecgdes peri-
implantares e estomatites (ETO; RASLAN; CORTELLI, 2008).

Conforme Silva (2016) o controle do biofilme pode ocorrer de forma mecanica,
com a realizac&o de profilaxia profissional para sua remog¢ao, ou com a escovagao
diaria que promovera desorganizacao nesse aglomerado celular. Entretanto, quanto
mais evoluido o biofilme, maior € sua organiza¢ao, bem como o nimero de espécies
microbianas, existindo entre elas maior interagdo e mais dificilmente o biofilme
conseguira ser removido ou desorganizado. Sendo necessario o emprego de
substancias para controle quimico do biofilme, tendo atividade antimicrobiana e

antiaderente, principalmente.

Alteragdes no hospedeiro como a reducédo de saliva e de imunoglobulinas,
interacdes fisico-quimicas entre enzimas e microorganismos, niveis elevados de
enzimas proteases e neuraminidases devido a higienizagdo bucal precaria e
gengivites podem promover a colonizagdo da cavidade bucal por microrganismos
superinfectantes, como as bactérias entéricas. A Pseudomonas aeruginosa, pode
também colonizar o biofilme dental, a saburra lingual e o tubo orotraqueal em
individuos imunossuprimidos hospitalizados (SALDANHA et al., 2015).

Os processos infecto-inflamatérios no periodonto podem conduzir ao
estabelecimento de gengivite e/ou periodontite, que pode ter relacdo de risco para
doencas como diabetes, doengas cardiovasculares, parto pré-maturo, endocardite

bacteriana, pneumonia, dentre outras. A pseudomonas sp. representa 70% das
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infeccdes no ser humano, tem como principal espécie a Pseudomonas aeruginosa
que é considerado um microrganismo oportunista e pode causar diversos processos
patolégicos (SEMENOFF; SEMENOFF-SEGUNDO; BIASOLI, 2008).

A Pseudomonas aeruginosa encontra-se entre as principais bactérias
causadoras de infecgbes hospitalares, perdendo apenas para o Staphylococcus
coagulase negativa e o Staphylococcus aureus. Relatos de reducao da
susceptibilidade da Pseudomonas aeruginosa aos antimicrobianos vém sendo
publicados no Brasil e em outros paises destacando-se a diminuicdo de
sensibilidade aos antibiéticos de maior espectro de acdo como os carbapenémicos e
as cefalosporinas anti-pseudomonas (FIGUEIREDO et al., 2007). A importancia
clinica da infeccdo por Pseudomonas aeruginosa caracteriza-se pela expressao de
multipla resisténcia a antibacterianos associada a uma dificil erradicacao da doenca,
consequentemente com elevados indices de morbidade e mortalidade (NEVES et
al., 2011).

Com o uso indiscriminado de agentes antimicrobianos, durante as ultimas
décadas, tido como um dos principais fatores agravantes do problema de resisténcia
microbiana. O risco de tratar infeccdes resistentes vem motivando acdes de diversas
fontes na busca de formas de tratamento e de evitar disseminagcdo de cepas
resistentes, como o uso de plantas medicinais tanto para a obtengéo de formulagdes
fitoterapicas com este potencial, como para auxiliar na agdo dos antimicrobianos
(BARBOSA, 2014).

Além do avang¢o na comprovacgao cientifica da eficacia e da seguranca das
plantas medicinais, e a constatacao que a utilizacao da terapéutica centrada no uso
de medicamentos sintéticos ndo cumpriu a promessa implicita e explicita no
tratamento das doencas, pelos altos custos, pelos significativos efeitos adversos que
tém os medicamentos sintéticos, pelos resultados nem sempre satisfatorios, o que
tem levado a buscar formas alternativas de tratamento menos agressivas (DE
FIGUEREDO; GURGE; JUNIOR, 2014).

Dentre os produtos naturais, os 0leos essenciais consistem na forma de
apresentacdo que concentra a maior quantidade de fitoconstituintes com
propriedades biolégicas ativas (FREIRE et al., 2014). Possuem uma atividade

antimicrobiana contra um grande nimero de bactérias incluindo espécies resistentes
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a antibiodticos e antifungicos. Podem apresentar acao tanto contra bactérias Gram-
positivas quanto Gram-negativas e ainda leveduras e fungos filamentosos. Ainda
que industrias farmacéuticas venham produzindo um namero de novos antibiéticos
nas ultimas trés décadas, tem aumentado a resisténcia de microrganismos para
essas drogas (BERTINI et al., 2005).

O citronelal (3,7-dimetil-oct-6-enal) € um monoterpeno, predominantemente
formado pelo metabolismo secundario de plantas, considerado o principal
componente nas misturas de compostos quimicos terpenoides. Além disso,
encontra-se como uma das substancias majoritarias de éleos essenciais de plantas
aromaticas, como as do Género Cymbopogon e Eucalyptus. Este vem revelando ter
diversas atividades, dentre elas, podemos exemplificar além do potencial
antimicrobianao, acdo alelopatica, antioxidante, herbicida e atividade inseticida e
repelente (PONTES et al., 2018).

De acordo com Victoria (2010) o citronelal é tipicamente isolado como uma
mistura nao-racémica dos enantibmeros R e S por destilacdo com arraste de vapor
ou extracdo por solventes dos 6leos de Corymbia citriodora, Java citronela e
Cymbopogon nardus. Alternativamente é também encontrado em outros 50 6leos
essenciais; juntamente com citral, geranial, linalol e citronelol, sendo o citronelal um

dos mais importantes monoterpenos.

Apesar dos dleos essenciais contendo citronelal serem bastante utilizados
para tratarem diferentes condigbes patolégicas de populagbes disseminadas em
todo 0 mundo, como América do Sul e Asia, as suas propriedades, em especial
antibacteriana dos seus enantibmeros, ainda sdo pouco estudadas (NERIO;
OLIVERO-VERBEL; STASHENKO, 2010).



14

REFERENCIAS

ALVES, F. C. B. Acao antibacteriana de associacoes de antimicrobianos:
nisina, 6leos essenciais e compostos majotitarios. Dissertacao (Mestrado em
Biologia Geral e Aplicada) — Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista
Julio de Mesquita Filho, Botucatu, 2014.

ALVES, R. A. H. Triagem fitoquimica e acao antimicrobiana in vitro do extrato
de Spondias mimbin L. frente as bactérias Staphylococcus aureus, a
Pseudomonas aeruginosa e a Escherichia coli. Dissertacao (Mestrado em Saude
Coletiva) — Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do
Norte, Natal, 2017.

BARBOSA, A. S. Atividade moduladora de extratos de plantas medicinais sobre
a resisténcia de cepas de Staphylococcus aureus a eritromicina. Trabalho de
Conclusao de Curso (Graduacao em Farmacia), Universidade Estadual da Paraiba,
Campina Grande, 2014.

BERTINI, L. M., et al. Perfil de sensibilidade de bactérias frente a 6leos essenciais
de algumas plantas do nordeste do Brasil. Infarma, v. 17, n. 3-4, p. 80-83, 2005.

CARDENAS-ORTEGA, N. C., et al. Chemical composition and antifungal activity of
essential oil of / Mexicana Gray. Journal of Agricultural Food Chemistry, v. 53, p.
4347-4349, 2005.

CARVALHO, I. H. G. Acao antimicrobiana do extrato de Lycium barbarum frente
a microrganismos superinfectantes do ambiente bucal. Trabalho de Concluséo
de Curso (Graduagao em Odontologia), Universidade Federal do Rio Grande do
Norte, Natal, 2017.

CARVALHO, P. A. A. doenca periodontal como fator de risco para a pneumonia
nosocomial. International Journal of Science Dentistry, v. 2, n. 48, 2018.

CRISTANI, M., et al. Interaction of four monoterpenes contained in essential oils with
model membranes: Implications for their antibacterial activity. Journal Agricultural
Food Chemistry, v. 55, n. 15, p. 6300-6308, 2007.



15

DE FIGUEREDO, C. A.; GURGE, I. G. D.; JUNIOR, G. D. G. A Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos: construcao, perspectivas e desafios. Physis-
Revista de Saude Coletiva, v. 24, n. 2, p. 381-400, 2014.

ETO, F. S.; RASLAN, S. A.; CORTELLI, J. R. Caracteristicas microbianas na salde
e doenca periodontal. Revista biociéncias, v. 9, n. 2, p. 45-51, 2008.

FIGUEIREDO, E. A. P., et al. Pseudomonas aeruginosa: frequency of resistance to
multiple drugs and cross-resistance between antimicrobials in Recife/PE. Revista
Brasileira de Terapia Intensiva, v. 19, n. 4, p. 421-427, 2007.

FREITAS, V. R.; SAND, S. T. V.; SIMONETTI, A. B. Formagcéo in vitro de bioflme por
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus na superficie de canetas
odontolégicas de alta rotacdo. Rev. odontol. UNESP (Online), v. 39, n. 4, p. 193-
200, 2010.

LOBO, P. L. D., et al. Atividade Farmacolégica do Oleo Essencial de Lippia sidoides
em Odontologia: Uma Revisao de Literatura. Saude e Pesquisa, v. 8, n. 2, p. 373-
378, 2015.

MEDEIRQOS, C. I. S., et al. Atividade anti-Candida tropicalis dos enantibmeros (R)-
(+)-& (S)-(-)-citronelal em associacado com nistatina. Archives of Health
Investigation, v. 7, n. 1, p. 40-43, 2018.

MORAIS, T. M. N., et al. A importancia da atuagcédo odontolégica em pacientes
internados em unidade de terapia intensiva. Revista Brasileira de Terapia
Intensiva, v. 18, n. 4, p. 412-417, 2010.

NERIO, L. S.; OLIVERO-VERBEL, J.; STASHENKO, E. Repellent activity of essential
oils: a review. Bioresour Technology, v.101, n. 1, p.372-378, 2010.

NEVES, P. R., et al. Pseudomonas aeruginosa multirresistente: um problema
endémico no Brasil. Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial, v. 47,
n. 4, p. 409-420, 2011.



16

PONTES, M. A. N, et al. Efeito Inibitério de monoterpenos frente a Klebsiella
pneumoniae produtoras de ESBL. Revista Brasileira de Ciéncias da Saude, v. 22,
n. 1, p. 51-56, 2018.

SALDANHA, K. F. D., et al. A odontologia hospitalar: revisdo. Archives of Health
Investigation, v. 4, n. 1, p. 58-68, 2015.

SEMENOFF, T. A. D. V.; SEMENOFF-SEGUNDO, A.; BIASOLI, E. R. Efetividade
antimicrobiana in vitro de enxaguatorios bucais frente aos microorganismos
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. Revista Odonto Ciencia, v.
23, n. 4, p. 351-354, 2008.

SILVA, N. B. da. Efeito do 6leo essencial de Cymbopogon citratus (DC) Stapf.
no controle quimico do biofilme dentario. Dissertacao (Mestrado em Clinica
Odontolégica) — Programa de Pés-Graduacao em Odontologia, Universidade

Estadual da Paraiba, Campina Grande, 2016.

VICTORIA, F. N. Novos Compostos Organosselénio Bioativos: Estudo da Acao
Antimicrobiana Frente a Patégenos de Importancia em Alimentos. Dissertagao
(Mestrado em Ciéncias) — Programa de Pés-Graduacao em Ciéncia e Tecnologia

Agroindustrial, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2010.



3. ARTIGO

TECNOLOGIAN . PESAUISA
eestio  EDUCACAO
T TRABALHQ ENSINO

Revista da Universida: fale do Rio Verde
e 461

Revista da Universidade Vale do Rio Verde
ISSN: 1517-0276 / EISSN: 2236-5362
v.161n.11 Ano 2018

Raquel Vieira Bezerra

Académica do curso de Odontologia da
Universidade Federal de Campina Grande
raqquelvieir62@ gmail.com

Abrahao Alves de Oliveira Filho
Professor doutor do curso de Odontologia da
Universidade Federal de Campina Grande
abrahao.farm@gmail.com.br

17

AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIBACTERIANA DO
MONOTERPENO (S)-(-)-CITRONELAL
CONTRA CEPAS DE PSEUDOMONAS
AERUGINOSA

RESUMO

O uso de produtos naturais na Odontologia constitui uma
alternativa vidvel e eficaz na prevencdo e combate de diversas
patologias da cavidade oral, destacando-se o citronelal e seus
enantidmeros pertencentes ao grupo dos monoterpenos,
proveniente do metabolismo secunddrio das plantas. Este
composto ja apresentou diversas atividades bioldgicas testadas
e confirmadas tais como antimicrobiana. O presente estudo
objetiva avaliar a atividade antibacteriana do monoterpeno (S)-
(-)-citronelal contra cepas de Pseudomonas aeruginosa. Na
metodologia utilizou-se a técnica de microdiluicio seriada para
a determinacdo da Concentracio Inibitéria Minima (CIM) e a
Concentracdo Bactericida Minima (CBM). Em uma placa de 96
orificios, foi adicionado caldo Mueller Hinton, o monoterpeno
nas diferentes concentracdes e o inoculo das cepas bactérianas.
As placas foram incubadas a 37°C durante 24-48 horas. Ap6s a
leitura da CIM, aliquotas de 20 pL foram retiradas de cada poco
que ndo apresentou crescimento bacteriano, e transferidas para
pocos de uma nova placa, desprovidas de qualquer
antimicrobiano, foi assepticamente fechada e incubada a 35 °C,
e as CBMs foram registradas apés 48 horas. Foi também
realizado a Concentracdo Inibitéria Minima de Aderéncia
(CIMA), através de uma simulacdo, in vitro, do biofilme dental.
Os resultados obtidos para o monoterpeno testado foi de CIM
igual a 512 pg/mL, apresentando assim efeito antibacteriano
forte, porém ndo apresentou valores de CBM e mostrou-se
efetivo na inibicdo de aderéncia da Pseudomonas aeruginosa
até uma concentracio de 1:8. Com base nos resultados conclui-
se que o monoterpeno (S)-(-)-citronelal possui efeito
bacteriostatico e antiaderente efetiva sobre as cepas de
Pseudomonas aeruginosa.

Palavras-chave:  Fitoterapia. = Microbiologia. ~ Terpeno.
Pseudomonas aeruginosa. Odontologia.

EVALUATION OF THE
ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF THE
MONOTERPENE (S)-(-)-CITRONELAL

AGAINST PSEUDOMONAS

AERUGINOSA STRAINS
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ABSTRACT

The use of natural products in dentistry constitutes a viable and
effective alternative in the prevention and combat of various
pathologies of the oral cavity, highlighting the O and its
enantiomers belonging to the group of Monoterpenes, derived
from the metabolism Secondary plants. This compound already
Gisele several biological Activities tested and confirmed such
as antimicrobial. The present study aims to evaluate the
antibacterial activity of the monoterpene (S)-(-)-Citronelal
against Pseudomonas aeruginosa strains. In the methodology,
the serial microdilution technique was used to determine the
minimum inhibitory concentration (MIC) and the minimum
bactericidal concentration (MBC). In a 96-hole plate, Mueller
Hinton broth was added, the monoterpene in the different
concentrations and the inoctlo of the bacteria strains. The
plates were incubated at 37 © C for 24-48 hours. After reading
the MIC, aliquots of 20 pL. were removed from each well that
did not present bacterial growth, and transferred to Wells of a
new plaque, devoid of any antimicrobial, was aseptic closed
and incubated at 35 °c, and the CBMs were Recorded after 48
hours. It was also performed the minimum adhesion inhibitory
concentration (MICA), through a simulation, in vitro, of the
dental biofilm. The results obtained for the monoterpene tested
were MIC equal to 512 pg/mL, thus presenting a strong
antibacterial effect, but not presented MBC values and proved
effective in inhibiting adherence of Pseudomonas aeruginosa to
a concentration of 1:8. Based on the results it is concluded that
the Monoterpene (S)-(-)-Citronelal has an effective
bacteriostatic and non-adherent effect on the strains of
Pseudomonas aeruginosa.

Keywords: Phytotherapy. Microbiology. Terpeno.
Pseudomonas aeruginosa. Dentistry.

Recebido em: XX/XX/XXXX - Aprovado em: XX/XX/XXXX - Disponibilizado em: XX/XX/XXXX

1. INTRODUCAO

O biofilme é formado por um ou mais
micro-organismos envolvidos em uma matriz
polimérica extracelular, aderido a uma superficie.
Os biofilmes apresentam uma composi¢do
heterogénea, configurando uma  estrutura
complexa de microcolonias e canais que
permitem fluxo de fluidos e nutrientes. As
bactérias sdo capazes de aderir a superficies
bidticas e abidticas (FREITAS; SAND;
SIMONETTIL, 2010).

As infec¢des bucais induzidas por
biofilme incluem carie, doenca periodontal,
infecgdes endodonticas e peri-implantares. Tais
doengas podem influenciar a qualidade de vida, a
saude sistémica e os custos financeiros com
tratamentos (CARVALHO, 2018). Como os
biofilmes bacterianos sdo altamente resistentes a
terapia antibacteriana convencional, tem sido
dificil combater essas infeccoes (CARVALHO,
2017).



De acordo com Alves (2017) dentre as
inimeras bactérias envolvidas nos estudos de
biofilme, destacam-se a Pseudomonas
aeruginosa, bacilo gram-negativo, geralmente
encontrado em altas propor¢des no biofilme
subgengival de individuos com periodontite e no
interior do canal radicular, constitui uma espécie
bacteriana resistente a muitos antibidticos, e
apresenta a capacidade de secretar diferentes
enzimas extracelulares e toxinas patogénicas. Tal
bactéria faz parte da microbiota humana, mas
comporta-se como um patdgeno oportunista,
especialmente em individuos com

comprometimento imunoldgico.

A resisténcia de  microrganismos
patogénicos tem aumentado devido ao uso
indiscriminado de antimicrobianos, comumente
comercializados e usados no tratamento de
doengas infecciosas. Com isso surge a crescente
procura de novas drogas de origem natural ou
sintética pela comunidade cientifica. Desta
forma, o uso de produtos naturais na Odontologia
constitui uma alternativa vidvel e eficaz na
prevencido e combate de diversas patologias da
cavidade oral. Estes produtos naturais t€m sido
recentemente  investigados como  agentes
utilizados para prevencdo de doencgas (LOBO et
al., 2015).

Dentro dessa perspectiva, Alves (2014)
relatou os Oleos essenciais como misturas de
compostos aromdticos  volateis produzidos
durante o metabolismo secundério das plantas.
Estes compostos estdo relacionados com o0s
mecanismos de defesa natural da planta, e
possuem diversas propriedades terapéuticas tais
como as atividades antibacterianas, antifliingicas,
antivirais,

antiparasitarias,  antitoxigénicas,
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antissépticas, anestésicas, tornando-os também

importantes fontes de novos fdrmacos.

Os monoterpenos, que sdo os principais
constituintes da maioria dos Oleos essenciais,
compreendem uma série ampla de substincias
naturais e/ou sintéticas que j4 apresentaram
diversas atividades bioldgicas testadas e
confirmadas tais como: fungicida (CARDENAS-
ORTEGA et al., 2005) e bactericida (CRISTANI
et al., 2007).

Portanto, pesquisas com produtos
naturais sdo importantes, com destaque aos
metabodlitos secunddrios das plantas como o
citronelal e seus enantidmeros pertencentes ao
grupo dos monoterpenos. Estes sdo importantes
componentes dos dleos essenciais de plantas dos
géneros Cymbopogon, Eucalyptus, Melissa,
Mentha, Allium e Cinnamomum que apresentam
vasta atividade terapéutica (MEDEIROS et al.,
2018).

Frente ao exposto, considerando o
potencial terapéutico dos monoterpenos e a
importincia do combate as infec¢des causadas
pelas bactérias multirresistentes, esse trabalho
inovador procura avaliar a possivel atividade
antibacteriana e antiaderente in vitro do
monoterpeno (S)-(-)-citronelal contra as cepas de

Pseudomonas aeruginosa.

2. METODOLOGIA
2.1 Ensaios in vitro
2.1.1 Substancias-teste

O monoterpeno (S)-(-)-citronelal foi

adquirido da Inddstria Sigma-Aldrich® (Sdo


https://www.sinonimos.com.br/considerando-se/

Paulo-SP). Para a realizacio dos ensaios
farmacolégicos, a substancia foi solubilizada em
DMSO e diluida em 4gua destilada. A
concentracio de DMSO (dimetilsulf6xido)

utilizada foi inferior a 0,1% v/v.
2.1.2 Espécies Bacterianas e Meio de cultura

Foram utilizadas as seguintes bactérias
de origem clinica: Pseudomonas aeruginosa (Pa
101, Pa 102, Pa 103, Pa 104 e Pa 105). Todas as
cepas foram mantidas em meio Agar Muller
Hinton (AMH) a uma temperatura de 4 °C, sendo
utilizados para os ensaios repiques de 24 horas
em AMH incubados a 35 °C. No estudo da
atividade antimicrobiana foi utilizado um inéculo
bacteriano de aproximadamente 1,5 x 10°
UFC/mL padronizado de acordo com a turbidez
do tubo 0,5 da escala de McFarland
(CLEELAND; SQUIRES, 1991; HADACEK;
GREGER; 2000).

2.1.3 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria

Minima (CIM)

A concentragdo inibitéria minima do
monoterpeno foi determinada pela técnica de
microdiluicio em caldo (CLEELAND;
SQUIRES, 1991; HADACEK; GREGER, 2000).
Foi utilizada uma placa de 96 orificios estéril e
com tampa. Em cada orificio da placa, foram
adicionados 100 pL do meio liquido caldo Muller
Hinton duplamente concentrado. Em seguida,
100 pL da emulsio do monoterpeno na
concentracdo inicial de 2048 pg/mL, foram
dispensados nas cavidades da primeira linha da
placa. E por meio de uma diluigdo seriada em
razdo de dois, foram obtidas as concentracdes de
1024, 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8 e 4 pg/mL, de

modo que na primeira linha da placa encontra-se
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a maior concentracdo e na ultima, a menor
concentracdo. Por fim, foram adicionados 10 pL
do inéculo de aproximadamente 1,5 x 10°
UFC/mL das espécies bacterianas nas cavidades,
onde cada coluna da placa refere-se a uma cepa
de bactéria, especificamente.

Paralelamente, um controle de micro-
organismo foi realizado colocando-se nas
cavidades 100 uL do mesmo caldo Muller Hinton
duplamente concentrado, 100 uL de 4gua
destilada estéril ¢ 10 uL do inodculo de cada
espécie. Para verificar a auséncia de interferéncia
nos resultados pelos solventes utilizados na
preparacdo da emulsido, no caso o DMSO, foi
feito um controle no qual foram colocados nas
cavidades 100 pL do caldo duplamente
concentrado, 100 pL de DMSO e 10uL da
suspensdo  bacteriana. Um  controle de
esterilidade do meio também foi realizado, onde
foi colocado 200 pL do caldo Muller Hinton em
um orificio sem a suspensdo das bactérias. O
antimicrobiano utilizado na execugdo dos testes
como controle positivo foi o cloranfenicol,

adquirido da Sigma-Aldrich® (Sdo Paulo-SP).

A placa foi assepticamente fechada e
incubada a 35°C por 24 - 48 horas para ser
realizada a leitura. A CIM para o monoterpeno
foi definida como a menor concentracio capaz de
inibir visualmente o crescimento bacteriano
verificado nos orificios quando comparado com o
crescimento controle. O experimento foi

realizado em duplicata.

2.1.4 Determinacdo da Concentracdo Bactericida

Minima (CBM)

A concentragdo Dbactericida minima

(CBM) do monoterpeno também foi determinada



para as cepas de bactérias. Ap6s a leitura da CIM
em 48 horas, aliquotas de 20 pL foram retiradas
de cada pogo da placa de microtitulagdo que nio
apresentaram  crescimento  bacteriano, e
transferidas para pogcos de uma nova placa de
microtitulagdo contendo 100 puL de caldo Muller
Hinton, desprovidas de qualquer antimicrobiano.
A placa inoculada foi assepticamente fechada e
incubada a 35 °C, e as CBMs foram registradas
ap6s 48 horas. A CBM foi definida como a
menor concentragio do monoterpeno que
resultou em inibicdo visivel do crescimento do

micro-organismo (NCUBE; AFOLAYANA;
OKOH, 2008; GUERRA et al., 2012).

2.1.5 Determinacdo da Concentra¢do Inibitéria

Minima de Aderéncia (CIMA)

A Concentracdo Inibitéria Minima de
Aderéncia (CIMA) do monoterpeno foi
determinada na presenga de sacarose a 5%, de
acordo com Gerbara, Zardetto e Mayer (1996),
usando-se concentragdes correspondentes ao
monoterpeno puro 1:1 até a diluicdo 1:1024. A
partir do crescimento bacteriano, a cepa de
Pseudomonas aeruginosa escolhida foi cultivada
a 37°C em caldo Mueller-Hinton (DIFCO,
Michigan, Estados Unidos), depois foram
distribuidos 0,9 mL do subcultivo em tubos de
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ensaio e, em seguida, adicionado 0,1 mL da
solugdo  correspondente as  diluicdes do
monoterpeno. A incubacdo foi feita a 37°C por
24 horas com tubos inclinados a 30°. A leitura foi
realizada através da observacdo visual da
aderéncia da bactéria as paredes do tubo, apds a
agitacdo do mesmo. O ensaio foi realizado em
duplicata. O mesmo procedimento foi realizado
para o controle positivo, o digluconato de
clorexidina a 0,12% (Periogard®, Colgate-
Palmolive Company, Nova York, EUA). Foi
considerada a CIMA a menor concentragdo do
monoterpeno em sacarose que impediu a

aderéncia da bactéria ao tubo de vidro.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Concentragao Inibitéria Minima (CIM)
em meio liquido foi determinada para o
monoterpeno (S)-(-)-citronelal nas diferentes
concentracdes sugeridas na metodologia e
determinada pela menor concentragdo capaz de
inibir visualmente o crescimento bacteriano,
conforme apresentado na tabela 1. Observa-se
que os resultados obtidos para o monoterpeno

testado foi de uma CIM de 512 pg/mL.

Tabela 1. Concentragido Inibitéria Minima (CIM) em pg/mL do monoterpeno (S)-(-)-citronelal contra diferentes

cepas de Pseudomonas aeruginosa.

Cepa bacteriana/ P. aeruginosa  P. aeruginosa  P. aeruginosa  P. aeruginosa P. aeruginosa
Al e 101 102 103 104 105
Substancia
1024 pg/mL + + + + +
512 pg/mL + + + + +

256 ug/mL - -



128 pg/mL - -

64 png/mL - -

32 pg/mL - -

16 pg/mL - -

8 ug/mL - -

4 pg/mL - -
Controle positivo + +

Controle negativo - -
(-) sem inibi¢do (+) inibicdo Fonte: Autoria Prépria

Segundo Sartoratto et al. (2004), a
atividade antimicrobiana ¢é classificada como
forte quando possuem CIM de até 500 pg/mL,
moderada para CIM de 600 a 1500 ug/mL e fraca
para CIM acima de 1500 pg/mL. De acordo com
os resultados o monoterpeno (S)-(-)-citronelal
demonstrou forte atividade antibacteriana sobre
as cepas de Pseudomonas aeruginosa, visto que
obteve CIMp(Concentracdo Inibitéria Minima

capaz de inibir o crescimento de 100% das cepas)

de 512 mg/mL.
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A Concentracdo Bactericida Minima
(CBM) foi determinada a partir da menor
concentragdo do monoterpeno que resultou em
inibicdo visivel do crescimento do micro-
organismo. De acordo com a tabela 2, observa-se
que ndo foi possivel identificar a CBM para o
(S)-(-)-citronelal, pois todas as cepas cresceram
na presenga da concentracdo de 1024 pg/mlL,

maior concentracao testada.

Tabela 2. Concentragdo Bactericida Minima (CBM) em pg/mL do monoterpeno (S)-(-)-citronelal contra diferentes

cepas de Pseudomonas aeruginosa.

Cepa bacteriana/ P. aeruginosa  P. aeruginosa  P. aeruginosa  P. aeruginosa  P. aeruginosa
Substancia 101 102 103 104 105
1024 pg/mL - - R . N
512 pg/mL - - - - -

Controle positivo + + + + +

Controle negativo - -

(-) sem inibicdo (+) inibicdo Fonte: Autoria Propria

Para um composto ser considerado
bactericida ou bacteriostatico a Concentracdo
Bactericida Minima (CBM) deve ser igual ou

duas vezes mais que a CIM ou a CBM deve ser

maior que duas vezes o CIM, respectivamente
(HAFIDH et al, 2011). Considerando os
resultados da CBM o monoterpeno (S)-(-)-



citronelal possui efeito bacteriostatico sobre as

cepas Pseudomonas aeruginosa.

A Concentra¢do Inibitéria Minima de
Aderéncia (CIMA) foi determinada para o
monoterpeno (S)-(-)-citronelal nas diferentes
concentracdes sugeridas na metodologia e

definida pela menor concentracdo do agente em
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sacarose que impediu visualmente a aderéncia da
bactéria ao tubo de vidro, conforme apresentado
na tabela 3. Observa-se que o monoterpeno
testado inibiu a aderéncia da Pseudomonas
aeruginosa até a concentracdo de 1:8, possuindo
o potencial antiaderente maior do que o
digluconato de clorexidina a 0,12%, que impediu

a aderéncia até a concentracio de 1:4.

Tabela 3. Dados comparativos da Concentragdo Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA) do monoterpeno (S)-(-)-

citronelal e o Digluconato de clorexidina a 0,12%, contra Pseudomonas aeruginosa.

Cepa bacteriana/Substancia

Pseudomonas aeruginosa 104

(S)-(-)-citronelal

1:8

Digluconato de clorexidina a 0,12%

1:4

Fonte: Autoria Prépria

Nesse contexto, muitas pesquisas buscam
a prospeccdo e identificacio de compostos
bioativos naturais, como o monoterpeno
citronelal formado predominantemente pelo
metabolismos secundarios das plantas,
geralmente encontrado como uma mistura nao
racémica dos enantiomeros R e S, e esta
diversas

associado a propriedades

farmacoldgicas, incluindo atividade
antimicrobiana significativa (FERRAZ et al.,

2017).

Siqueira et al. (2019) constataram, em
seu experimento, atividade bacteriostitica do
monoterpeno (S)-(-)-citronelal contra
Escherichia coli, sendo considerado promissor
para o tratamento de muitas doengas causadas
pela bactéria. Em outro estudo de Siqueira et al.
(2019), o (S)-(-)-citronelal demonstrou atividade

antimicrobiana, com efeito bacteriostatico contra

Staphylococcus aureus, tornando-se um potencial

antibacteriano para o combate de infec¢des, por

exemplo, em casos de reinfec¢des endodonticas.

Em adi¢@o, no estudo de Bezerra et al.
(2019) o (S)-(-)-citronelal apresentou forte
potencial antimicrobiano, constituindo uma
alternativa terapéutica para o combate de
infecgdes causadas por algumas bactérias do
género Bacillus. Frente ao exposto, o presente
estudo confirma o potencial antimicrobiano do
monoterpeno  (S)-(-)-citronelal, além  de
evidenciar uma atividade sobre a aderéncia

bacteriana maior do que o digluconato de

clorexidina a 0,12% contra a P. aeruginosa.

Atualmente os esfor¢os para o controle
do biofilme abrem novas perspectivas no uso de
terapias alternativas. Diversos produtos de
origem natural apresentam resultados
significativos sobre patégenos bucais e controle

da resposta inflamatéria mostrando que agentes



fitoterdpicos podem ser veiculos de prevencdo e
controle de doengas bucais infecciosas assim
como uma opgao eficaz para superar a resisténcia

microbiana (HUACHO; MILAGROS, 2018)

A clorexidina tem sido frequentemente
relatada na literatura cientifica, enquanto outras
substéncias sdo pouco exploradas, como é o caso
dos produtos naturais (ALMEIDA, 2006). Esta é
uma das substancias mais eficazes e seguras, que
embora seja um excelente antimicrobiano, seus
efeitos colaterais fazem seu uso prolongado nio
recomendado. Assim, hd a necessidade de
desenvolver substincias igualmente eficazes,
mas sem esses efeitos adversos
(ALBUQUERQUE et al., 2013) que incluem:
alteracdo na colora¢do nos elementos dentérios,
restauracdes, proteses e lingua, formagdo de
célculo supragengival, alteracdes no paladar,
queimaduras no tecido mole, dor, xerostomia, e
gosto  residual

(PEGORARO et al., 2015).

desagraddvel na  boca

A Pseudomonas aeruginosa apresenta
muitas propriedades de viruléncia, incluindo a
capacidade de produzir e secretar enzimas
extracelulares e toxinas para aderir e formar
biofilmes em tecidos e superficies abidticas, bem
como apresentar resisténcia a muitos antibiéticos.
Estd espécie pode se disseminar para locais
distantes do corpo, aumentando o risco de
doengas infecciosas sist€micas, como pneumonia
bacteriana, infec¢des pulmonares, meningite,
diarreia e infecgGes nosocomiais notdrias, com
taxas de mortalidade de 20 a 60% (SOUTO;
SILVA-BOGHOSSIAN; COLOMBO, 2014).

Dessa forma, cresce a procura por

produtos naturais com atividade antibacteriana
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para o combate de doengas que afetam o
elemento dental, principalmente com o advento
dos efeitos colaterais associados ao uso da
clorexidina, que € designada como padrdo ouro
no controle do biofilme e de cepas
multirresistentes a antibidticos (JUIZ; ALVES;
BARROS, 2010).

4. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, pode-
se concluir que o (S)-(-)-citronelal possuem forte
atividade antimicrobiana ou bacteriostitica e
acdo antiaderente efetiva sobre as cepas de
Pseudomonas  aeruginosa.  Os  resultados
apresentados sdo bastante promissores uma vez
que o monoterpeno demonstra potencial
antibacteriano e antiaderente, o que gera
perspectivas futuras para a continuidade deste
estudo através de testes clinico-toxicoldgicos,

incluindo testes in vivo.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados obtidos, o monoterpeno (S)-(-)-citronelal pode
ser considerado um forte inibidor ou bacteriostatico frente as cepas de
Pseudomonas aeruginosa, e revelou também atividade antiaderente eficaz sobre a
bactéria testada. Este monoterpeno pode ser considerado um recurso promissor
para o tratamento de muitas enfermidades causadas por Pseudomonas aeruginosa,
no entanto faz-se necessario estudos mais aprofundados para elucidacdo de

mecanismos e padroes de eficiéncia e eficacia.

Os resultados apresentados sdo bastante promissores uma vez que o
monoterpeno demonstra potencial antibacteriano e antiaderente, o que gera
perspectivas futuras para a continuidade deste estudo através de testes clinico-
toxicoldgicos, incluindo testes in vivo.
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ANEXO

TITULO E SUBTITULO: FONTE TIMES
NEW ROMAN, TAMANHO 14, EM
CAIXA ALTA, NEGRITO E
CENTRALIZADOS. DEVEM SER
SEPARADOS ENTRE SI POR DOIS
PONTOS

RESUMO

Times New Roman, tamanho 10, justificado, com
espacamento simples. Pardgrafo inico em portugués, com
cerca de 150 a 250 palavras; cinco palavras-chave
separadas por ponto e finalizadas por ponto.

Palavras-chave: Palavra 1. Palavra 2. Palavra 3. Palavra
4. Palavra 5.

TITULO E SUBTITULO EM
INGLES: FONTE TIMES NEW ROMAN,
TAMANHO 14, EM CAIXA ALTA,
NEGRITO E CENTRALIZADOS.
DEVEM SER SEPARADOS ENTRE SI
POR DOIS PONTOS

ABSTRACT

Times New Roman, tamanho 10, justificado, com
espacamento simples. Pardgrafo tinico em inglés, com
cerca de 150 a 250 palavras; cinco keywords separadas
por ponto e finalizadas por ponto.

Keywords: Keyword 1. Keyword 2. Keyword 3. Keyword 4.
Keyword 5.



email @email.com, Times New Roman, 9

autor(a), negrito, Times New Roman, 10
Vinculagdo profissional, Times New Roman, 9

email @email.com, Times New Roman, 9

29

Recebido em: XX/XX/XXXX - Aprovado em: XX/XX/XXXX - Disponibilizado em: XX/XX/XXXX

1. INTRODUCAO

O artigo deve ser inédito, seguindo a linha
editorial da Revista. Serdo submetidos a
aprecia¢do do corpo editorial, com a omissao do
nome do autor e dos avaliadores durante o
processo double blind review (o autor ndo sabe
quem € o avaliador e este também desconhece
quem € o autor). Apds o processo, caso haja
necessidade, os avaliadores propordo alteragdes,
visando a melhora do trabalho, com o objetivo de
publicd-lo. Se as alteragdes forem demasiadas, os
avaliadores podem rejeitar o artigo de maneira
bem-fundamentada. Os originais ndo serdo
devolvidos. O trabalho dos autores e dos
consultores ndo serd remunerado.

A Revista é publicada em formato
eletronico (PDF), disponibilizado pela internet. O
acesso aos  artigos, resenhas, relatos de
experiéncias e demais textos serd permitido, ndo
sendo autorizada qualquer comercializagdo e/ou
alteracdo dos dados. Desse modo, os autores estdo
cientes da cessdo de seus direitos autorais de
publicacdo a Revista.

Os artigos devem ser elaborados em folha
formato A4, margens superior, inferior, esquerda

e direita de 2 cm, entrelinhas 1,5, Times New

Roman, tamanho 11, com excec¢ao das ilustragdes,
tabelas, notas e citacdes diretas em recuo, cujas
fontes devem apresentar tamanho 10. Entradas de
paragrafo, 1,25, a partir da margem. O texto deve

ser justificado. Os _artigos devem apresentar

extensdo minima de 8 paginas e maxima de 10

paginas.

A Introdugdo deve apresentar a
delimitacdo do assunto, objetivos da pesquisa e
outros elementos sobre o tema explanado.

O Desenvolvimento, parte principal do
texto, apresenta de forma ordenada o assunto
tratado. Pode ser dividido em secdes e subsecdes,
de acordo com o tema abordado.

As Consideragdes Finais abordam os
resultados da pesquisa de forma a responder as

questdes apresentadas na introdugao.

2. POS-TEXTUAIS

Nota(s) de rodapé: destinam-se a prestar
esclarecimentos, tecer consideracdes, que nao
devem ser incluidas no texto, para ndo
interromper a sequéncia logica da leitura.
Referem-se aos comentdrios e/ou observagdes
pessoais do autor e sdo utilizadas para indicar

dados relativos a comunicacio pessoal.



As notas sdo reduzidas ao minimo e situar
no final da pagina. Para fazer a chamada das notas
de rodapé, usam-se os algarismos ardbicos, em
negrito, sobrescrito, com numeragdo progressiva
nas folhas.
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