UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE
UNIDADE ACADEMICA DE CIENCIAS BIOLOGICAS
CENTRO DE SAUDE E TECNOLOGIA RURAL
BACHARELADO EM ODONTOLOGIA

DANIELE DE SOUZA SIQUEIRA

BIOPROSPECCAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DOS MONOTERPENOS
(R)-(+)-CITRONELAL E (S)-(-)CITRONELAL CONTRA CEPAS DE
Staphylococcus aureus E Escherichia coli

PATOS - PB
2019



DANIELE DE SOUZA SIQUEIRA

BIOPROSPECCAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DOS MONOTERPENOS
(R)-(+)-CITRONELAL E (S)-(-)CITRONELAL CONTRA CEPAS DE
Staphylococcus aureus E Escherichia coli

Trabalho de Conclusdo do Curso (TCC)
apresentado a Coordenacao do Curso de
Odontologia da Universidade Federal de
Campina Grande - UFCG, como parte dos
requisitos para obtengdo do titulo de
Bacharel em Odontologia.

Orientador: Prof. Dr. Abrahdo Alves de
Oliveira Filho

PATOS - PB
2019



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA BIBLIOTECA DO CSRT DA UFCG

S618b Siqueira, Daniele de Souza
Bioprospeccao da atividade antibacteriana dos monoterpenos (R)-(+)-
citronelal e (S)-(-)citronelal contra cepas de Staphylococcus aureus e
Escherichia coli. / Daniele de Souza Siqueira. — Patos, 2019.
41f. il

Trabalho de Conclusdo de Curso (Odontologia) — Universidade Federal
de Campina Grande, Centro de Satude e Tecnologia Rural, 2019.

“Orientagdo: Prof. Dr. Abrahdao Alves de Oliveira Filho”.

Referéncias.

1. Fitoterapia. 2. Microbiologia. 3. Odontologia.
4. Terpenos. 1. Titulo.

CDU 616.314:633.88




DANIELE DE SOUZA SIQUEIRA

BIOPROSPECCAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DOS
MONOTERPENOS (R)-(+)-CITRONELAL E (S)~(-)CITRONELAL CONTRA CEPAS
DE Staphylococcus aureus E Escherichia coli

Trabalho de Conclusdo do Curso (TCC)
apresentado a Coordenagéo do Curso de
Odontologia da Universidade Federal de
Campina Grande - UFCG, como parte dos
requisitos para obtengdo do titulo de
Bacharel em Odontologia.

Orientador: Prof. Dr. Abrah&o Alves de Oliveira

Filho
Aprovado em [4 /05/ 19
BANCA EXAMINADORA
/]&.,- A aﬁi.\

Prof. Dr. Abrahao Alves de Oliveira Filho — Orientador
Universidade Federal de Campina Grande — UFCG

(Tu-r-.--'-\o-mw\.;o, —Ty;nt;u‘g Q;‘w-.-

& Prof. Dra. Gymenna Maria Tenério Guénes
Universidade Federal de Campina Grande — UFCG

~

10 fAoe il 0 ON
Prof. Dfa. Maria Angélica Satyro Gomes Alves
Universidade Federal de Campina Grande — UFCG




AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradeco a Deus por ter me concedido o dom da vida, sou
grata pelas pessoas que fazem parte dela, por ter me permitido conquistar tantas
béncaos, ensinando-me a ser forte, minha eterna gratidao.

Aos meus pais, Egito Siqueira e Avaneide Luiz, agradeco por tudo que
fizeram e fazem por mim, bem como aos meus irmaos, obrigada por terem me dado
coragem para seguir , pelas oracées e nunca terem desistido. Obrigada por serem
tao bons, sempre presentes nos melhores momentos e nos mais dificeis também.
Gratidao por terem oportunizado uma educacao nas melhores instituicbes de ensino,
assim como, por terem me educado para a vida, reflexo de tudo que aprendi no meu
lar. Possuo orgulho de ser filha de um casal tdo cheio de amor, com tanto respeito e
honestidade, sei que ndo conseguirei compensar tamanha dedicagdo, mas prometo
levar comigo todos os ensinamentos € me tornar uma pessoa cada vez melhor. Um
dia quero poder construir, constituir uma familia baseada na que fago parte.
Obrigada, Deus.

Aos meus queridos irmaos, Dayane, Bruno e Isabele, unidos constantemente,
emanando amor puro e soélido. Aos meus avos paternos José Clementino de
Siqueira (in memoria) e Luzia Siqueira (in memoria). Aos meus avos maternos José
Luiz e Naide Luiz, em que tenho como exemplo para minha vida.

Aos meus tios e primos que sempre me apoiaram, em especial minha prima
Sybelle Siqueira, que sempre se mostrou disponivel, pessoa atenciosa com minhas
necessidades desde o inicio da graduagdo até o ultimo momento no ERI,
proporcionando oportunidades, ensinando-me e sendo essencial para a minha vida
académica, obrigada a todos que se fizeram presente.

Ao meu namorado Renan, meu amor, parceiro de vida, amigo e confidente.
Obrigada por me fazer tao feliz e realizada, por me ajudar e apoiar nas decisoes,
obrigada por se fazer presente em cada momento na minha vida, pelo cuidado e
paciéncia comigo, sou grata a Deus por ter me escolhido para compartilhar a vida
com voceé.

Deixo minha gratiddo a todos os meus amigos, que torcem por mim,



alegrando-se com minhas conquistas. A minha dupla de curso, Elza, devo muito a
ela que esteve comigo desde o inicio, dividindo materiais odontolégicos que eu nao
possuia para as praticas sem sequer ter reclamado, compartilhando seu
apartamento nos finais de semana para nao ficar sozinha, cuja companhia atuava
em beneficio uma da outra, seja estudando para as provas ou confortando diante da
ardua sélida quando se mora longe da familia. Agradeco também a minha amiga
Maria que enquanto solteira (agora casada) vivia no meu apartamento, sendo amiga-
irma, comungando de muito estudo, e também de muitas brigas, afinal quem é o(a)
irmao/irma que nao briga?!.

Fica meu agradecimento a Joyce, eu carinhosamente nomino como minha
pixesinha, pessoa com espirito de crianga que Deus me presenteou pra cuidar na
graduacédo, a quem ultimamente se fez muito presente na minha vida, juntamente
com Edivan, esta que é a pessoa mais engracada e divertida que eu ja conheci,
autor dos melhores audios, os melhores videos, as melhores histérias, uma pessoa
com o coragao gigante, humilde e generoso. Aos meus integrantes do grupo de uma
rede social denominada Veraneio, além dos ja citados até presente momento,
Matheus e Lewis, o primeiro mais mentiroso enquanto o segundo mais
desmantelado, obrigada pela amizade, pelas montagens, pelas caronas, vocés sao”
show”, espero que Deus me permita conservar todos vocés na minha vida. Obrigada
aquelas que conheci no comego de tudo, na UPE, e que ainda hoje se fazem
presentes, Danlyne e Izabelly. As minhas amigas de infancia, obrigada a todos que
contribuiram de alguma maneira para a minha formacao.

Ao meu professor e orientador de monitoria, Pivic, Pibic e TCC, Dr. Abrahao
Alves, cujas palavras me faltam nesse momento, restando meu agradecimento
sincero e perpétuo em razdo de tanta oportunidade e confianga a meu favor. Dr.
Abrahdo, obrigada por ter me ajudado a chegar até aqui, sou grata desde o primeiro
momento, quando no segundo periodo do curso recebi seu acolhimento e confiancga,
agradeco por ter feito parte do LAFBIM, grupo de pesquisa tdo organizado e
dedicado. O senhor tem minha admiracdo. Almejo um dia poder chegar tdo longe
com tamanha competéncia, dedicacdo e amor que o senhor tem pelo o que faz.
Obrigada por tudo.

Por fim, deixo meus agradecimentos as professoras da minha banca
examinadora, Dra. Angélica e Dra. Gymenna, por terem aceitado o convite para

participar desse momento tao especial para mim.



SIQUEIRA, D. S. Bioprospeccao da atividade antibacteriana dos monoterpenos (R)-
(+)-citronelal e (S)-(-)citronelal contra cepas de Staphylococcus aureus E
Escherichia coli. Patos, Universidade Federal de Campina Grande — UFCG, 2019, 41p.

RESUMO

Os terpenos constituem um conjunto de substancias volateis naturais de origem vegetal e
presentes nos 6leos essenciais, que sdo 0s principais compostos de uso terapéutico,
isolados a partir de plantas. O Citronelal € um monoterpeno que ser encontrado na forma
de mistura racémica ou isoladamente. Além disso, estudos ja relataram atividades
biolégicas tais como fungicida e bactericida testadas e comprovadas para o citronelal de
mistura racémica. Desta forma, com base nas informacdes sobre o potencial terapéutico
dos monoterpenos e a importancia do combate as infeccbes causadas pelas bactérias
multirresistentes, o presente estudo objetiva avaliar a atividade antibacteriana dos
monoterpenos (R)-(+)-citronelal e (S)-(-)-citronelal contra cepas de Staphylococcus aureus
e Escherichia coli . Para a realizacao da atividade foi analisada a Concentracao Inibitéria
Minima (CIM) e a Concentragdo Bactericida Minima (CBM). Utilizou-se o antibacteriano
cloranfenicol como controle positivo. Para isto, utilizou-se o método de microdiluicdo em
caldo, em uma placa de 96 orificios, foi adicionado caldo Mueller Hinton e os
monoterpenos em estudo nas diferentes concentragdes. O ensaio foi realizado em
duplicata. As placas foram incubadas a 37°C durante 24-48 horas para a leitura da CIM.
Apods a leitura, aliquotas de 20 uL foram retiradas de cada pogo que nao apresentar
crescimento bacteriano, e transferidas para pogos de uma nova placa, desprovidas de
qualquer antimicrobiano. As placas inoculadas foram assepticamente fechadas e
incubadas a 35 °C, e as CBMs sao registradas apos 48 h. O monoterpeno (S)-(-)-
citronelal apresentou uma CIM 50 de 256 ug/mL e CBM 50 de 1024 pg/mL frente as
cepas de E. coli, jA o (R)-(+)-citronelal apresentou a CIM 50 e CBM 50 de 512 ug/mL
frente as cepas de E. coli. Para as cepas de S. aureus ambos os monoterpenos
apresentaram o valor de 1024ug/mL para a CIM 50 . Com os resultados analisados
conclui-se que os monoterpenos (R)-(+)-citronelal e (S)-(-)-citronelal podem ser
considerados como promissores para o tratamento de muitas enfermidades causadas por
bactérias.

Palavras-chave: Fitoterapia, Microbiologia, Odontologia, Terpenos.



ABSTRACT

Terpenes are a group of natural volatile substances of plant origin and present in essential
oils, which are the main compounds for therapeutic use, isolated from plants. Citronellal is
a monoterpene which is found in racemic mixture form or alone. In addition, studies have
reported biological activities such as fungicide and bactericide tested and proven for
racemic citronellal. The present study aims to evaluate the antibacterial activity of the
monoterpenes (R) - (+) - citronellal and (S) - ( Citronellal against strains of Staphylococcus
aureus and Escherichia coli. In order to perform the activity, the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC) were analyzed. The
antibacterial chloramphenicol was used as a positive control. For this, the broth
microdilution method was used, in a 96-hole plate, Mueller Hinton broth and the
monoterpenes under study at the different concentrations were added. The assay was
performed in duplicate. Plates were incubated at 37 ° C for 24-48 hours for MIC reading.
After reading, aliquots of 20 uL were withdrawn from each well that did not show bacterial
growth, and transferred to wells of a new plaque, devoid of any antimicrobial. The
inoculated plates were aseptically closed and incubated at 35 ° C, and the MBCs were
recorded after 48 h. The (S) - (-) - citronellal monoterpene presented a MIC 50 of 256 ug /
mL and CBM 50 of 1024 pg / mL against E. coli strains, whereas (R) - (+) - citronellal
presented the MIC 50 and CBM 50 of 512 pg / ml against E. coli strains. For S. aureus
strains, both monoterpenes presented a value of 1024 ug / mL for MIC 50. With the results
analyzed it is concluded that the (R) - (+) - citronellal and (S) - (-) - citronellal
monoterpenes can be considered as promising for the treatment of many diseases caused
by bacteria.

Key words: Phytotherapy, Microbiology, Dentistry, Terpenes.
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1. INTRODUCAO

As bactérias sdo micro-organismos patogénicos que ao colonizarem humanos
causam infec¢des, como as da cavidade oral, cada vez mais dificeis de serem tratadas
com antibiéticos triviais (GONZALEZ; MARIOLI, 2010).

Apesar de notaveis o0s progressos da terapéutica medicamentosa desde o
surgimento dos primeiros anti-infecciosos na década de 1930 e 1940, promovendo a
reducdo de morbidade e mortalidade ao longo do século XX (LEITE; VIEIRA; VEBER,
2008), a sua eficacia farmacologica acaba esbarrando na problematica do uso
indiscriminado de  antibiéticos disponiveis comercialmente, conduzindo ao
desenvolvimento da resisténcia bacteriana, estando esta associada a habilidade das
bactérias em produzir substancias que blogueiam a ag¢ao das drogas ou as mudancas nos
sitios de acdo dos farmacos, além da inducdo dos efeitos indesejaveis inerentes a
antibioticoterapia (CHOMNAWANG et al., 2005; GONZALEZ; MARIOLI, 2010; PARK et
al., 2004).

A utilizagdo desordenada de antimicrobianos vem sendo uma das preocupacdes
mundiais, constituindo um problema de farmacoeconomia, ao se considerar que, nos
paises em desenvolvimento 35% do orcamento total da salude, em média, é gasto com
essas drogas (OZKURT et al., 2005).

Em demasia, mais de 50% das prescricdes sao inadequadas e cerca de 2/3 dos
antimicrobianos sdo utilizados sem prescricdo médica, havendo provas, cada vez mais
irrefutaveis, de que o mau uso desses medicamentos € o principal responsavel pela
disseminacdo da resisténcia microbiana (BRITO et al., 2007; FISHMAN, 2006;
MARCHETE et al., 2011; PASKOVATY et al., 2005).

Portanto, devido a selegdo de micro-organismos patogénicos mutantes resistentes
a esses compostos ja utilizados na terapéutica atual, as pesquisas de inovacao
tecnoldgica na area da farmacologia tém visado a descoberta de novos compostos
antimicrobianos de origem natural ou sintética, como uma alternativa eficaz e econémica
(VARGAS et al., 2004; ELLER et al., 2015).

Dentre os varios produtos naturais e/ou sintéticos bastante pesquisados na
farmacologia pode-se citar os composto terpénicos, que séo divididos de acordo com o
namero de carbono (C) em suas moléculas, em isoprenos ou hemiterpenos (5 C),

monoterpenos (10 C), sesquiterpenos (15 C); diterpenos (20 C); sesterpenos (25 C);
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triterpenos (30 C); tetraterpenos (40 C) e polisoprendides (n C) (BAKKALI et al., 2008;
SPITZER, 2004).

Os monoterpenos, que sdo 0s principais constituintes da maioria dos 6éleos
essenciais, compreendem uma série ampla de substancias naturais e/ou sintéticas que ja
apresentaram diversas atividades biolégicas testadas e confirmadas tais como: fungicida
(CARDENAS-ORTEGA et al., 2005) e bactericida (CRISTANI et al., 2007).

Desta forma, com base nas informacdes sobre o potencial terapéutico dos
monoterpenos e a importancia do combate as infeccbes causadas pelas bactérias
multirresistentes, esse trabalho inovador procura avaliar a possivel atividade

antibacteriana dos monoterpenos (R)-(+)-citronelal e (S)-(-)-citronelal.
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2. REFERENCIAL TEORICO

A partir do método de coloracao desenvolvido por Hans Christian Gram, em 1884,
as bactérias puderam ser classificadas em Gram-positivas, aquelas que se coram em
roxo e Gram-negativas, as que apresentam coloracdo vermelha. Esta técnica tem como
fundamento nada mais que a capacidade das células coradas resistirem ou nao a
descoloragéo pelo alcool. Por meio dela, permitiu-se uma melhor visualizagdo desses
organismos, identificando sua forma e arranjo espacial (SILVA, 2013).

Como exemplos de bactérias Gram-positivas, tém-se as do género
Staphylococcus, distribuidas na natureza, assim como na microbiota normal da pele e da
mucosa dos animais e passaros. Espécies como Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus saprophyticus e Staphylococcus haemolyticus sao
frequentemente reconhecidas como agentes etiolégicos de infecgbes como furlinculo,
carbunculo, abcesso, miocardite, endocardite, pneumonia, meningite e artrite bacteriana,
constituindo importantes causadoras de infeccoes hospitalares (COUTINHO et al., 2010;
NOSTRO et al., 2004; VERHOEFF et al., 1999).

Dentre as Gram-negativas, a Escherichia coli estd associada as principais causas
de doencas infecciosas humanas, por produzir enterotoxinas cujas propriedades e a
associacao ao desenvolvimento de diarreias tém sido amplamente investigadas. A
atividade das citotoxinas e seu papel na infecgdo humana ja foram identificadas,
principalmente em infecgdes do trato urinario (MARIN; SINHORELLI; MENDES, 2014;
MENEZES, et al., 2009; PITOUT, 2012).

De modo geral, os agentes antimicrobianos utilizados para combater as infecgbes
das bactérias tanto Gram-positivas, quanto Gram-negativas podem atuar por varios
mecanismos: promovendo modificagdes na parede celular induzindo alteragdes da
permeabilidade celular, modificacées nas moléculas de proteinas e acidos nucléicos e
inibicdo da sintese de acidos nucléicos (HENDRA et al., 2011).

No entanto, a elevada atividade metabdlica e reprodutiva das bactérias em
associacdo aos mecanismos de troca de material genético pode favorecer o
desenvolvimento de multiplas formas de resisténcias intrinsecas a estrutura fisica celular,
relacionadas a eventos mutacionais e mesmo a transferéncia de genes de resisténcia aos
antimicrobianos, para outras bactérias (CLOETE, 2003).

A resisténcia aos antibiéticos é uma preocupacdo mundial e é quase sempre

inevitavel consequéncia de seu uso clinico. Questao essa ainda mais preocupante nos
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paises em desenvolvimento devido ao frequente irracional uso dessas drogas (GOLD;
MOELLERING, 1996; LUJAN, D; LUJAN, M; MAMANIC, 2012).

Através de varios mecanismos de resisténcia o micro-organismo pode resistir total
ou parcialmente a acdo de um ou mais antimicrobianos pertencentes a mesma ou a
diferentes classes terapéuticas (OTAIZA O'R, 2002). Dessa forma é preocupante o atual
quadro de falta de sensibilidade microbiana aos antimicrobianos disponiveis, por isso
surge a importancia de formas terapéuticas alternativas eficientes (TEXEIRA, 2009).

Assim, com o surgimento de novas doencas e a instalacao da resisténcia as drogas
disponiveis comercialmente, tornou-se necessaria a busca por farmacos que possuam
atividade antimicrobiana e com esta constatacdo ocorra o desenvolvimento de novos
medicamentos (FLORENCE, 2008) e um grande numero de pesquisas vem sendo
realizadas enfatizando as propriedades antimicrobianas de produtos naturais e/ou
sintéticos derivados de vegetais (AGUIAR et al., 2008; LIMA, 2011; SALVAGNINI et al.,
2008; SILVA et al., 2008; SIMOES; ARAUJO, D; ARAUJO, R, 2008; TRINDADE et al.,
2015).

Os componentes de diferentes 6leos essenciais também tém sido estudados por
possuirem atividades biolégicas. Alguns estudos mostram que monoterpenos apresentam
efeitos prejudiciais a membrana celular bacteriana. Estudos de microscopia eletrénica em
E. coli revelaram perda de material celular, coagulacdo de constituintes citoplasmaticos,
além de estimular a perda de ions potassio e inibir a respiracéo celular, sugerindo agao
letal relacionada a dano de membrana citoplasmica apos exposi¢ao ao 6leo de Melaleuca
alternifolia, agdo essa atribuida a presenca do 4-terpinol (CARSON; MEE; RILEY, 2002;
COX, 2000; GUSTAFSON, 1998; SOUTHWELL, 1999).

Por serem altamente hidrofébicos, os monoterpenos interagem com a membrana
celular dos microrganismos causando danos importantes na membrana a acabam
provocando a lise celular (TURINA, 2006).

Esta classe de metabdlitos também se destaca pelas pesquisas cientificas
abordando os terpendides na forma de mistura racémica ou de seus enantibmeros
isolados, pois existe uma estreita relacdo entra a atividade farmacoldgica e a enatiomeria
das substancias ativas. Essa relacao é atribuida a estereosseletividade dos receptores
biolégicos e das enzimas. Com os avancos das técnicas de separacado dos enantibmeros,
houve a possibilidade de realizacao de estudos farmacoldgicos destes isdmeros isolados
e da sua mistura racémica (BIELORY; LEONOV, 2008). Como exemplo destes estudos
pode-se citar a pesquisa realizada por Sousa, Nébrega e Alimeida (2007), que demonstrou
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as atividades anticonvulsivante, sedativa e analgésica dos enantidmeros do monoterpeno
carvona.

Nexte contexto, destaca-se o monoterpeno citronelal, um produto do metabolismo
secundario das plantas, que pode ser isolado sob a forma de uma mistura racémica ou
sintetizado sob a forma dos enantidbmeros R e S, e encontrado em mais de 50 6leos
essenciais de diferentes espécies de plantas (QUINTANS-JUNIOR et al., 2008).

Sao varias as atividades biolégicas descritas para o citronelal (mistura racémica),
entre as quais se destaca seu uso como repelente, uma revisao literaria feita por Maia e
Moore (2011) demonstra que este monoterpeno aplicado de forma tdpica é capaz de
repelir insetos durante 4 horas seguidas. Além disso este monoterpeno ja revelou acao
antimicrobiana (SEIXAS et al., 2011; CAVALCANTI; ALMEIDA; PADILHA, 2011),
alelopatica (BRITO et al., 2012; TOMAZ et al., 2014), antioxidante (SCHERER et al.,
2009; ANDRADE et al., 2012) e herbicida (BRITO et al., 2012). Além disso, a mistura
racémica do citronelal mostrou atividade antifungica contra cepas do género Candida
spp., isoladas da cavidade oral (TRINDADE et al., 2015).

Estudos com os derivados quimicos do citronelal e citronelol, ambos isolados do
6leo de citronela, demonstraram boa atividade antimicrobiana na prote¢ao de alimentos
contra trés importantes bactérias patogénicas Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus e Salmonella typhimurium (VICTORIA et al., 2012), comprovando assim o
potencial farmacologico dos monoterpenos contra diferentes espécies de micro-
organismos patdgenos para o ser humano.

Apesar dos 0leos essenciais contendo citronelal serem bastante utilizados para
tratarem diferentes condigbes patoldgicas de populagdes 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)
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RESUMO

Os terpenos constituem um conjunto de substincias voldteis naturais de origem vegetal e presentes
nos 6leos essenciais, que sao os principais compostos de uso terapéutico, obtidos de plantas
medicinais, que possuem uma variedade de compostos bioativos, como os monoterpenos. Neste
caso, destaca-se o monoterpeno citronelal, um produto do metabolismo secunddrio das plantas.
Estudos com os derivados quimicos do citronelal e citronelol, ambos isolados do 6leo de citronela,
demonstraram boa atividade alelopética, antioxidante, herbicida, antifiingica e antimicrobiana.
Desta forma, o principal objetivo deste trabalho foi determinar a atividade antibacteriana dos
monoterpenos (R)-(+)-citronelal e (S)-(-)-citronelal contra cepas de Escherichia coli. Para isto,
utilizou-se 0 método de microdiluicio em caldo para a determinagdo da concentracio minima
inibitoria (CMI) e da concentracido bactericida minima (CBM). Em uma placa de 96 orificios, foi
adicionado caldo Mueller Hinton e o extrato etandlico bruto em estudo nas diferentes
concentragdes. O ensaio foi realizado em duplicata. As placas foram incubadas a 37°C durante 24-
48 horas. Apds a leitura da CIM, aliquotas de 20 pL foram retiradas de cada pogo que nao
apresentar crescimento bacteriano, e transferidas para pocos de uma nova placa, desprovidas de
qualquer antimicrobiano. As placas inoculadas foram assepticamente fechadas e incubadas a 35 °C,
e as CBMs sdo registradas apds 48 h. Na presente pesquisa, observou-se que 0 monoterpeno em
estudo apresentou CBMso de 1024 ng/mL e CIMso de 256 pg/mL. Com base nesses resultados
pode-se afirmar que os monoterpenos possuiram forte efeito antibacteriano frente as cepas de E.
coli.

Palavras-chave: Oleos essenciais. Monoterpenos. Atividade antibacteriana. Escherichia coli.
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INTRODUCAO

Pat6genos de origem alimentar sdo diversos na natureza e continuam sendo uma das maiores causas
de problemas de saide publica no mundo. Sdo responsdveis por considerdvel morbidade e

mortalidade, custos com cuidados médicos e perda de produtividade '.

Doencgas infecciosas sdo causadas por micro-organismos patogénicos (por exemplo, bactérias, virus,
fungos e parasitas) que invadem as células do hospedeiro para a sua reproducdo. Essas doencas
representam graves problemas de satde publica que afetam uma fracdo significativa da populacdo
mundial e, em razdo de seu aspecto socioecondmico, representam um dos principais desafios para o

século XXI, especialmente nas regides mais pobres e vulneraveis do planeta 2.

A resisténcia bacteriana pode causar infeccdes muito dificeis de serem tratadas, permanecendo no
local e favorecendo a proliferacdo das bactérias. O antibidtico deveria ser prescrito de forma
racional, com base em um diagndstico concreto e nao baseado apenas em dados epidemiol6gicos de
determinados agentes etioldgicos responsdveis por certas infec¢des. Porém, o consumo
desnecessdrio e excessivo sem esta cuidadosa avaliagdo torna mais propicio o desenvolvimento
desta resisténcia, tornando-se um problema sério no tratamento das doencas infecciosas. Esse
evento ocorre em maior proporcdo em ambientes hospitalares onde a incidéncia do uso dessas

drogas, é proposta em grande quantidade °.

As infecgdes bacterianas podem ser ocasionadas por diversas espécies, sendo que os principais
patdégenos encontrados em infeccdes comunitdrias e nosocomiais sdo Staphylococcus aureus e

Escherichia coli *.

A Escherichia coli é uma bactéria Gram negativa na forma de bastonete e apresenta habitat no trato
intestinal. Podem ser imdveis ou moveis por flagelos. A presenca de fimbrias e de outras estruturas
relacionadas desempenha um papel importante na viruléncia da bactéria. Alguns estudos mostram
que em relacdo aos problemas causados por ela, destacam-se os principais alimentos como carnes
mal cozinhadas, principalmente de origem bovina (hambitrgueres), enchidos curados, sementes de

alface, sumos de fruta nio pasteurizados, queijo curado e leite cru’.

A E. coli é provavelmente a bactéria mais estudada e uma das mais comumente isoladas no
laboratério clinico de microbiologia. As cepas de E. coli biologicamente significantes para o ser
humano podem ser classificadas (baseando na genética e critérios clinicos) em 3 grandes grupos:

comensais, patogénicas intestinais (entéricas ou diarreicas) e patogénicas extra intestinais °.
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Tendo em vista que bactérias resistentes a multiplos antimicrobianos representam um desafio no
tratamento de infec¢des, € notdria a necessidade de encontrar novas substincias com propriedades

antimicrobianas para serem utilizadas no combate a esses microrganismos’.

Neste contexto e decorrente do uso etnomedicinal, a fitoterapia é amplamente praticada. Entre as
plantas medicinais mais utilizadas pela populagdo poucas t€ém acdo comprovada. Contudo, o uso

popular tradicionalmente consolidado tem sido utilizado como guia para pesquisas farmacolédgicas

89

As plantas medicinais tém chamado a atencdo de pesquisadores, por ser uma fonte promissora de
substancias que podem ser utilizadas no controle de micro-organismos. Na literatura hd diversos
estudos demonstrando seus efeitos, em particular, antimicrobianos sobre uma grande diversidade de

micro-organismos, além de apresentarem um tratamento eficaz sobre algumas cepas resistentes '°.

Oleos essenciais sio produtos resultantes do metabolismo secunddrio das plantas, podendo ser
extraidos por todos os 6rgdos, como brotos, folhas, flores, caules, galhos, raizes e sementes e sdo
armazenados em células secretoras, epidérmicas e tricomas. Eles tém ganhado cada vez mais
notoriedade e despertado interesse, dentre pesquisadores do mundo todo, devido as suas inimeras

propriedades '!.

Representante de uma classe de metabdlitos secundarios, os monoterpenos sao os constituintes de
6leos esséncias presentes em espécies de plantas aromdticas. Sua origem Biosintética deriva de

unidades isoprenica, as quais sdo constituidas por dez unidades de carbonos'2.

O Citronelal também pertencente ao grupo dos dlcoois monoterpenoides e € o principal componente
nas misturas de compostos quimicos terpenoides, dando ao 6leo de citronela o seu aroma

caracteristico de limdo acentuado ''.

1

Sendo uma das substincias majoritdrias de 6leos essenciais de plantas aromdticas '*, o Citronelal

revelou ter indmeras atividades, dentre elas, podemos exemplificar acdo antimicrobiana'*,

alelopética, antioxidante'>, herbicida!® e atividade inseticida e repelente !”.

Por outro lado, devido ao desconhecimento da possivel existéncia da acdo téxica, bem como de sua
indicacdo adequada, as plantas medicinais s@o muitas vezes usadas de forma incorreta, ndo

produzindo o efeito desejado'®.
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Desta forma, com base nas informagdes sobre o potencial terapéutico dos monoterpenos e a
importancia do combate as infeccdes causadas pelas bactérias multirresistentes, esse trabalho
inovador procura avaliar a possivel atividade antibacteriana dos monoterpenos (R)-(+)-citronelal e

(S)-(-)-Citronelal contra cepas de Escherichia coli.

MATERIAL E METODOS

Local de Trabalho

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Microbiologia do Centro de Sauide e
Tecnologia Rural (CSTR) da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), estado da Paraiba,

Brasil.
2.1 Ensaios in vitro
2.1.1 Fito-constituinte

Os monoterpenos (R)-(+)-citronelal e (S)-(-)-Citronelal foram adquiridos da Inddstria Sigma-
Aldrich® (Sao Paulo-SP). Para a realizacdo dos ensaios farmacologicos, a substancia foi
solubilizada em DMSO e diluida em 4gua destilada. A concentragdo de DMSO (dimetilsulf6xido)
utilizada foi inferior a 0,1% v/v. O antimicrobiano utilizado na execu¢ao dos testes como controle

positivo foi o cloranfenicol, adquirido da Sigma-Aldrich® (S@o Paulo-SP).
2.1.2 Espécie Bacteriana e Meio de cultura

Foram utilizadas bactérias Gram-negativas sendo elas: Escherichia coli ATCC 8539, Escherichia
coli 101, Escherichia coli 102, Escherichia coli 103, Escherichia coli 104, previamente isoladas,
identificadas e gentilmente cedidas pelo laboratorio de Bioquimica, Genética e Radiobiologia
(BioGer) do Departamento de Biologia Molecular (DBM), Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza
(CCEN), Universidade Federal da Paraiba (UFPB), coordenado pela Prof®. Dr®. Hilzeth de Luna

Freire PessoOa.

No estudo da atividade antimicrobiana foi utilizado um inéculo bacteriano de aproximadamente 1.5

x 108 UFC/mL padronizado de acordo com a turbidez do tubo 0,5 da escala de McFarland '°°.

2.1.3 Determinagdo da Concentracao Inibitoéria Minima (CIM)
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A Concentracao Inibitéria Minima dos monoterpenos foi determinada pela técnica de microdilui¢ao
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 pL da emulsdo de cada monoterpeno na concentracdo inicial de 2048 pg/mL (também
duplamente concentrado), foram dispensados nas cavidades da primeira linha da placa. E por meio
de uma diluicdo seriada em razdo de dois, foram obtidas as concentragdes de 1024, 512, 256, 128,
64, 32, 16, 8 ¢ 4 ng/mL, de modo que na primeira linha da placa encontra-se a maior concentragio e
na ultima, a menor concentragdo. Por fim, foram adicionados 10 pL do indéculo de
aproximadamente 1,5 x 10 UFC/mL da espécie bacteriana nas cavidades, onde cada coluna da

placa refere-se a uma cepa de bactéria, especificamente.

Paralelamente, foi realizado o mesmo ensaio com o antibacteriano cloranfenicol na concentracdo de
100 pg/mL. Um controle de micro-organismo foi realizado colocando-se nas cavidades 100 pL do
mesmo Muller-Hinton duplamente concentrado, 100 uLL de agua destilada estéril e 10 pLL do inoculo
de cada espécie. Para verificar a auséncia de interferéncia nos resultados pelos solventes utilizados
na preparacdo da emulsao, no caso o DMSO, foi feito um controle no qual serdo colocados nas
cavidades 100 puL do caldo duplamente concentrado, 100 pL. de DMSO e 10uL da suspensdao
bacteriana. Um controle de esterilidade do meio também foi realizado, onde foi colocado 200 uL do

Muller-Hinton em um orificio sem a suspensao das bactérias.

As placas foram assepticamente fechadas e incubadas a 35°C por 24 - 48hrs para ser realizada a
leitura. A CIM para o monoterpeno e o antibacteriano serd definida como a menor concentragao
capaz de inibir visualmente o crescimento bacteriano verificado nos orificios quando comparado

com o crescimento controle. Os experimentos foram realizados em duplicata.
2.1.4 Determinagdo da Concentra¢iao Bactericida Minima (CBM)

Depois de ler os resultados da CIM, a determinacao da Concentracdo Bactericida Minima (CBM)
foi realizada; trés dilui¢des de 10 pl da CIM, foram inoculadas em caldo Mueller-Hinton (100 pl /
pog¢o) em placas de microdilui¢do estéreis e, em seguida, foram incubadas 35-37°C durante 24-48
horas. Entdo, 20 pL de resazurina foram 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, verificado onde néio houve coloragio do indicador?!?%,

RESULTADOS E DISCUSSOES



25

Os resultados referentes a acdo antibacteriana do (S)-(-)-citronelal contra cepas de E. coli
encontram-se na tabela 1 e 2 , em que se determinou a CIMs¢ do (S)-(-)-Citronelal como sendo 256
pg/mL para as cepas testadas. Ja para o CBM, foi determinada como 256 ug/mL para a cepa
Escherichia coli 104; 512 pg/mL para a cepa Escherichia coli ATCC 8539; 1024 pug/mL para as

cepas Escherichia coli 101 e Escherichia coli 102 e sem atividade para a cepa Escherichia coli 103.

Os resultados referentes a acdo antimicrobiana do (R)-(+)-citronelal contra cepas de E. coli
encontram-se na tabela 3 e 4, em que se determinou a CIMsp como sendo 512 pg/mL. A CBM
variou de 256 pg/mL a 512 pg/mL para as cepas de E. Coli 101 e 104, respectivamente, as demais

ndo apresentaram atividade.

Tabela 1 — Concentracdo minima inibitéria (CIM) em pg/mL do monoterpeno (S) - (-) - Citronelal
contra diferentes cepas de Escherichia coli.

(S)-(-)-Citronelal

Escherichia coli Escherichia coli Escherichia  Escherichia Escherichia coli

ATCC 8539 101 coli 102 coli 103 104
512pg/mL + + + +
256 ng/mL + _
128 pg/mL + _ _ _ +
Controle negativo _ _ _ _ —
Controle positivo + + + + +

(-) Sem inibi¢do (+) inibi¢do
Fonte: autoria prépria

Tabela 2 — Concentracdo bactericida minima (CBM) em pg/mL do monoterpeno (S) - (-) -
Citronelal contra diferentes cepas de Escherichia coli.

(S)-(-)-Citronelal

Escherichia coli Escherichia coli Escherichia  Escherichia Escherichia coli

ATCC 8539 101 coli 102 coli 103 104
1024pg/mL + + + -
512 pg/mL + _ _ -
256pg/mL _ _ _ - +
Controle negativo _ _ _ - _
Controle positivo + + + - +

(-) Sem inibig¢do (+) inibicdo
Fonte: autoria propria
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Tabela 3 — Concentra¢do minima inibitéria (CIM) em pg/mL do monoterpeno (R) - (+) -
Citronelal contra diferentes cepas de Escherichia coli.

(R) - (+) - Citronelal

Escherzclgg;;olz ATCC Escherichia coli 101 ESChEl’]lZgla coli ESChE}’]lggl(l coli Escherichia coli 104
1024 pg/mL + + + + +
512 pg/mL + + - - +
256 ng/mL - + - - +
128 pg/mL - - - - -
Controle negativo - - - - -
Controle positivo + + + + +

(-) Sem inibicdo (+) Inibi¢ao
Fonte: autoria propria

Tabela 4 — Concentracdo bactericida minima (CBM) em pg/mL do monoterpeno (R)- (+) -
Citronelal contra diferentes cepas de Escherichia coli

(R)- (+) - Citronelal

Escherichia coli Escherichia coli  Escherichia  Escherichia Escherichia coli

ATCC 8539 101 coli 102 coli 103 104
1024 pg/mL - + - -
512 pg/mL - + - -
256 ng/Ml - + - - -
Controle negativo - - - - -
Controle positivo - + - - +

(-) Sem inibi¢ao (+) Inibicao

Fonte: autoria propria

Segundo Sartoratto et al.(2004), os valores entre 50-500 pg/ml tem uma forte atividade, 600-1500
pg/ml tem uma moderada atividade e os valores acima de 1500 pg/ml tem uma fraca atividade
antibacteriana®’.

Sendo assim, de acordo com os resultados dos monoterpenos (R)-(+)-citronelal e (S)-(-)-citronelal,

podem ser considerados fortes inibidores frente as cepas Escherichia coli, uma vez que apresentou
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uma CIMsp (Concentragdo Inibitéria Minima capaz de inibir o crescimento de 50% das cepas) de

512 pg/mL e 256 ng/mL, respectivamente.

De acordo com Hafidh et al. (2011) para um composto ser considerado bactericida ou
bacteriostitico de acordo com a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) deve ser igual ou duas
vezes mais que o CIM ou o CBM deve ser maior que duas vezes o CIM, respectivamente.
Analisando os resultados do CBM pode-se ver que para o monoterpeno (R)-(+)-citronelal, a
substancia teve um efeito bactericida, ja para o (S)-(-)-citronelal, a substancia possuiu um efeito

bacteriostatico frente as cepas de E. coli %%,

Os resultados encontrados neste estudo corroboram com os dados obtidos com a mistura racémica

do monoterpeno Citronelal, que revelou ter inimeras atividades, dentre elas, acdo antimicrobiana 14

CONCLUSAO

Em vista dos resultados obtidos, pdde-se observar que os monoterpenos (R)-(+)-citronelal e (S)-(-)-
citronelal apresentaram resultados relevantes. Diante disso, podem ser considerados como
promissores para o tratamento de muitas enfermidades causadas pela bactéria E. coli, no entanto
faz-se necessario estudos mais aprofundados para elucidacdo de mecanismos e padrdes de eficiéncia

e eficacia.
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RESUMO

Staphylococcus aureus é uma bactéria presente em
doencas infecciosas orais, sendo mais comumente
encontrada em casos de falha no tratamento endodontico,
contribuindo para o aumento da resisténcia bacteriana. O
objetivo desse trabalho objetiva avaliar a Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) e Concentracio Bactericida
Minima (CBM) dos monoterpenos (R)-(+)-citronelal e (S)-
(-)-citronelal contra as cepas de S.aureus. Para isto,
utilizou-se 0 método de microdiluicio em caldo para a
determinacdo da CIM e da CBM. Em uma placa de 96
orificios, foi adicionado caldo Mueller Hinton e o extrato
etanoélico bruto em estudo nas diferentes concentrages. O
ensaio foi realizado em duplicata. As placas foram
incubadas a 37°C durante 24-48 horas. Apés a leitura da
CIM, aliquotas de 20 pL foram retiradas de cada poco
que nao apresentar crescimento bacteriano, e transferidas
para pocos de uma nova placa, desprovidas de qualquer
antimicrobiano. = As  placas  inoculadas  foram
assepticamente fechadas e incubadas e as CBMs foram
registradas apés 48 horas. Com base nos dados obtidos foi
possivel concluir que os monoterpenos (R)-(+)-citronelal e
(S)-(-)-citronelal possuem efeito bacteriostatico sobre as
cepas de S. aureus.

PALAVRAS-CHAVE: Sadde Pdblica; Microbiologia;
Monoterpeno .

ABSTRACT

Staphylococcus aureus is a bacterium present in oral
infectious diseases, being most commonly found in
cases of failure in endodontic treatment, contributing to
the increase of bacterial resistance. The objective of
this work was to evaluate the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal
Concentration (CBM) of the monoterpenes (R) - (+) -

citronellal and (S) - (-) - citronellal against S. aureus
strains. For this, the broth microdilution method was
used for the determination of MIC and CBM. In a 96-
well plate, Mueller Hinton broth and the crude
ethanolic extract under study at different concentrations
were added. The assay was performed in duplicate.
Plates were incubated at 37 °© C for 24-48 hours. After
reading the CIM, aliquots of 20 pL were removed from
each well that did not show bacterial growth, and
transferred to wells of a new plaque, devoid of any
antimicrobial. The inoculated plates were aseptically
closed and incubated at 35 ° C, and the MBCs were
recorded after 48 h. Based on the data obtained it was
possible to conclude that the (R) - (+) - citronellal and
(S) - (-) - citronellal monoterpenes have a bacteriostatic
effect on S. aureus strains.

KEYWORDS: Public Health;  Microbiology;
Monoterpeno

INTRODUCAO

As doengas infecciosas, segundo a OMS sdo
responsaveis por cerca de 33% das causas de
mortalidade no mundo, ocupando a primeira posicdo
entre as principais causas de morte em paises
subdesenvolvidos'. A grande disseminacio de doencas
infecciosas bacterianas deve-se ao fato de cepas
resistentes a antibidticos>.

A literatura relata um crescimento do nimero de
infeccdes hospitalares associadas a Staphylococcus
aureus resistentes a penicilina®. O S. aureus é uma
bactéria esférica, do grupo dos cocos gram-positivos,
frequentemente encontrada na pele e nas fossas nasais
de pessoas saudaveis. Entretanto pode provocar
doengas, que vao desde uma simples infecg¢do
(espinhas, furinculos e celulites) até infecgdes graves



(pneumonia, meningite, endocardite, sindrome do
choque téxico, septicemia e outras)*.

S. aureus € um patégeno comum em doencas
infecciosas orais como a cdrie e infecgdes
endododnticas, sendo mais comumente encontrada em
casos de falha no tratamento endodoéntico, o que
contribui para o aumento da resisténcia bacteriana>S.

Diante disso, o estudo farmacoldgico das drogas
vegetais — planta inteira ou partes -, evidencia um
campo inesgotdvel de novos conhecimentos cientificos
e geradores de riquezas, que colabora notavelmente
para o aprimoramento da medicina tradicional’.

Com o crescente aumento da resisténcia aos
antibidticos torna-se mais vidvel e necessdria a
utilizacdo dos Oleos essenciais e seus constituintes,
como alternativas terapéuticas®. Os 6leos essenciais
sdo derivados do metabolismo secundario das plantas,
e na literatura sdo muito estudados para o tratamento de
diferentes doencas infecciosas®®.

Dentre os vdrios componentes dos Oleos
essenciais estdo os terpenos que possuem acdo
antimicrobiana, antiviral e antineopldsica®. O citronelal
(3,7-dimetil-oct-6-enal) é um monoterpeno que pode
ser isolado como uma mistura ndo racémica dos
enantidomeros R e S por destilacdo com arraste de vapor
ou extragdo por solventes. Ele estd presente em plantas
do género Cymbopogon, dentre elas o C. citratus, o
capim-santo, muito usado na medicina popular como
ansiolitico, antialérgico e analgésico'’.

Nesse contexto, 0s terpenoides sdo
reconhecidos, por apresentar um enorme potencial
biolégico, uma vez que vdrios de seus compostos
monoterpénicos, jid revelou diversos resultados
positivos, o que inclui a¢do antimicrobiana!.

Com base nas informacdes sobre o potencial
terapéutico dos monoterpenos e a importincia em
buscar novas alternativas terapéuticas frente a crescente
resisténcia bacteriana aos antimicrobianos atualmente
utilizados, este trabalho objetiva avaliar a possivel
atividade antibacteriana dos monoterpenos (R)-(+)-
citronelal e (S)-(-)-citronelal contra cepas de S. aureus.

1. MATERIAL E METODOS

LOCAL DE TRABALHO

Os experimentos foram realizados no
Laboratério de Microbiologia do Centro de Educacio e
Satde da Universidade 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),
gentilmente cedidas pelo laboratério de Bioquimica,
Genética e Radiobiologia (BioGer) do Departamento
de Biologia Molecular (DBM), Centro de Ciéncias
Exatas e da Natureza (CCEN), Universidade Federal da
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Paraiba (UFPB), coordenado pela Prof®. Dr®. Hilzeth de
Luna Freire Pessoa.

FITOCONSTITUINTES

Os monoterpenos (R)-(+)-citronelal e (S)-(-)-
citronelal foram adquiridos da Inddstria Sigma-
Aldrich® (Sdo Paulo-SP). Para a realizacio dos ensaios
farmacoldgicos, a substincia foi solubilizada em
DMSO e diluida em dgua destilada. A concentragdo de
DMSO (dimetilsulféxido) utilizada sera inferior a 0,1%
v/v.

CONTROLE POSITIVO

Foi usado como controle positivo o
antimicrobiano Clorfenicol, adquirido da Sigma-
Aldrich® (Sao Paulo-SP).

DETERMINACAO DA
INIBITORIA MINIMA

CONCENTRACAO

A Concentracdo Inibitéria Minima dos
monoterpenos foi determinada pela técnica de
microdilui¢do 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 pL.
da emulsdo de cada monoterpeno na concentracio
inicial de 2048 pg/mL (também duplamente
concentrado), foram dispensados nas cavidades da
primeira linha da placa. E por meio de uma diluicdo
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 a maior concentracio e na ultima, a menor
concentracdo. Por fim, foi adicionado 10 pL do in6culo
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, foi realizado o controle positivo
com o antibacteriano cloranfenicol. Um controle de
micro-organismo foi realizado colocando-se nas
cavidades 100 pL. do mesmo Muller-Hinton
duplamente concentrado, 100 pL de dgua destilada
estéril e 10 pL do indéculo de cada espécie. Para
verificar a auséncia de interferéncia nos resultados
pelos solventes utilizados na preparacdo da emulsdo,
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 10pL da suspensio
bacteriana. Um controle de esterilidade do meio
também foi realizado, onde foi colocado 200 pL do
Muller-Hinton em um orificio sem a suspensdo das
bactérias.

As placas foram assepticamente fechadas e
incubadas a 35°C por 24 - 48 horas para ser realizada a
leitura. A CIM para os monoterpenos e o antibacteriano
foi definida como a menor concentragio capaz de inibir
visualmente o crescimento bacteriano verificado nos



orificios quando comparado com o crescimento
controle. Os experimentos foram realizados em
duplicata.

DETERMINACAO} DA
BACTERICIDA MINIMA

CONCENTRACAO

Depois de ler os resultados da CIM, a
determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima
(CBM) foi realizada; trés diluigoes de 10 pl da CIM,
foram inoculadas em caldo Mueller-Hinton (100
pL/poco) em placas de microdilui¢do estéreis e, em
seguida, foram incubadas 35-37°C durante 24-48 horas.
Entdo, 20 pL de resazurina foram 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, verificado
onde ndo houve coloracdo do indicador >4,

2. RESULTADOS

CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)
EM MEIO LIQUIDO

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) em
meio liquido foi determinada para o (R)-(+)-citronelal e
(S)-(-)-citronelal  nas  diferentes  concentragdes
sugeridas na metodologia e determinada pela menor
concentracdo capaz de inibir visualmente o crescimento
bacteriano, conforme apresentado nas tabelas.
Observou-se que os resultados testados variaram entre
128 e 1024pg/mL.

Tabela 1. Concentracdo minima inibitéria (CIM) do
monoterpeno (R)-(+)-citronelal contra diferentes
cepas de S. aureus.
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Tabela 2. Concentracdo minima inibitéria (CIM) do
monoterpeno (S)-(-)-citronelal contra diferentes

cepas de S. aureus.

Cepa S.
bacteriana/ aureus aureus aureus aureus
Substancia ATCC

25925

102

103

aureus

104

1024 pg/Ml
512 pg/mL
256 pg/mL
128 pg/mL
64 pg/mL
32 pg/mL
16 png/mL
8 pg/mL

4 pg/mL
Controle
positive
Controle
negative

+
+
+

(-) sem inibigdo (+) inibicdo

+

+

+ + +

Cepa
bacteriana/
Substancia

S. aureus S. aureus S. aureus S. aureus S. aureus

ATCC
25925

101

102

103

104

1024
pg/mL
512 pg/mL
256 pg/mL
128 pg/mL
64 ug/mL
32 ug/mL
16 ug/mL
8 ug/mL
4 png/mL
Controle
positive
Controle
negative

+

+
+

(=) sem inibicdo (+) inibi¢do

+

+

+

+

As plantas apresentam uma enorme diversidade
estrutural e diversas propriedades fisico-quimicas e
bioldgicas, justificando o crescente interesse de
industrias farmacéuticas na sintese de fArmacos a partir
destas fontes naturais'>!'®. Além disso, o aumento da
resisténcia dos microrganismos as drogas disponiveis
induz os pesquisadores a procura de novas alternativas
terapéuticas, sendo os Oleos essenciais e seus
constituintes um alvo promissor para o encontro de
novos farmacos com atividade antimicrobiana!”.

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 os monoterpenos (R)-(+)-citronelal e (S)-(-)-
citronelal ~ demonstraram  moderada  atividade
antibacteriana sobre as cepas de S. aureus, visto que
obteve CIMso(Concentragdo Inibitéria Minima capaz
de inibir o crescimento de 50% das cepas) de 1024
mg/mL'8,
CONCENTRACAO MINIMA
(CBM)

BACTERICIDA

A Concentracdo Bactericida Minima (CBM) foi
determinada a partir da menor concentracio do
monoterpeno que resultou em inibicdo visivel do
crescimento do microorganismo. De acordo com a
tabela, ndo foi possivel identificar a CBM para o (R)-
(+)-citronelal e (S)-(-)-citronelal, pois todas as cepas



cresceram na presenga da concentracdo de 1024
pg/mL, maior concentragio testada.

Tabela 3. Concentracdo bactericida minima (CBM)
do monoterpeno (R)-(+)-citronelal contra diferentes
cepas de S. aureus.

Cepa S. S. S. S. S.
bacteria aureus aureus aureus aureus aureus
na/ ATCC 101 102 103 104
Substin 25925

cia

1024 - - - - -
png/mL

512 - - - - -
pg/mL

256 - - - - -
png/mL

128 - - - - -
png/mL

64 - - - - -
png/mL

32 - - - - -
png/mL

16 - - - - -
png/mL

8 - - - - -
png/mL

4 - - - - -
ng/Ml

Control  + + + + +
e

positiv

0

Control
e
negativ
o

(-) crescimento (+) inibi¢do

Tabela 4. Concentracio bactericida minima (CBM)
do monoterpeno (S)-(-)-citronelal contra diferentes
cepas de S. aureus.

Cepa

bacteriana ATCC 101 102 103 104

/

25925

Substinci

a

S. aureus S. aureus S. aureus S. aureus S. aureus

1024 - - - - -
pg/mL

512 - - - - -
pg/mL

256 - - - - -
pg/mL

32

128 - - - - -
pg/mL

64 ng/mL - - - - -
32 pg/mL - - - - -
16 pg/mL - - - - -
8 ng/mL - - - - -
4 pg/mL - - - - -

Controle + + + + +
positive
Controle - - - - -
negative

(-) crescimento (+) inibi¢do

Para um composto ser considerado bactericida
ou bacteriostitico de acordo com a Concentracio
Bactericida Minima (CBM) deve ser igual ou duas
vezes mais que o CIM ou o CBM deve ser maior que
duas vezes o CIM, respectivamente”. Diante dos dados
da literatura os monoterpenos (R)-(+)-citronelal e (S)-(-
)-citronelal possui efeito bacteriostdtico sobre as cepas
de S. aureus.

3. DISCUSSAO

As praticas médicas populares utilizam
elementos naturais que, na maioria das vezes, sdo 0S
unicos recursos disponiveis nos ambientes onde estdo
instaladas as comunidades e, a constante busca por
novos medicamentos com base nestas préticas
tradicionais, tem-se mostrado eficaz?.

A acentuada resisténcia bacteriana gera uma
necessidade de desenvolver novos fiarmacos e a
pesquisa com plantas medicinais, como fontes de
substancias bioativas vém sendo um indicativo para
descoberta de eficientes agentes terapéuticos 2'.

Através de revisio sistematica da literatura, foi
possivel identificar o citronelal como componente
majoritdrio do éleo essencial de Cymbopogon nardus.
Na mesma pesquisa, observou-se também atividade
bacteriana do 6leo de C. nardus para cepas de S.

aureus?.

4. CONCLUSAO

Com base nos dados obtidos foi possivel
concluir que os monoterpenos (R)-(+)-Citronelal e
(S)-(-)-citronelal possuem atividade
antimicrobiana sobre as cepas de S. aureus. Desse
modo o monoterpeno em estudo pode ser
considerado como potencial antibacteriano para
futuros estudos de desenvolvimento de novos
antimicrobianos e ou fitoterapicos para o combate
de infecc¢des causadas por Staphylococcus aureus,



em casos de reinfeccoes endododnticas por
exemplo.
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5. CONSIDERAGCOES FINAIS

Sendo assim, de acordo com os resultados dos monoterpenos, o (R)-(+)-citronelal
pode ser considerado um forte inibidor frente as cepas Escherichia coli, uma vez que
apresentou uma CIM 5o (Concentracao Inibitéria Minima capaz de inibir o crescimento de
50% das cepas) de 512 ug/mL. Para a S. aureus o composto foi considerado um efeito
moderado diante dos resultados, CIM 50 do de 1024 ug/mL. J& o monoterpeno (S)-(-)-
citronelal foi forte frente as cepas de E.coli (CIM 50 de 256 pug/mL) e moderado para as
cepas de S. aureus (CIM 5o de 1024 ug/mL).

Em vista dos resultados obtidos, p6de-se observar que o monoterpeno testado
apresentou resultados relevantes. Diante disso os monoterpenos (R)-(+)-citronelal e (S)-(-
)citronelal devido ao seu potencial antimicrobiano pode ser considerado um recurso
promissor para o tratamento de muitas enfermidades, no entanto faz-se necessario
estudos mais aprofundados para elucidagdo de mecanismos e padrées de eficiéncia e

eficacia.
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(Normas da revista — International Journal of Pharmacy & Pharmaceutical Research)

FORMATO DE MANUSCRITO

Todo o manuscrito deve estar em MS WORD.

Idioma: inglés
Espaco: 1,5
Tamanho do papel: A4

(8,5 "X11")

Margens: 1 polegada (todos os lados)
ORGANIZACAO DO MANUSCRITO

Deve ser organizado na seguinte ordem:

Conteudo Texto
Sequiéncia Tipo de fonte Tamanho da fonte | Padronizar
1 Titulo Times New Roman 14 Negrito
2 Nome do autor Times New Roman 12 Normal
3 Afiliacédo Times New Roman 10 Normal
4 Abstrato Times New Roman 12 Normal
5 Palavras-chave Times New Roman 12 Normal
6 Introducao Times New Roman 12 Normal
7 Materiais e métodos Times New Roman 12 Normal
8 Resultado Times New Roman 12 Normal
9 Discusséo Times New Roman 12 Normal
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10 Conclusao Times New Roman 12 Normal

11 Reconhecimento Times New Roman 12 Normal

12 Referéncia Algarismos arabicos 12 Normal

Cabecalhos Times New Roman 12 Negrito

Subtitulos Times New Roman 12 Negrito

Texto de corpo Times New Roman 12 Normal
Titulo

O titulo deve ser breve, abrangente e descritivo.

Autoria

Cada autor deve fornecer seu nome completo, incluindo seu primeiro nome e sobrenome,
seguido de seu endereco. O Autor Correspondente do manuscrito deve ser mencionado a
marca estelar em sobrescrito e deve ser mencionada a afiliacao dos autores. Além disso,
o autor correspondente deve incluir telefone, fax e enderego de e-mail no canto inferior
esquerdo da péagina de titulo.

Resumo Deve comecar em uma nova pagina apos a pagina de titulo para distingui-la da
Introdugéo. Os resumos devem refletir brevemente todos os aspectos do estudo. O
resumo nao deve exceder 250 palavras. Artigos de revisao, trabalhos de pesquisa e
comunicacoes curtas também devem ter um resumo.

Palavras-chave

Abaixo do resumo mencione 4-6 palavras-chave adequadas para indexacéo. Esses
termos estarédo no final do resumo. Se possivel, as palavras-chave devem ser
selecionadas do Index Medicus ou do Excerpta Medica Index.

Introducao
Deve comegar em uma nova pagina e indicar claramente Objetivo, Revisdo de Literatura
e Objetivo da pesquisa.

Materiais e Métodos

Esta secédo deve descrever os materiais e métodos usados no estudo, como ano, local e
outros detalhes relevantes. O método estatistico e o nivel de significancia escolhido
devem ser indicados. Inclua detalhes de aprovacao ética neste segmento (se houver).

Resultado e Discussao
A secao deve focar no cumprimento dos objetivos mencionados na parte de
introdug&o. Deve conter uma revisao critica dos resultados do estudo.

Conclusao
Esta secédo deve conter apenas resultados significativos da pesquisa.
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Reconhecimento

Todos os agradecimentos devem ser digitados em um paragrafo antes da secéo de
referéncia (Todas as pessoas que fizeram contribuicoes significativas para o trabalho de
pesquisa devem ser incluidas no Reconhecimento).

Referéncia

O Estilo Vancouver é o estilo de citagdo usado por revistas cientificas. Ele saiu de uma
reuniao de editores de revistas médicas em 1978, realizada em Vancouver, BC, e é
mantido pelo Comité Internacional de Editores de Revistas Médicas (ICMJE).

Autor de livros iniciais de sobrenome. Titulo: subtitulo. Edicao (se nao for a
primeira). Lugar da publicacao: Publicador: Ano.

Exemplo:

Rang HP, Dale MM, Ritter JM, Moore PK. Farmacologia. 52 ed. Edimburgo: Churchill
Livingstone; 2003.

Revistas

Autor Sobrenome Iniciais. Titulo do artigo Titulo do periddico, abreviado. Data de
Publicagdo: Numero do Volume (Numero do Problema): Nimeros de Pagina.
Exemplo:

John JC Inibidores da ECA e AINEs. Med J Euro. 2010; 777: 181-195.

Websites

Autor iniciais do sobrenome (se disponivel). Titulo do site [Internet]. Lugar de publicacao:
Publisher; Data da Primeira Publicacao [Data da ultima atualizacao; data

citada]. Disponivel em: URL

Exemplo:

George Samsung, Rosy Chris. HIV. MediNet. 15/1/2004

Disponivel em: http: // www. health.com/ article.htm

Se o autor nao é conhecido:
Titulo da pagina. Titulo do site. Ultima atualizagdo ou data de direitos autorais. URL (data
de acesso).

Figuras, Imagens e Tabelas
Figuras, imagens e tabelas devem ser colocadas em local apropriado no manuscrito.

Submissao do manuscrito

Todos os manuscritos devem ser submetidos pelo sistema de submissédo on-line ou por e-
mail para editor@humanjournals.com e editor.in.chief.international@gmail.com como
anexo.
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ANEXO 2

INSIRA O TITULO EM PORTUGUES
DO ESTUDO ORIGINAL

INSERT TITLE IN ENGLISH

NOME E SOBRENOME DO AUTOR!', NOME E SOBRENOME DO AUTOR', NOME E SOBRENOME DO
AUTOR!', NOME E SOBRENOME DO AUTOR', NOME E SOBRENOME DO AUTOR?

1. Académico do curso de graduagdo do curso X da Universidade Y; 2. Professor Doutor, Disciplina X do curso X da Universidade Y.

* Insira o enderego do autor de correspondéncia com Rua/ Av. nimero, bairro, cidade, Estado, Brasil. CEP: 00000-000. email@mail.com.br
Preferencialmente, o orientador do estudo deverd ser designado para os didlogos com o Corpo Editorial do periédico BISCR, fornecendo preferencialmente seus
contatos profissionais

Recebido em xx/xx/201x. Aceito para publicagdo em xx/xx/201x

RESUMO

O resumo do manuscrito, em negrito, deve ter no maximo 200 palavras. O resumo deve ressaltar o fator motivador para a
redagdo do trabalho, sendo composto por frases simplificadas (concisas), afirmativas, sem apresentagdo de itens enumerados
com todpicos. Devera ser redigido em paragrafo tinico. Simbolos que ndo sejam comumente utilizados, formulas, equagdes,
diagramas, entre outros, devem ser evitados.

PALAVRAS-CHAVE: registre de 3 a 5 palavras-chave, separadas por ponto e virgula (;).

ABSTRACT

O abstract, sem negrito, deve ser a tradugao do resumo; assim, para evitar o retrabalho, faca o abstract apenas apds
ter finalizado o resumo.

KEYWORDS: as keywords, separadas por ponto e virgula (;) devem ser as palavras-chave traduzidas para o inglés.

7. INTRODUCAO

Neste item, deve ser abordado o referencial tedrico pesquisado para a elaboracio do artigo.

Se necessario, o texto podera ser subdividido por subtitulo(s) sugestivo(s), grafados com alinhamento a esquerda e
em negrito e fonte Arial. A introdu¢@o deverad ser finalizada com a hipétese e o(s) objetivo(s) do estudo realizado, sem a
necessidade de evidencia-los em subtitulos.

Abaixo segue um modelo de pardgrafo para que fique representado o modo de citagdo no padrdo Vancouver,
utilizado pelo periédico BJSCR.

Dotter & Judkins (1964)?, descreveram pela primeira vez um procedimento de angioplastia com o uso de cateter
de dilatacdo na circulagdo periférica, antevendo sua aplicabilidade na circulagdo coronaria.

Segundo a Organiza¢do Mundial da Satide (WHO, 2010)?, as doencas cardiovasculares sdo a principal causa de
morte no mundo, além de contribuir significantemente com altas taxas de morbidade e elevados custos
governamentais com satde, nos dias de hoje3.

Apesar de suas limitagdes, é preciso considerar que oS sfents coronarianos promoveram o maior avango da
cardiologia intervencionista desde a criagdo da angioplastia coronariana por Andreas Griintzig em 19794, uma vez que
propiciaram uma diminuicdo significativa de reestenose quando comparados com qualquer outra técnica de intervengao
coronariana percutinea*>.

Akira et al. (1995)° compararam a reestenose apés o implante de stents em lesdes >20 mm, encontrando indices de
24 a 39%, independentes do tipo de stent.
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8. MATERIAL E METODOS

Os autores devem detalhar os recursos materiais e metodoldgicos utilizados para realizacio do trabalho.
Abreviaturas: para unidades de medida, utilize somente as unidades do Sistema Internacional de Unidades (SI). Utilize
apenas abreviaturas e simbolos ja padronizados, evitando inclui-las no titulo do manuscrito e no resumo. O termo
completo deve preceder a abreviatura quando ela for empregada pela primeira vez, salvo no caso de unidades comuns
de medida.

9. RESULTADOS

Neste item os autores devem registrar seus dados numéricos. Figuras e Tabelas (se houver) deverdo ser inseridas
pelos autores no corpo do texto em local onde sua visualizagao facilite a compreensdo do estudo apresentado.

- Se houver Figuras, recomenda-se que sejam coloridas, com numeragdo ardbica progressiva. O titulo da figura
deverd aparecer abaixo desta, seguido pela sua respectiva legenda, em fonte de tamanho 8. As figuras devem possuir
resolu¢ao suficiente para visualizacdo se a pagina for ampliada pelo leitor e estar no formato .JPG.

Nio serdo aceitas imagens fora de foco;

- Se apresentar Tabelas, o titulo desta devera ser inserido sobre (acima) da Tabela, com numeracido arabica
progressiva, indicando, logo abaixo, a fonte da pesquisa (se houver), ou algum item de observacdo relevante para
interpretacdo de seu contetdo.

Os resultados apresentados em Tabelas ndo devem ser repetidos em graficos, e vice-versa; No texto, a referéncia as
Tabelas ou Figuras deverdo ser feitas por algarismos arabicos. Note que ndo deverd ser feita insercio dos elementos
denominando-os como: esquema, diagrama, gréfico etc. Os elementos graficos do artigo necessariamente deverao
ser chamados de Figura ou de Tabela.

10. DISCUSSAO

Apos a apresentacdo dos resultados, os autores deverdo comentar sobre seus achados experimentais,
contextualizando-os com os registros prévios na literatura cientifica especializada. Note que o item discussao nao deve
conter reapresentacdo de resultados, mas tdo somente os comentarios ou correlagdes entre os dados apresentados, e/ou
entre os dados do estudo com a literatura especializada.

11. CONCLUSAO

O(s) autor(es) devera(ao) responder de modo afirmativo ou negativo sobre a hipdtese que motivou a realizacdo do
estudo, por meio do alcance dos objetivos propostos. No dltimo paragrafo, o(s) autor(es) podera(ao) expressar sua
contribui¢do reflexiva (de cunho pessoal), e/ou versar sobre as perspectivas acerca do estudo realizado. Este item ndo
deve conter referéncias, pois deve expressar a opinido dos autores, com a devida fundamentacao cientifica.

12. AGRADECIMENTOS ou FINACIAMENTO

O(s) autor(es) deve(m) indicar a(s) fonte(s) de financiamento da pesquisa (agéncias de fomento, empresas, etc.),
agradecer a instituicdes ou pessoas que viabilizaram o estudo, sem necessariamente apresentarem-se como autores.

13. REFERENCIAS

Os titulos de periédicos devem ser abreviados de acordo com o Index Medicus (List of Journals Indexed in Index Medicus, disponivel
em http://www.nlm.nih.gov). Utilize fonte Times New Roman de tamanho 9. Listar todos os autores quando até trés; quando forem
quatro ou mais, listar os trés primeiros, seguidos de et al. (em itdlico). As referéncias sao de responsabilidade dos autores e devem
estar de acordo com os originais.

Exemplos de referéncias:

LIVROS:
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[1]  Vellini-Ferreira F. Ortodontia: diagndstico e planejamento clinico. 32 ed. Sdo Paulo: Artes Médicas; 1999.
[2] Kane AB, Kumar V. Patologia ambiental e nutricional. In: Cotran RS. Robbins: patologia estrutural e funcional. 62 ed. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan; 2000.

PERIODICOS CIENTIFICOS:

[1] Ong JL, Hoppe CA, Cardenas HL, et al. Osteoblast precursor cell activity on HA surfaces of different treatments. J Biomed
Mater Res 1998; 39(2):176-83.

WEBSITES:

[1] World Health Organizacion. Oral health survey: basic methods. 4th ed. Geneve: ORH EPID: 1997. Ministério da Saude.

Instituto Nacional do Cancer. Imunoterapia. [acesso 11 mar. 2012] Disponivel em:
http://inca.gov.br/tratamento/imunoterapia.htm

MONOGRAFIAS, DISSERTAGOES E TESES:

[2] Mutarelli OS. Estudo in vitro da deformacdo e fadiga de grampos circunferenciais de prétese parcial removivel, fundidos em
liga de cobalto-cromo e em titanio comercialmente puro. [tese] Sdo Paulo: Faculdade de Odontologia da Universidade de Sdo
Paulo; 2000.
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