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Resumo: O wuso indiscriminado de antibidticos contribui para que haja a resisténcia
antibacteriana, o que representa um problema para a satde humana. Um composto que esta
sendo explorado € o (+) — a — pineno, um monoterpeno presente em 6leos essenciais e vem
demonstrando possuir efeito contra cepas positivas e negativas. Desse modo, buscando
conhecer esse monoterpeno, este estudo busca investigar sua atividade antibacteriana frente a
cepas padrdo: Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Enterococcus faecalis ATCC 25212,
Para determinar a atividade antimicrobiana do fitoconstituinte, aplicou-se o método de difuséo
em disco. Para isso, foi utilizado o fitoconstituinte (+) — a — pineno, dissolvido em Tween 80
a 1% e DMSO em uma proporcao de 5%, alem de &gua destilada. Para se obter as demais
concentragfes necessarias para o experimento, realizou-se um procedimento de diluicdo em
série, com o auxilio de eppendorfs com as concentragdes: 160-80-40-20-10-5 pL. Apds isso,
foi realizado o in6culo bacteriano, no qual foram selecionadas col6nias isoladas das placas
contento o caldo de Agar Mueller-Hinton. Os resultados mostraram que houve formacdo de
halo de inibicdo de 11 mm para a cepa S.aureus. Quanto a cepa de E. faecalis, evidenciou-se
gue ndo houve formacdo de halo de inibi¢do ao redor do disco. Conclui-se que a substancia
promissora, (+) — o — pineno na concentra¢ao de 160 pL/mL foi capaz de inibir o crescimento
da cepa S.aureus. Nessa perspectiva, sugere-se que novas pesquisas sejam feitas para uma
melhor caracterizacgdo da acdo antibacteriana do fitoconstituinte.
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INTRODUCAO

Devido a exposicdo crescente aos antibacterianos, o organismo humano passou a
adquirir resisténcia contra esses farmacos, gerando assim, um problema de saude publica, uma
vez que contribui para o aparecimento de doencas infecciosas, que se tornam cada vez mais
dificeis de combater.

Nesse contexto, dentro do grupo de bactérias resistentes, destaca-se a cepa
Enterococcus faecalis, que pode estar presentes no ambiente hospitalar, local onde os
antibiodticos sdo muito utilizados, favorecendo assim, a sobrevivéncia e disseminacdo de
micro-organismos resistentes. Nesse caso, 0 aumento da resisténcia de enterococos, entre 0s
seres humanos, também pode estar relacionado ao uso indiscriminado de antimicrobianos
(PERUGINI et al 2015).

Além disso, 0 género Staphylococcus aureus € um dos agentes patogénicos, sendo
considerado responsavel por severas infeccbes em humanos. Esse patdgeno pode provocar
desde uma infeccdo cutdnea de pouca importancia até uma ampla gama de doencas, incluindo
infeccdes sistémicas potencialmente fatais, infeccdes oportunistas e doenca das vias urinarias
(TRABULSI, 2008; LIMA et al., 2015).

Sendo assim, em decorréncia do aumento da resisténcia bacteriana, a busca por
compostos com acgdo antimicrobiana derivadas de plantas teve um grande impulso, visto que
as plantas sdo utilizadas no tratamento e cura de patologias desde os primordios da sociedade,
sendo, portanto, largamente utilizada na medicina popular, devido suas vantagens
econbmicas, facilidade de obtencdo, bem como sua aplicabilidade para diversas doencas.

De modo, conforme Sarto e Junior (2014), nessa busca por antimicrobianos de fonte
natural, destacam-se 0s Oleos essenciais, que sdo misturas complexas de compostos
aromaticos volateis provenientes do metabolismo secundario de vegetais, e que possuem
varios componentes quimicos responsaveis pelas suas propriedades terapéuticas e
organolépticas, dentre eles, ha uma classe denominada de monoterpenos.

Os efeitos antibacterianos de Oleos essenciais contendo o o-pineno, seja como
constituinte majoritario ou em pequenas concentracdes, vém sendo estudados e comprovados
cientificamente (NOBREGA, 2013).

Nesse sentido, tendo em vista o potencial terapéutico apresentado pelos 06leos
essenciais e 0s seus fitoconstituintes, o presente estudo busca analisar a atividade
antibacteriana do monoterpeno, a-pineno sobre cepas de S. aureus e E. faecalis, que tem se

mostrado como um problema de salde publica.
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METODOLOGIA

Local da Pesquisa
Os ensaios laboratoriais foram realizados no Laboratério de Microbiologia,
Parasitologia e Patologia do Centro de Formacéo de Professores da Universidade Federal de

Campina Grande campus de Cajazeiras.
Substancia teste

Foi utilizado o fitoconstituinte (+) — a — pineno, obtido da empresa Sigma-Aldrich do
Brasil Ltda., situada em S&o Paulo, adquirido com recursos préprios. As solucdes foram
preparadas ho momento de execucdo dos testes, sendo utilizados dois solventes para dissolver
o fitoconstituinte, tais como: Tween a 1% e Dimetilsulféxido (DMSQO) em uma proporc¢éo de
5%, além da agua destilada estéril para alcancar as concentracfes desejadas.

Micro-organismos

A atividade antibacteriana do (+) — o — pineno foi avaliada contra duas cepas ATTC
(American Type Culture Collection) gram positivas: S. aureus ATCC 25923 e E. faecalis
ATCC 29212, cedidas pela professora Me. Zilka Nanes Lima da Universidade Estadual da

Paraiba.
Meios de Cultura

Na execucdo dos testes para avaliacdo da atividade antibacteriana do fitoconstituinte,
inicialmente foi preparado o caldo de Agar Mueller-Hinton. Pesou-se 7,6 g do caldo e em
seguida foi introduzido no volume de 200 ml de &gua destilada em um erlenmeyer. E levado
para 0 Agitador magnético com aquecimento por 15 minutos. Vale salientar que antes da
utilizacdo, os meios foram solubilizados em &gua destilada e esterilizados em autoclave a
121°C por 15 minutos.

Nesse contexto, utilizou-se uma ou duas coldnias das cepas S. aureus ATCC 25923 e
E. faecalis ATCC 29212, que foram cedidas e realizou-se a técnica de esgotamento na placa
contendo o0 meio cultura que foi preparado. Os meios foram levados a estufa por 24 horas para

0 crescimento.
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Execucéo do Método de Difusdo em Disco

Para determinar a atividade antimicrobiana do fitoconstituinte, aplicou-se o0 método de
difusdo em disco de acordo com NCCLS (2003), que é aceito pelo FDA (Food and Drug
Administration) e estabelecido como padrdo pelo NCCLS (National Committe for Clinical
Laboratory Standards) (BARRY; THORNSBERRY, 1991). Além disso, ele & empregado
para a determinagéo de atividades antibacterianas.

Desse modo, em um eppendorf foi preparado a solu¢cdo com as seguintes
concentragdes: (+) — a — pineno (160 pL); Tween (10 pL); DMSO (50 pL) e Agua destilada
estéril (780 pL) totalizando 1000 pL de solugdo. Em seguida, foi realizada a diluicdo em série
utilizando seis eppendorfs com as concentragdes do fitoconstituinte (+) — o — pineno (160 a 5
uL), sendo o eppendorf com 160 pL o de maior concentracdo e a de 5 L. menor concentracéo
do fitoconstituinte. Feito a diluicdo supracitada, foi realizado o Inéculo bacteriano, no qual
foram selecionadas duas ou trés col6nias, isoladas das placas de agar. A superficie de cada
col6nia foi tocada com uma alca, e cada cepa foram transferidas para seus respectivos tubos
de ensaio, que possuia 3 ml de solucdo salina.

Neste sentido, apds a incubacéo foi realizado o controle de turbidez, no qual objetiva
padronizar a densidade do inéculo, ou seja, estes devem apresentar uma turvacao semelhante
aescala 0,5 de McFarland (1 x 108 UFC/mL).

Inoculacgéo das Placas de Teste

O swab de algodao estéril foi introduzido na suspensédo ajustada, até 15 minutos apos
ajustar a turbidez da suspensdo de indculo. O swab foi girado varias vezes e apertado
firmemente contra a parede interna do tubo, acima do nivel do liquido. Ajudando assim, a
retirar qualquer excesso de indculo no swab. Sendo assim, a placa de petri contendo 0 meio de
cultura- agar Mueller-Hinton foi semeada através do esfregaco feito com o swab em toda a
superficie estéril do agar. Este procedimento foi repetido esfregando outras duas vezes,
girando a placa aproximadamente 60° cada vez, a fim de assegurar a distribuigdo uniforme do

indculo. Como passo final, passou-se o swab na margem da placa de agar.
Distribuicdo dos discos nas placas inoculadas

ApoOs a incubacgdo, para cada micro-organismos (S. aureus e E. faecalis) foram

distribuidas 6 discos de papel filtro de 6 mm para cada cepa bacteriana em trés placas de petri,
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visto que o ensaio foi realizado em triplicata.

Feito isto, por meio da pipeta automatica foi transferido de 20 pL de cada
concentracdo presente no eppendorf (160-80-40-20-10-5 uL) com fitoconstituinte para os
discos das placas de Petri. Além disso, a fim de avaliar a auséncia de interferéncia dos
solventes utilizados na dissolucdo do fitoconstituinte: DMSO (até 10%) e Tween 80 (1%),
realizou-se um controle no qual foram colocados nos discos de papel 20 puL dos solventes,
DMSO (até 10%), Tween 80 (2%).

Como controle negativo, utilizou-se o disco do antibacteriano padrdo Amicacina (10
ug). Os discos foram transferidos para 0 meio de Agar Mueller-Hinton presente nas placas de
Petri, estas foram assepticamente fechadas e em seguida incubadas a 28 °C por 24-48 horas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Esta pesquisa é pioneira na avaliacdo da atividade antibacteriana do enantidmero
positivo do a-pineno contra cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Enterococcus
faecalis ATCC 25212, tendo em vista que nao ha relatos na literatura de estudos contras estas
bactérias gram-positivas.

Os resultados foram expressos pela média aritmética do didmetro dos halos de inibicdo
formado ao redor dos discos nas trés repeti¢oes, em milimetros (mm), conforme a tabela 1. Os
didametros das zonas de inibicdo foram medidos em milimetros, usando uma régua.

Evidenciou-se que houve a formacdo de halo de inibicdo de 11 mm para a espécie
bacteriana S. aureus, especificamente na concentra¢do de 160 puL/mL, demonstrando assim,
que esta cepa bacteriana apresenta sensibilidade frente ao (+) — a — pineno, conforme Figura 1
abaixo. Quanto as demais concentragfes 80-40-20-10-5 pL/mL, o fitoconstituinte mostrou-se
incapaz de inibir o crescimento bacteriano.

Enquanto que, para a cepa de E. faecalis, observa-se que o (+)-a-pineno ndo foi capaz

de inibir o crescimento bacteriano em nenhuma concentragdo, como observado na Figura 2.
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Figura 1: Placa de Agar Mieller Hinton inoculada
com Staphylococcus aureus ATCC 25923 com discos
de papel de filtro impregnados com dilui¢fes do (+) —
o — pineno (160 — 5 uL/mL).

Figura 2: Placa de Agar Mueller Hinton inoculada com
Enterococcus faecalis ATCC 29212 ap6s 24 horas de
incubacéo.
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Segundo, Masruri e Rahman (2016), o alfa-pineno é um composto monoterpenoide,
um grupo de membros do produto natural do metabolito secundario. Contém 10 carbonos com
uma Unica ligacdo dupla C = C e é Biciclico. Além disso, o0 autor afirma que este composto
age na reducdo da inflamacéo no nivel celular, bem como inibindo o crescimento bacteriano.

Um estudo realizado pelos autores Mazari et al. (2010) buscava avaliar a atividade
antibacteriana dos 6leos esséncias J. phoenicea e C. sempervirens, frente a duas bactérias
gram positivas: Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Enterococcus feacalis ATCC 29212 e
trés gram negativas: Bacillus cereus ATCC 11778, Escherichia coli ATCC 25922 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, por meio do teste de difusdo em disco e da
concentracdo inibitoria minima (CIM). Esses 6leos tinham na sua composicéo o0 a-pineno, B-
phellandreno ¢ acetato de a-terpinilo como os principais constituintes.

Desse modo, os resultados mostraram que os 6leos inibiram as bactérias, produzindo
um didmetro de zona de inibicdo que variaram de 6,8 - 15,6 mm, sendo que a cepa
Staphylococcus aureus ATCC 25923 apresentou um diametro de inibicdo de 10,3 mm, o que
evidencia uma aproximacdo com o halo de inibicdo que foi formado neste estudo. Quanto a
cepa de Enterococcus feacalis, esta se apresentou como o mais sensivel micro-organismo,
com a zona de inibicdo mais alta (15,6 mm) frente aos 6leos J. phoenicea e C. sempervirens.

Outro estudo realizado por Khalil e Li (2011) buscou avaliar a atividade
antimicrobiana do dleo essencial de Salvia officinalis recolhidos da Siria frente as bactérias:
Escherichi coli O157:H7, Pseudomonas aeruoginosa (ATCC 27853), Salmonella typhi
0:9,12, Vi - H: d, Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Streptococcus group D e Candida
albicans (ATCC 10239). Dentre os principais constituintes do 6leo extraido das plantas
encontrava-se o a-pineno. Sendo assim, os resultados mostraram que o 6leo essencial de S.
officinalis foi capaz de inibir completamente o crescimento de bactérias Gram-positivas
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Streptococcus group D na concentragdo de 20 pl /
ml. A atividade antimicrobiana do 6leo essencial foi mais definida contra bactérias Gram-
positivas do que contra bactérias Gram-negativas, uma vez que a resisténcia das bactérias
Gram-negativas pode ser devido a existéncia da membrana fosfolipidica externa, que age
limitando o efeito do 6leo essencial sobre a membrana celular (KHALIL; LI, 2011).

O estudo realizado pelos autores Masruri e Rahman (2016) objetivava identificar sobre
oxidacéo de alfa pineno catalisada por permanganato e seus compostos complexos com zinco
(1) e cobre (I1) utilizando o teste de difusdo em disco e 0 método de diluigdo do tubo. Além

disso, avaliou a atividade destes compostos para inibicdo do crescimento bacteriano das
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cepas: Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Desse modo, a atividade bacteriana testada
obteve inibi¢do do crescimento bacteriano dessas cepas.

Os autores Ramdani et al (2013) buscaram investigar a composi¢do quimica do o6leo
de J. phoenicea obtido de plantas que crescem no leste da Argélia, bem como avaliar sua
atividade antimicrobiana frente as cepas Gram positivas Enterobacter cloacae ATCC 13047,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus ATCC 25923) e as Gram negativas
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas syringae, Salmonella sp, Serratia liquefaciens
ATCC 27592, Serratia marcescens ATCC 14756, e Shigella sp. Os resultados desse estudo
identificaram que o 6leo supracitado apresenta como constituinte majoritario o alfa-pineno
(36,3-55,9%). Além disso, evidenciou-se que o Oleo inibiu o crescimento das espécies
bacterianas, produzindo um didmetro de zona de inibicdo de 7 - 45 mm. Quanto as cepas de
S. aureus ATCC 25923 e Shigella sp, o 6leo apresentou atividade antibacteriana moderada.

Nessa perspectiva, conforme a Tabela 1 abaixo, a cepa de E. faecalis mostrou-se
resistente contra o fitoconstituinte na concentracdo 160 ul/mL, visto que ndo houve a
formacdo de halo de inibicdo, evidenciando assim, que 0 (+) — a — pineno ndo possui

atividade antibacteriana em nenhuma das concentracdes apresentadas.

Tabela 1: Halos de inibi¢do de crescimento (mm) do (+) — o — pineno pelo método de disco-
difusdo em meio solido em diferentes concentracdes frente as cepas S. aureus e E. faecalis

Micro-organismos Concentragéo do (+)-a-pineno em (pL/mL)
160 80 40 20 10 5
E. faecalis 11 <6 <6 <6 <6 <6
S. aureus <6 <6 <6 <6 <6 <6
CONCLUSAO

Os resultados sugerem que o alfa pineno na concentracdo de 160 pL/mL possui
atividade antimicrobiana contra a cepa S. aureus ATCC 25923, demonstrada pela formagéo
do halo de inibicdo de 11 mm didmetro. Porém, ndo apresenta atividade contra a cepa E.
faecalis ATCC 25212, visto que ndo foi capaz de inibir o crescimento bacteriano em nenhuma

das concentragOes testadas neste estudo. Desse modo, sugere-Se que novas pesquisas sejam
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realizadas, para melhor caracterizacdo da atividade do composto, bem como sua toxicidade.
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