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Resumo: Os conhecimentos acerca das plantas medicinais e da sua utilizacdo tém vindo a ser
acumuladas desde a antiguidade até aos nossos dias. Os 6leos essenciais sdo misturas naturais muito
complexas de diversas classes de substancias, dentre elas os fenilpropandides, mono e sesquiterpenos
que podem ser extraidos a partir das plantas aromaticas. As denominacGes dadas a estes 6leos sdo
devidas as suas caracteristicas fisico-quimicas. Sdo considerados 6leos por serem, geralmente, liquidos
de aparéncia oleosa a temperatura ambiente, por apresentarem volatilidade, possuem aroma agradavel
e intenso da maioria de seus grupos representantes. Geralmente, os componentes principais dos 6leos
essenciais determinam as suas propriedades, as quais devem ser estudadas de modo a investigar novas
possibilidades de utilizacdo. Nexte contexto, destaca-se o monoterpeno Citronelal, um produto do
metabolismo secundario das plantas. Estudos com os derivados quimicos do Citronelal e Citronelol,
ambos isolados do 6leo de citronela, demonstraram boa atividade alelopatica, antioxidante, herbicida,
antifingica e antimicrobiana. Desta forma, o principal objetivo deste trabalho foi determinar a
atividade antibacteriana do (S)-(-)-Citronelal contra cepas de Escherichia coli. Para isto, utilizou-se o
método de microdiluicdo em caldo para a determinacdo da concentragdo minima inibitéria (CMI) e da
concentragdo bactericida minima (CBM). Para a realiza¢do dos ensaios farmacologicos, as substancias
foram solubilizadas em DMSO e diluidas em agua destilada. Na presente pesquisa, observou-se que 0
monoterpeno em estudo apresentou CBM 50% de 1024 pg/mL e CIM 50% de 256 pg/mL. Com base
nesses resultados pode-se afirmar que o (S)-(-)-Citronelal possui forte efeito antibacteriano frente as
cepas de E. coli.
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1. Introducéo

As plantas com propriedades terapéuticas utilizadas no cuidado de saude
tradicional constituem uma importante fonte de novos compostos biologicamente ativos. Elas
aparecem como parte do cuidado tradicional de satide em muitas partes do mundo ao longo de
décadas e tém despertado o interesse de varios pesquisadores (CEBALLOS et al., 1993;
LIMA, 1996; CUNHA, 1995; COWAN, 1999: FARIAS; Lima, 2000; BELEM, 2002;
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MICHELIN et al., 2005)

Oleos essenciais s&o produtos resultantes do metabolismo secundario das plantas,
podendo ser extraidos por todos os érgdos, como brotos, folhas, flores, caules, galhos, raizes e
sementes e sdo armazenados em células secretoras, epidérmicas e tricomas. Devido a sua rica
composic¢do quimica, dentre os principais sdo: terpenoides, alcaloides e cumarinas. Os dleos
essenciais tem ganhado cada vez mais notoriedade e despertado interesse, dentre
pesquisadores do mundo todo, devido as suas inumeras propriedades (RESCHKE;
MARQUES; MAYWORM, 2007; BAKALLI, 2008).

Representante de uma classe de metabdlitos secundarios, os monoterpenos sdo 0s
constituintes de 6leos esséncias presentes em espécies de plantas aromaticas. Sua origem
Biosintética deriva de unidades isoprenica, as quais sdo constituidas por dez unidades de
carbonos (LAS HERAS et al., 2003, p.171; SOUZA et al.,2014).

A utilizagdo de produtos naturais como agentes de controle microbiano ndo atrai
somente a area de alimentos, por prevenir sua contaminacgdo e deterioracdo, mas também a
area farmacéutica, uma vez que patégenos associados a doencas infecciosas estdo se tornando
resistentes as drogas utilizadas. Nesse sentido, a ampla atividade biolégica dos 6leos
essenciais tem levado a avaliacdo de Oleos de distintas plantas; porém, poucos trabalhos
mostram a atividade antimicrobiana de compostos isolados. Sabe-se que 0s 6leos essenciais e
alguns terpenos atuam sobre a membrana celular microbiana, provocando alteracbes que
levam a perda de componentes celulares. Esta desestruturacdo da membrana tem sido
atribuida as caracteristicas lipofilicas dos terpenos. Por outro lado, este mecanismo néo
explica a grande diferenca observada na atividade antimicrobiana de diferentes 6leos com
composicdo semelhante ou com componentes majoritarios de estrutura similar (TOSCAN,
2010).

O Citronelal também pertencente ao grupo dos alcoois monoterpenoides e é o
principal componente nas misturas de compostos quimicos terpenoides, dando ao 6leo de
citronela o seu aroma caracteristico de limdo acentuado (JEONG-KYU et al.,2005). Sendo
uma das substancias majoritarias de 6leos essenciais de plantas aromaticas (QUINTANS-
JUNIOR et al., 2011), o Citronelal revelou ter inUmeras atividades, dentre elas, podemos
exemplificar acdo antimicrobiana (SEIXAS et al.,, 2011; CAVALCANTI et al., 2011),
alelopética (BRITO et al., 2012; TOMAZ et al., 2014), antioxidante (SCHERER et al.,2009;
ANDRADE et al., 2012), herbicida (BRITO et al., 2012) e atividade inseticida e repelente
(CHAGAS et al., 2002).
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A Escherichia coli é uma bactéria Gram negativa na forma de bastonete e
apresenta habitat no trato intestinal. Podem ser iméveis 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
(hambdrgueres), enchidos curados, sementes de alface, sumos de fruta ndo pasteurizados,
queijo curado e leite cru (QUALLI, 2015).

O presente trabalho objetiva por meio de ensaios in vitro avaliar a Concentracao
Inibitéria Minima e a Concentracdo Bactericida Minima do monoterpeno (S)-(-)-Citronelal
contra cepas de bactérias E. coli, para determinar a menor concentracdo do composto capaz de

inibir visualmente o crescimento bacteriano.

2. Metodologia

2.1 Ensaios in vitro

2.1.1 Substancias-teste

O monoterpeno (S)-(-)-Citronelal foi adquirido da IndUstria Sigma-Aldrich® (S&o
Paulo-SP). Para a realizacdo dos ensaios farmacolégicos, a substancia foi solubilizada em
DMSO e diluida em agua destilada. A concentracdo de DMSO (dimetilsulféxido) utilizada foi
inferior a 0,1% v/v. O antimicrobiano utilizado na execuc¢édo dos testes como controle positivo

foi o cloranfenicol, adquirido da Sigma-Aldrich® (Sdo Paulo-SP).

2.1.2 Espécie Bacteriana e Meio de cultura

Serdo utilizadas bactérias Gram-negativas sendo elas: Escherichia coli 2536,
Escherichia coli ATCC 8539, Escherichia coli 101, Escherichia coli 102, Escherichia coli
103, previamente isoladas, identificadas e 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 Paraiba
(UFPB), coordenado pela Prof, Dr2, Hilzeth de Luna Freire Pessoa.

Todas as cepas serdo mantidas em meio Luria Bertani (LB) (constituido por:
extrato de levedura (DIFCO) 10 g, triptona (DIFCO) 5 g, NaCl (VETEC) 10 g) a uma

temperatura de 4 °C, sendo utilizados para os ensaios repiques de 24 horas em LB incubados
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a 35 °C. No estudo da atividade antimicrobiana sera utilizado um inoculo 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 Determinagédo da Concentracéo Inibitoria Minima (CIM)

A concentracdo inibitéria minima dos monoterpenos foi determinada pela técnica
de microdiluicdo em caldo (CLEELAND; SQUIRES, 1991; HADACEK, GREGER, 2000).
Foram utilizadas placas de 96 orificios estéreis e com tampa. Em cada orificio da placa, foi
adicionado 100 puL. do meio liquido LB duplamente concentrado. Em seguida, 100 uL da
emulsdo do 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 razéo de dois, foram obtidas as concentracdes de 1024, 512, 256, 128, 64,
32, 16, 8 ¢ 4 ug/mL, de modo que na primeira linha da placa encontra-se a maior
concentragdo ¢ na ultima, a menor concentragdo. Por fim, foi adicionado 10 uL do indculo de
aproximadamente 1-5 x 108 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
nas concentragdes de 1024 pg/mL a 4 ug/mL. Um controle de micro-organismo foi realizado
colocando-se nas cavidades 100 pLL do mesmo LB duplamente concentrado, 100 uL. de agua
destilada estéril e 10 pL do indculo 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 serdo colocados nas cavidades 100 pL do caldo duplamente
concentrado, 100 uLL. de DMSO e 10uL da suspensao bacteriana. Um controle de esterilidade
do meio também foi realizado, onde foi colocado 200 puL. do LB em um orificio sem a
suspensdo das bactérias.

As placas foram assepticamente fechadas e incubadas a 35°C por 24 - 48hrs para
ser realizada a leitura. A CIM para 0 monoterpeno e o antibacteriano sera definida como a
menor concentracdo 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 Determinacgéo da Concentracao Bactericida Minima (CBM)

A concentracdo bactericida minima (CBM) do monoterpeno também foi

determinada para as cepas de bactérias. Apos a leitura da CIM em 48 horas, aliquotas de 20
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uL foram retiradas de cada poco da placa de microtitulacdo que ndo apresentaram crescimento
bacteriano, e transferidas para pogos de uma nova placa de microtitulagao contendo 100 pL de
LB, desprovidas de qualquer antimicrobiano. As placas inoculadas foram assepticamente
fechadas e incubadas a 35 °C, e as CBMs serdo registradas apés 48 h. A CBM sera definida
como a menor concentracdo do monoterpeno que resultou em inibicdo visivel do crescimento
do micro-organismo (ERNST et al., 2002; PEREIRA et al., 2011).

3. Resultados e discursao

3.1 Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) em meio liquido

Os resultados referentes a sensibilidade das cepas bacterianas frente a acdo do (S)-
(-)-Citronelal sdo mostrados na tabela abaixo. A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) em
meio liquido foi testada determinada para o monoterpeno (S)-(-)-Citronelal nas diferentes
concentracdes sugeridas na metodologia e determinada pela menor concentracdo capaz de
inibir visualmente o crescimento bacteriano. Observa-se que o0s resultados para o teste
variaram entre 512 e 128 pg/mL, com CIM 50% igual a 256 pg/mL.

A menor CIM do (S)-(-)-Citronelal, foi 128 ug/mL, para as cepas Escherichia coli
ATCC 2536 e ATCC 8539. As cepas Escherichia coli 101 e 102 apresentaram padréo igual de
resposta frente aos compostos testados (256 pg/mL). O mesmo ndo ocorre com a Escherichia

coli 103, na qual o composto apresenta uma Concentracao Inibitéria Minima de 512 pg/mL.

3.2 Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

A Concentracdo Bactericida Minima (CBM) foi determinada a partir da menor
concentracdo do monoterpeno que resultou em inibicdo visivel do crescimento do
microorganismo. Observa-se uma variacdo de 1024 a 256 pg/mL, com CBM 50% igual a
1024 pg/mL.

Tabela 1. Concentracdo minima inibitéria (CMI) e Concentracdo bactericida
minima (CBM) em ug/mL do monoterpeno (S)-(-)-Citronelal contra diferentes cepas de

Escherichia coli.

(S)-(-)-Citronelal

Microorganismo CIM CBM
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Escherichia coli 128 256
ATCC 2536
Escherichia coli 128 512
ATCC 8539
Escherichia coli 256 1024
101
Escherichia coli 256 1024
102
Escherichia coli 512
103

* (-) = Sem atividade

O Citronelal (3,7-dimetil-oct-6-enal) € um monoterpeno, predominantemente
formado pelo metabolismo secundario de plantas. E tipicamente isolado como uma mistura
ndo-racémica dos enantiomeros R e S por destilagdo com arraste de vapor ou extragdo por
solventes (PYBUS & SELL, 1999). Aligiannis et al. (2001) sugerem que uma atividade
antimicrobiana é classificada como forte quando, para éleos 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.

Sendo assim, de acordo com os resultados da CIM 50%, o (S)-(-)-Citronelal pode
ser considerado um forte efeito antimicrobiano frente as cepas Escherichia coli.

Por sua vez, para um composto ser considerado bactericida ou bacteriostatico a
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) deve ser igual ou duas vezes mais que o CIM ou 0
CBM deve ser maior que duas vezes o CIM, respectivamente (HAMBURGER; CORDELL,
1987). Dessa forma, ao analisar o valor da CBM50 pode-se concluir que para as cepas de

Escherichia coli composto (S)-(-)-Citronelal se comportou como bactericida.

4.Concluséo

Portanto, com base nos resultados obtidos pode-se perceber que o monoterpeno
(S)-(-)-Citronelal apresenta um forte efeito antibacteriano contra cepas de E.coli, com
caracteristica bactericida. Desta forma, sugere-se que este composto pode ser utilizado como
uma alternativa terapéutica para o combate de infeccdes causadas por essas bactérias Gram-

negativas.
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