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RESUMO ABSTRACT

Objetivo: Avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial
de Cymbopogon citratus sobre as bactérias formadoras do
biofilme dentario: Streptococcus mutans (ATCC 25175), S.
salivarius (ATCC7073) e S. oralis (ATCC1055). Material e
Métodos: Determinou-se a atividade antibacteriana pela
Concentracao Inibitoria Minima (CIM) a partir da técnica de
microdiluicdo, de modo que, em microplacas de 96 pogos
foram inseridos 100iL de caldo Brain Heart Infusion Broth
duplamente concentrado, 100iL da diluicdo do 6leo essencial
e 10iL do inéculo bacteriano (1,5 x 108 microorganismos/mL)
em cada uma das microplacas. Realizou-se diluigdo seriada
do produto partindo-se da concentragdo inicial de 8% até
0,0625%. A CIM correspondeu a menor diluicao na qual se
verificou auséncia de crescimento bacteriano visivel. Os
testes foram realizados em triplicata e a clorexidina
(2%) serviu de controle. Resultados: Verificou-se melhor
desempenho do Cymbopogon citratus frente S. mutans
(ATCC25175), apresentando a CIM iguais a 0,5626mg/mL, ja
para S. salivarius (ATCC7073) e S. oralis (ATCC1055), os
resultados mostram atividade antimicrobiana semelhante
(2,25mg/ml). Conclusédo: O dleo essencial de Cymbopogon
citratus exerce atividade antibacteriana sobre as bactérias
formadoras do biofilme dentario analisadas, especialmente
sobre o Streptococcus mutans (ATCC 25175).

DESCRITORES
Fitoterapia. Agentes Antibacterianos. Oleos Volateis. Placa
Dentaria.

Objective: To evaluate the antimicrobial activity of
Cymbopogon citratus essential oil on dental biofilm-forming
bacteria: Streptococcus mutans (ATCC 25175), S. salivarius
(ATCC7073) and S. oralis (ATCC1055). Material and Methods:
The antibacterial activity was determined by Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) through the microdilution technique. In
96-well microplates, it was added 100 iL of Brain Heart
Infusion Broth doubly concentrated, 100 iL of the essential
oil dilution and 10 iL of bacterial inoculum (1.5 x 108
microorganisms / mL). Serial dilution of the product was
performed ranging from an initial concentration of 8% until
0.0625%. The MIC was considered as the lowest dilution in
which it was verified absence of visible bacterial growth.
Tests were conducted in triplicate, and Chlorhexidine (2%)
was used as control. Results: A better performance of
Cymbopogon citratus was observed upon S. mutans
(ATCC25175), showing MIC of 0.5626 mg / mL, whereas on
S. salivarius (ATCC7073) and S. oralis (ATCC1055) results
indicated similar antimicrobial activity (2.25 mg / mL).
Conclusion: Cymbopogon citratus essential oil was found
to present antibacterial activity on the dental biofilm-forming
bacteria assayed, especially upon Streptococcus mutans
(ATCC 25175).

DESCRIPTORES
Phytotherapy. Anti-bacterial Agents. Oils, Volatile. Dental
Plaque.
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Ouso de plantas no tratamento e na cura de
nfermidades € tdo antigo quanto a espécie
humana, e ainda hoje néo é dificil encontrar,
tanto nas regides mais pobres do pais quanto nas
grandes cidades brasileiras, plantas medicinais
comercializadasem feiraslivres, mercados popularesou
em quintais residenciais nas mais diversas formas de
apresentagdo como “ chéas, sucos, xaropes, Compressas,
inalagdes, banhos, pomadas, gargarejos, bochechos,
entreoutros’” (OLGUIN et al., 2007).

Foi a partir do final do século XVIII, que o
progresso muito rapido das ciéncias modernas veio
enriquecer ediversificar em proporcdes extraordinérias
os conhecimentos sobre as plantas, de modo que, a
evolucdo da quimica moderna e o desenvolvimento
industrial permitiram amanipulacdo dos principiosativos
de muitas plantas com caracteristicasterapéuticas e suas
consequentes formulac8es sintéticas em laboratorio,
atendendo, portanto, a crescente demanda popul acional
demedicamentos (FERREIRA, 2006).

A fitoterapiapossui grande abrangénciamundial
devido afacilidade de acesso, baixo custo erisco e pela
compatibilidade cultural com as tradi¢cdes populares,
fatos responsaveis por gerar umamovimentagéo de 22
bilhdes de ddlares, com um crescimento de 12% ao ano
(LOPEZ, 2006). O Brasil, quetem esteramo daciéncia
correspondendo a 7 % do mercado farmacéutico
nacional, possui cerca de 60.000 espécies de plantas, o
gue corresponde a cercade 20% detodaafloramundial
conhecida, e ndo menos de 75% de todas as espécies
existentes nas grandesflorestas (FERREIRA, 2006).

O Cymbopogon citratus, popularmente
conhecido como capim-santo, capim-cheiroso, capim-
liméo (GOMES, NEGRELL E, 2003), pertenceafamilia
Poaceae, origindria da india e aclimatada no Brasil
(BRITOetal., 2011). E cultivado em todos os paises na
regido dostropicos, preferindo climas quentes e Umidos,
com chuvas bem distribuidas e temperatura média
elevada. A partir da constatacéo de suas propriedades
terapéuticas, esta desde 2010, inclusa dentre as ervas
medicinais regulamentadas pela Agéncia Nacional de
VigilanciaSanitaria(BRASIL, 2010).

Muitos estudos ja foram realizados, tanto com
extratos como 6leos, a fim de analisar o desempenho

terapéutico destagraminea, osquaisidentificaram asua
atividade antifungica (HEYDER, SILVA, 2004),
antibacteriana (ALVARENGA et al., 2007), anti-
helmintica(ALMEIDA et al., 2003) ediurética(GALVEZ
etal., 1998).

Face ao exposto, o presente estudo analisou o
efeito antimicrobiano do 6leo essencial do Cymbopogon
citratus sobre diferentes bactérias formadoras do
biofilme denté&rio.

MATERIAL E METODOS

Realizou-se um estudo experimental in vitro de
abordagem indutiva, com procedimento comparativo
estatistico e técnica de documentacédo direta em
laboratério (LAKATOS; MARCONI, 2009).

As cepas de referéncia utilizadas no estudo
foram Streptococcus mutans (ATCC 25175);
Sreptococcus salivarius (ATCC 7073); Sreptococcus
oralis (ATCC 1055). Os microrganismos foram obtidos
do Laboratério de Materiais de Referéncia do I nstituto
Nacional de Controle de Qualidade em Salide (Fundacéo
Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, Rio de Janeiro - RJ,
Brasil).

As cepasforam reativadas, segundo o protocol o
de reativacé@o de cepas de referéncia da Fundacéo
Oswaldo Cruz, em caldo BHI (Infuso de Coracéo e
Cérebro) e em Agar Sangue (Agar Mller Hinton
adicionado de 5% de sangue de carneiro desfibrinado),
em estufa bacteriol 6gica a 37°C por 48h em atmosfera
de aerobiose (para S. oralis, S. salivarius); micro-
aerobiose ou (microaerofilia) mediante incubagdo pela
técnicadachamadavea(paraS mutans), no Laboratério
de Microbiologia Oral — Nucleo de Medicina Tropical
do Centro de Ciéncias da Salide daUniversidade Federal
da Paraiba. Para conducdo do estudo, suspensdes
antimicrobianas dos microrganismos foram preparadas
em solugéo salina, sob a concentragdo 1,5x10°
microrganismos/mL, equivalente ao tubo 106 daEscala
de MacFarland.

Para avaliag8o antimicrobiana in vitro foi
utilizado o 6leo essencial do Cymbopogon citratus
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(capim santo) (Raizando Exploragéo de Oleos Vegetais
Ltda, Jo&o Pinheiro, MG, Brasil).

O dleo essencid utilizadofoi inicialmentediluido
em &gua destilada estéril, obtendo-se a concentracéo
de 16%. Para obtenc&o dessa diluic&o, considerou-se a
densidade da substancia igual a 0,9 g/mL, conforme
especificagdes do fornecedor. Utilizou-se o método de
diluicéo descrito por ALIGIANNISet al. (2001) eLIMA
et al. (2006), no qual foi adicionado em tubo de vidro
estéril: 0,8 mL do 6leo essencial; 0,05 mL de Tween 80; e
4,2 mL de dguadestiladaestéril. O conjunto foi agitado
durante 5 minutos em aparelho agitador de solugdes
tipo Vortex (Mod. AP56, Phoenix) eaconcentragéo final
obtida foi de 16%, equivalente a 144 mg/mL. Para
avaliagdo da Concentragdo InibitoriaMinima(CIM), o
0leo essencial foi diluido de forma seriada, mediante
emprego datécnicadamicrodiluicdo.

A determinac&o daCIM foi realizadaem placas
demicrodiluigdo com 96 pogos (ALAMAR®, Diadema,
S0 Paulo, Brasil), dispostosem 12 colunas(1a12) e8
linhas (A aH). Cada uma dessas placas destinou-se a
andlisedeum microrganismo. Ascolunas 1, 2 e 3foram
destinadas a andlise antimicrobiana do 6leo essencial
de Cymbopogon citratus e as colunas 4, 5, e 6 ao
Controle Positivo (Clorexidinaa2% - 10mg/mL). A coluna
7 (A-D) foi destinadaao Controle de Crescimento e na
mesma coluna 7 (E-H), foi destinado ao Controle de
Esterilidade.

Em cada um dos pogos das placas de
microdiluicdo foram inseridos 100iL de caldo infusdo
cérebro e coracdo (BHI). Em seguida, inseriu-se 100iL
da emulsao do 6leo essencial para obtencéo da
concentrag@oinicia de8% (72,0mg/mL) naprimeiralinha
da placa de microdiluicdo. As concentracdes
subsequentes do 6leo essencial foi obtidaapdsdiluicdo
seriadados produtos naturais naplacade microdilui¢éo,
partindo-se daconcentrag@oinicial de 8% (LinhaA) até
0,0625% (Linha H), pela transferéncia de 100iL do
contetido ao pogo subsequente. Para os pogos da linha
H, foram dispensados 100iL do contetdo, de modo a
igualar o volume total dos pocos. As concentracdes
(em porcentagem e em mg/mL ) dos produtos analisados
apos a diluicdo seriada sdo apresentadas no Quadro
1

Quadro 1. DiluicBes seriadas dos 6leos essenciais
obtidas pela técnica de avaliagdo antimicrobiana por
microdiluicéo.

Linhas Concentracéo Concentracéo
(*0) (mg/mL)

A 8 72,0

B 4 36,0

C 2 18,0

D 1 9,0

E 0,5 4,5

F 0,25 2,25

G 0,125 1,125

H 0,0625 0,5625

Posteriormente, foram inseridos 10iL da
suspensdo microbiana(1,5x106 microrganismos/mL) em
todos os pocos, exceto a coluna correspondente ao
controle de esterilidade. As placas foram incubadas em
estufa bacteriologica a 37°, por 48h. A CIM
correspondeu aultimadiluigéo do éleo essencia naqual
ndo foi verificadaa presencade precipitado microbiano
ou turvacdo no meio de cultura apds o periodo de
incubagéo.

Todos os testes foram realizados em triplicata.
As unidades de comparacéo estatistica foram as
diluicBes seriadas nas quai s se observou CIM. Osdados
foram tabulados no programa GraphPad Prism 5.0
(Programa PraphPad for Windows, San Diego, CA -
USA), pelo qual se procedeu a andlise estatistica pelo
teste Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn, sendo
adotado nivel de significanciade 95%.

RESULTADOS

A metodologia empregada neste estudo foi
validada pelaausénciade crescimento microbiano para
o controle de esterilidade e controle positivo (Clorexidina
a 2% - 10mg/mL), bem como pela presenca de
crescimento microbiano parao controle de crescimento.

Os valores da Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) do produto testados, sobre as cepas de
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Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius e
Streptococcus oralis, sdo apresentados, respecti-
vamente, no Quadro 2.

Quadro 2. Valores da concentragdo inibitéria minima
do ¢6leo essencial do Cymbopogon citratus.

Concentracdo S. salivarius S. mutans S. oralis

(%) 0,25 0,0625 0,25
(mg/ml) 2,25 0,5625 2,25
DISCUSSAO

Os 0leos essenciais sdo substéncias voléteis,
que apresentam insol ubilidade em égua e complexidade
quimica, o que dificulta a padronizacdo de técnicas
confidvels, que possam ser reproduzidas e validadas,
de modo a alcancar resultados seguros (CASTRO,
LIMA, 2010, NASCIMENTOet al., 2007, SCORZONI et
al., 2007, POZZATTI et al., 2010).

Dessaforma, paraminimizar ainconsisténciados
resultados obtidos, foi empregada a técnica de
microdilui¢&o em caldo, com o objetivo de proporcionar
maior contato entre os produtos testados e as bactérias.
Utilizou-se também um agente emul sificante (Tween 80)
para permitir a diluicdo dos 6leos essenciais em meio
aquoso. Essas medidas contribuem parareducdo deviés
metodoldgico (CASTRO, LIMA, 2010, SCORZONI,
2007). Conformereportado por EL OFF (1998), atécnica
da microdiluicao, além de sua alta eficacia
antimicrobiana, possui como vantagens: baixo custo das
microplacas, requer pequena gquantidade de amostra,
pode ser usado paragrande nimero de amostras e deixa
um registro permanente.

O Controle Positivo (Clorexidina2%), o Controle
de Esterilidade e o Controle de Crescimento foram
empregados de modo avalidar atécnicautilizadaneste
estudo. A ausénciade crescimento bacteriano diante da
Clorexidinademonstraasusceptibilidade das amostras
frente a um antimicrobiano sintético. Os Controles de
Esterilidade e de Crescimento comprovaram,

respectivamente, a auséncia de contaminagdo do meio
de cultura e a viabilidade das cepas testadas.

A literatura encontra-se escassa em relacéo a
outras pesquisas deigual metodologia e amostras, onde
a maioria dos estudos, relacionados a acao
antibactericidado C. citratus, ndo utilizam atécnicada
microdilui¢cdo, massim, adadifusdo seriada (VARGAS
etal., 2010, NOGUEIRA, OLIVEIRA, LORSCHEIDER,
2008, SCHUCK et al., 2001).

De qual quer modo, estas pesquisas demonstram
aaltaeficaciaantimicrobiol 6gicado éleo essencia sobre
abactéria S mutans, o que o tornade sumaimportancia
para a odontologia j& que a inativacdo de
microrganismos rel acionados ao processo cariogénico
€ relevante pelo fato desses serem responsaveis por
produzir acidos a partir da metabolizacéo dos
carboidratos oriundos dadietado individuo que acabam
por desmineralizar o esmalte, dentina e cemento
proporcionando o desenvolvimento da carie dental
(VARGASEet al., 2010).

Pesquisa anterior que avaliou a atividade
antimicrobianain vitro do C. citratus pelo método de
difusdo em agar sobre 0 S. mutans observou um halo
deinibicdo de 21,5 mm, enquanto o daclorexidinafoi de
27 mm, apresentando uma diferenca relativamente
pequena, principa mente quando comparado ao outro
microorganismo em estudo, o Lactobacillus casel, o
qual apresentou um halo de 12mm. Tal estudo comprova,
portanto, agrande susceptibilidade do S. mutansfrente
a0 C. citratus(NOGUEIRA, OLIVEIRA, LORSCHEIDER,
2008).

A composi¢do quimica do 6leo essencial do C.
citratus é bastante diversificada: sabieno (1,4%);
mirceno (14,6%); limoneno (0,4%); terpinoleno (1%);
Metil cavicol (1,2%); citronela (2,1%); neral (32,8%);
geranial (44,6%). O nera e o geranial, componentes
majoritarios da composicdo quimica, sGo compostos
estereoisOmeros, e suas misturas constituem o citral,
principal elemento responsavel pelo caréter
antimicrobiano do C. citratus, cujo seu mecanismo de
acdo baseia-se em aumentar a permeabilidade da
membrana celular, a partir de uma provével interacdo
hidrofébicacom amembrana (SIKKEMA et al., 1994;
OLIVEIRA etal., 2011).
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Porém, por mais efetivo que o C. citratustenha
se apresentado sobre as bactérias formadoras do
biofilmedental, € de sumaimportanciaoutros estudos a
fim de avaliar seu grau de toxicidade sobre as mucosas
orais e estruturas dentarias, de modo que, se
comprovado, possa no futuro servir como alternativa
terapéutica para o arsenal odontol 6gico.
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