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ARTICLE INFO ABSTRACT

Objetivo: O presente trabalho objetiva avaliar a atividade antibacteriana do monoterpeno (R)-(+)-
citronelal contra cepas de Klebsiella pneumoniae. Métodos: Para realizar a atividade
antibacteriana utilizou-se a técnica de microdilui¢do em caldo, obtendo-se a Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM) e a Concentragdo Bactericida Minima (CBM). O ensaio foi realizado em
duplicata, utilizando-se uma placa de 96 pogos. As placas foram incubadas a 37°C durante 24-48
horas. A CIM foi determinada como a menor concentragao da substancia que inibir o crescimento
visivel do microrganismo. Apos a leitura da CIM, aliquotas foram retiradas de cada pogo da placa

Article History:

Received 29" June, 2019

Received in revised form

22™ July, 2019

Accepted 09™ August, 2019

Published online 28" September, 2019

Key Words: de que ndo apresentaram crescimento bacteriano, e transferido para pogos de uma nova placa,
Bactéria, desprovida de qualquer antimicrobiano. As placas inoculadas foram assepticamente fechadas e
Fitoterapia, incubadas a 35 °C, e as Concentragdes Bactericidas Minimas (CBMs) foram registradas apds 48
Microbiologia. horas. A CBM foi definida como a menor concentracdo da substincia que resultar em inibigdo

visivel do crescimento do microrganismo. Resultados: Observou-se que o monoterpeno (R)-(+)-
citronelal apresentou uma CIMs, igual a 1024 pg/mL e a CBM;, maior que 1024 png/mL para
Klebsiella Pneumoniae. Conclusdo: Diante dos resultados obtidos verifica-se que o (R)-(+)-
citronelal possui um efeito moderado antibacteriano contra cepas de Klebisiella pneumoniae.
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INTRODUCTION com a imunidade comprometida e hospitalizados, essa bactéria
encontra um habitat favoravel para obter o seu

A Klebsiellapneumoniae¢ uma bacteria gram-negativa, desenvolvimento, podendo ocasionar infec¢des em qualquer

pertencente a familia das FEnterobacteriaceae, encapsulada,
aerobia, comforma de bastdo, ndo esporulado e nao movel,
cujo tamanho pode variar de 0,3 a 1 pm de didmetro e 0,6 a
6um de comprimento e que estd intimamente relacionada com
a pneumonia nosocomial.  Algumas espécies de
Klebsiellapneumoniaetem a capacidade deproduzir a enzima
carbapenemase, dispondo assima capacidade de inativar um
amplo numero de agentes antimicrobianos, sendo a principal
causadora de certas infecgdes. (MARTINEZ et al., 2004;
ANVISA, 2011). A Klebsiellapneumoniaefaz parte da
microbiota da orofaringe e do intestino, mas em individuos
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sitio anatdmico. O numero de infecgdes hospitalares causadas
por K. pneumoniaeé cada vez maior devido a sua elevada
resisténcia aos antimicrobianos de amplo espectro, o que
ressalta a importancia de seu controle ¢ monitoramento dentro
do ambiente hospitalar (SCARPATE, 2009; FALAGAS et al.,
2014). Nessa conjuntura, estudos relacionados a resisténcia
apresentada por essa bactéria a antimicrobianos, apontam que
nos ultimos anos essa temadtica se tornou um obstaculo diante
de todos os aspectos relacionados a saude publica. Nesse
ambito, ¢ comum se deparar com noticias sobre mortes
provocadas pela bactéria Klebsiellapneumoniae
carbapenemase (KPC), ocasion andoalarme em diversas partes
do Brasil. A prova disso é que, segundo dados do Ministério
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da Saude, no Distrito Federal foram realizadas 187
notificagdes de infecgdo no ano de 2010, sendoregistrados
186bitos. Em Sao Paulo, o Hospital das Clinicas registrou 70
casos desde 2008. (BRASIL, 2010). E preciso buscar novas
alternativas que contribua para humanidade, suprindo as
dificuldades quanto a resisténcia bacteriana. Nesse contexto, €
viavel salientar que os fitoterapicos e as plantas medicinais nos
dias atuais vém constituindo uma modalidade de terapia
complementar ou alternativa quanto as necessidades
encontradas relacionadas a saude, além disso, seu uso tem sido
crescente na populagdo de diversos paises (WANDERLEY et
al., 2015). Diante do exposto, uma das acdes que tem se
utilizado recentemente para resolver o empecilho atual sdo os
oleos essenciais de plantas. Sob esse viés, € necessario
evidenciar que os Oleos essenciais sdo considerados
metabolitos secundarios advindos de diferentes partes de
plantas. Dessa forma, ¢ utilizado para diversos ambitos, dentre
eles temos o controle de microrganismos que vem sendo
ampliado devido justamente a necessidade pela busca por
substancias alternativas para o controle de microrganismos
resistentes a antibidticos (MIRANDA et al., 2016;
GEROMINI et al., 2013). Dessa maneira, os 6leos essenciais
sdo constituidos de um conjunto de compostos quimicos,
dando énfase principalmente aos terpenos, na qual sdo
compostos que tem a capacidade de poder agir de forma
individual, aditiva ou sinergicamente com o intuito de
melhorar a eficacia terapéutica de outras drogas, servindo
assim de moléculas prototipos para estudos farmacologicos
(COUTINHO et al., 2015).

Dentre dos principais constituintes da maioria dos Oleos
essenciais, temos em destaque 0s monoterpenos, em que
possuem uma aplicacdo abrangente, além da sua sintese
relacionada a fragrancias e flavorizantes, os mesmos sdo
considerados relevantes quanto a produg¢do de farmacos,
defensivos agricolas e compostos biologicamente ativos. Além
disso, os monoterpenoscompreendem uma séric vasta de
substdncias naturais e/ou sintéticas exibindo in‘imeras
atividades biologicas testadas e confirmadas tais como:
fungicida e bactericida (CARDENAS-ORTEGA et al., 2005,
CRISTANI et al., 2007, MICHEL, 2011, LENARDAO et al.,
2007). Deve-se enfatizar ainda um dos monoterpendides mais
importantes, o citronelal, em que apresenta diversas atividades
bioldgicas, com destaque temos o seu uso como repelente,
além disso, de acordo com uma revisao literaria feita por Maia
e Moore (2011) o monoterpeno pode ser aplicado de forma
topica sendo apto de repelir insetos durante 4 horas seguidas.
De fato, este monoterpeno ja indicou acdo antimicrobiana
(SEIXAS et al, 2011; CAVALCANTI et al, 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). Diante do exposto, este
trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antibacteriana
do monoterpeno (R)-(+)- citronelal frente as cepas de
Klebsiellapneumoniae, a fim de contribuir para o surgimento
de novas alternativas teraputicas que colaborarem
minimizando o impacto que vem sendo causado devido o
surgimento de cepas multirresistentes.

MATERIAL E METODOS

Ensaios in vitro

Local de trabalho: O presente trabalho foi realizado no
Laboratorio de Microbiologia do Centro de Educacdo e Saude

da Universidade Federal de Campina Grande, estado da
Paraiba, Brasil.

Substincias-teste: O monoterpeno (R)-(+)- citronelal foi
adquirido da Indastria Sigma-Aldrich® (Sdo Paulo-SP). Para
efetuacdo dos ensaios farmacoldgicos, a substincia foi
solubilizada em DMSO e diluida em agua destilada. A
concentragdo de DMSO (dimetilsulfoxido) utilizada foi
inferior a 0,1% v/v. O antimicrobiano utilizado na execugao
dos testes como controle positivo foi o cloranfenicol, adquirido
da Sigma-Aldrich® (Sio Paulo-SP).

Espécie Bacteriana e Meio de cultura: Foram utilizadas
cepas bacterianas de KlebsiellapneumoniaeATCC 13883 e
clinicas (101,102, 103, 104, 105). Estas bactérias foram
adquiridas  pelo  laboratério de  Microbiologia da
UACB/CSTR/UFCG. Todas as cepas foram mantidas em meio
Agar Muller Hinton (AMH) a uma temperatura de 4 °C, sendo
utilizados para os ensaios repiques de 24horas em AMH
incubados a 35 °C.Noestudo da atividade antimicrobiana foi
utilizado um indculo 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).

Determinacdo da Concentracio Inibitéoria Minima (CIM):
A concentragdo inibitéoria minima do monoterpeno foi
determinada pela técnica de microdiluigdo em caldo
(CLEELAND; SQUIRES, 1991; HADACEK, GREGER,
2000). Foi utilizada uma placa de 96 orificios estéreis € com
tampa. Em cada orificio da placa, foram adicionados 100 L do
meio liquido caldo Muller Hinton duplamente concentrado.
Em seguida, 100 pL da emulsio 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 diluig¢@o seriada em razao de
dois, foram obtidas as concentracdes de 1024, 512, 256, 128,
64, 32, 16, 8 e 4 ug/mL, de modo que na primeira linha da
placa encontra-se a maior concentragdo e na ultima, a menor
concentragdo. Por fim, foi adicionado 10 pL. do indéculo 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.

Simultaneamente, realizou-se o controle positivo com o
antibacteriano cloranfenicol, adquirido da Sigma-Aldrich®
(Sao Paulo-SP). Um controle de microrganismo foi realizado
colocando-se nas cavidades 100 uL. do mesmo caldo Muller
Hinton duplamente concentrado, 100 puL de agua destilada
estéril e 10 pL do indculo de cada espécie. Para verificar a
auséncia de interferéncia nos resultados pelos solventes
utilizados na preparagdo 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
10uL da suspensdo bacteriana. Um controle de esterilidade do
meio também foi realizado, onde foi colocado 200 pL do caldo
Muller Hinton em um orificio sem a suspensdo das bactérias.
O antimicrobiano utilizado na execuc¢do dos testes como
controle positivo foi o cloranfenicol, adquirido da Sigma-
Aldrich® (Sdo Paulo-SP).A placa foi assepticamente fechada e
incubada a 35°C por 24 horas para ser realizada a leitura. A
CIM para o monoterpeno foi definida como a menor
concentragdo capaz de inibir visualmente o crescimento
bacteriano verificado nos orificios quando comparado com o
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crescimento controle. realizado em

duplicata.

O experimento foi

Determinacio da Concentragio Bactericida Minima
(CBM): A concentragdo bactericida minima (CBM) do
monoterpeno também foi determinada para as cepas de
bactérias. Apos a leitura da CIM em 48 horas, aliquotas de 20
pL foram retiradas decada pogoda placade microtitulagdo que
ndo apresentaram crescimento bacteriano, e transferidas para
pogos de uma nova placa de microtitulagdo contendo 100 pL
de caldo Muller Hinton, desprovidas de qualquer
antimicrobiano. A placa inoculada foi assepticamente fechada
e incubadaa35 °C, e as CBMs foram registradasapos 48horas.
A CBMfoi definida comoa menor concentracdodo
monoterpeno que resultou eminibigdo visiveldocrescimento do
microrganismo (NCUBE; AFOLAYANA; OKOH, 2008;
GUERRA et al., 2012).

RESULTADOS

A Concentragio Inibitoria Minima (CIM) em meio liquido foi
determinada para a substancia do (R)-(+)- citronelal nas
diferentes concentragdes explicitadas na metodologia e
determinada pela menor concentracdo capaz de inibir
visualmente o crescimento bacteriano, conforme apresentado
na Tabela 1. A partir dos resultados foi observado que a CIMs,
foi igual a 1024 pg/mL para as cepas analisadas. Ademais, a
CBM;5 para KlebsiellaPneumoniae foi maior que 1024 pg/mL.

.....

bactericida minima (CBM) em pg/mL do monoterpeno
(R)-(+)- citronelal contra cepas de Klebsiellapneumoniae

Cepas de KlebsiellaPneumoniae CIM((ng/mL) CMB(ug/mL)
ATCC 13883 32 -
Kp 101 1024
Kp 102 1024
Kp 103 1024
Kp 104 1024

Kp 105 -
(-) Concentragdes maiores que 1024 pg/mL, ndo avaliadas neste
estudo. 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. Dessa forma, analisando o
resultado da CIMs, podemos afirmar que o (R)-(+)- citronelal
possui efeito moderado frente as cepas de Klebsiella
Pneumoniae. Conforme Hafidh et al. (2011), para que um
composto seja considerado bactericida ou bacteriostatico de
acordo com a Concentragdo Bactericida Minima (CBM), esta
deve ser igual ou duas vezes mais que a CIM ou a CBM deve
ser maior que duas vezes a CIM, respectivamente. Com isso,
ao verificar a CBM5, pode-se concluir que a substancia do (R)-
(+)-citronelal para as cepas de KlebsiellaPneumoniaenao
possui atividade bactericida, pois a Concentragdo Bactericida
Minima foi maior do que 1024 pg/mL frente as cepas.

DISCUSSAO

E valido ressaltar que a fitoterapia ¢ tida nos dias atuais como
uma ferramenta terapéutica composta por produtos naturais
considerados por dar origem a novos medicamentos com
atividade antibacteriana (LIMA JUNIOR & DIMENSTEIN,
2006; DAVID et al., 2015). Dentre os produtos naturais,

podemos destacar o citronelal visto que o mesmo ja foi
estudado e comprovado por apresentar agdo antimicrobiana
(SEIXAS et al., 2011; CAVALCANTI et al., 2011). De acordo
com um estudo de Siqueira ef al. (2019), o monoterpeno (R)-
(+)-citronelaldemosntrou atividade antimicrobiana frente as
cepas de Staphylococcus aureus, evidenciando concentragdes
variandoentre 128 e 1024pg/mL. Do mesmo modo, Bezerra et
al. (2019) constatou efeitos satisfatorios do monoterpeno (R)-
(+)-citronelal contra a cepa de Bacillus Subtilis, com uma CIM
(Concentragao Inibitéria Minima capaz de inibir o crescimento
das cepas) igual a 256 pg/mL.

CONCLUSAO

E imprescindivel, portanto, analisar que os resultados indicam
que o monoterpeno (R)-(+)- citronelal possui efeito
antibacteriano significativo. Contudo, ¢ necessario realizar
mais estudos cientificos que possam elucidar o mecanismo da
acdo da substincia em estudo. Dessa maneira, 0 monoterpeno
(R)-(+)- citronelal podera futuramente ser considerado como
uma alternativa terap€utica eficaz para minimizar os impactos
que vem sendo causado por cepas de K. prneumoniae
multirresistentes.
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