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Resumo: utilizacdo de produtos naturais tem impulsionado vérias pesquisas, visto que a resisténcia bacteriana se tornou
um empecilho na humanidade. Os monoterpenos sdo constituintes de dleos essenciais presentes em plantas, sendo 0s
mesmos capazes de modificar a resisténcia microbiana. Dentre os monoterpenos, podemos exemplificar o citronelal, na
qual apresenta atividade antimicrobiana. O presente estudo objetiva avaliar a atividade antibacteriana do monoterpeno
(S)-(-)- citronelal contra cepas de Klebsiella pneumoniae. Para a realizagdo da atividade antibacteriana utilizou-se a
técnica de microdiluigdo em caldo, obtendo-se a Concentracgdo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentragdo Bactericida
Minima (CBM). O ensaio foi realizado em duplicata, utilizando-se uma placa de 96 pocos. Observou-se que o
monoterpeno (S)-(-)- citronelal apresentou uma CIMsg igual a 1024 pg/mL para as cepas analisadas. Contudo, a CBMsg
para Klebsiella Pneumoniae foi maior que 1024 pg/mL. Diante dos resultados obtidos verifica-se que o (S)-(-)-
citronelal possui um efeito moderado antibacteriano contra cepas de Klebisiella pneumoniae.

Palavras-chave: Bactéria; Fitoterapia; Microbiologia.

Abstract: A use of natural products spurred by several investigations, as bacterial resistance has become an important
part of humanity. Monoterpenes are constituents of essential oils present in plants, being able to modify the microbial
resistance. Among the monoterpenes, we can exemplify the citronellal, in which it has already presented antimicrobial
activity. The present study aims to evaluate the antibacterial activity of monoterpene (S) - (-) - citronellal against
Klebsiella pneumoniae strains. The antibacterial activity was performed using the broth microdilution technique,
obtaining the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and the Minimum Bactericidal Concentration (CBM). The
assay was performed in duplicate using a 96-well plate. It was observed that the monoterpene (S) - (-) - citronellal
citronellal presented a MIC50 equal to 1024 pg / mL for the strains analyzed. However, the CBM50 for Klebsiella
Pneumoniae was greater than 1024 pg / mL. Conclusion: Based on the results obtained, it can be seen that (R) - (+) -
citronellal has a moderate antibacterial effect against Klebisiella pneumoniae strains.
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INTRODUCAO

A Klebsiella pneumoniae é uma bactéria
apontada como um agente etiolégico em diversas
doencas como bacteremias, pneumonias, endocardite,
meningite, entre outras. A respeito disso, é importante
salientar que, essa bactéria é a causadora de patologias
em individuos com baixa imunidade, como os recém-
nascidos (NOGUEIRA et al., 2009).

Sob essa conjectura, a Klebsiella pneumoniae
apresenta um perfil de sensibilidade cada vez mais
restrito, sendo que ndo esta relacionado somente a
infeccdo, mas também a colonizacdo (BORGES et al.,
2015). Dessa maneira, existem inimeros fatores que
visam favorecer ao crescente nimero de infeccGes
causadas por K. pneumoniae, em destaque temos a
excessiva exposicdo aos antibiéticos, uma vez em que
0S microrganismos vém se tornando cada vez mais
resistente aos medicamentos. (SELBACH et al., 2013;
OKAMOTO et al., 2017).

Assim, uma das causas para que a Klebsiella
pneumoniae carbapenemase (KPC) possa dispor a
capacidade de inativar um amplo namero de
antimicrobianos é o fato de que, por ser uma bactéria
KPC, possui um alto potencial de disseminacdo, com
capacidade de acumular e transferir genes que favoreca
a resisténcia bacteriana, dificultando o controle de
epidemias proporcionando a elevacdo das taxas de
mortalidade (ANVISA, 2011).

Nesse contexto, existem outras caracteristicas
que visam contribuir para a infeccdo por K.
pneumoniae na UTI e aumentar a taxa de mortalidade.
Segundo estudos realizados, a infeccdo por K.
pneumoniae produtora da enzima carbapenemase
associada ao transplante de drgdos, infecgdo de
corrente sanguinea e admissdo na UTI gera altas taxas
de mortalidade (XU; SUN; MA, 2017).

Desse modo, é preciso realizar mais estudos
enfatizando a produgdo de novos farmacos para
combater as bactérias que vem desenvolvendo
mecanismos de resisténcia. Essa temdtica desperta
interesse em todos o0s ambitos da salde devido
justamente a preocupacdo de que, em breve, sera
necessario desenvolver novas pesquisas jd que ndo
havera mais antibidticos disponiveis para o tratamento
de determinadas infecgdes  ocasionadas  por
microrganismos. (FIGUEIRAL; FARIA, 2015). E
inevitavel, portanto, buscar por novas alternativas mais
eficientes capazes de inibir o crescimento bacteriano,
dentre elas temos em destaque as alternativas
terapéuticas (TEXEIRA, 2009).

Partindo desse pressuposto, é compreensivel
que a resisténcia aos antimicrobianos é uma
preocupacdo mundial podendo ser decorrente de uma
consequéncia de seu uso clinico. Desse modo, torna-se
uma questdo essa ainda mais grave nos paises em
desenvolvimento devido ao frequente irracional uso
dessas drogas (GOLD; MOELLERING, 1996; LUJAN
et al., 2015).

Ademais, é preciso destacar o citronelal,
sendo uma das substancias majoritarias de Oleos
essenciais de plantas aromaticas, como as do género
Cymbopogon e Eucalyptus, em que exibem
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propriedades antimicrobiana, inseticida e anticancer
(AVOSEH et al., 2015; BATUBARA et al., 2015).

InGmeras plantas tém aptiddo para produzirem
0 citronelal em mistura racémica para serem
empregadas em todo mundo, principalmente na
América do Sul, no tratamento de diversas doencas,
principalmente para o tratamento da dor (LU et al,
2006).

Contudo, apesar dos éleos essenciais contendo
citronelal serem bastante utilizados para tratarem
diferentes condi¢cBes patolégicas de populacdes
disseminadas em todo 0 mundo, como América do Sul
e Asia, as suas propriedades, em particularidade dos
seus enantiémeros, ainda sdo pouco estudadas (NERIO
et al., 2010).

Nesse sentido, torna-se evidente, portanto,
ressaltar a importancia de estudos relacionados a
produtos naturais com intuito de reduzir doencas
causadas por microrganismos patogénicos. Diante do
exposto, este trabalho objetiva avaliar a atividade
antibacteriana do monoterpeno (S)-(-)- citronelal
contra cepas de Klebsiella pneumoniae.

MATERIAL E METODOS
Ensaios in vitro
Substancias-teste

O monoterpeno  (S)-(-)- citronelal foi
adquirido da Inddstria Sigma-Aldrich® (Sdo Paulo-SP).
Para a realizacdo dos ensaios farmacolégicos, a
substancia foi solubilizada em DMSO e diluida em
adgua destilada. A concentragio de DMSO
(dimetilsulfoxido) utilizada foi inferior a 0,1% v/v. O
antimicrobiano utilizado na execugdo dos testes como
controle positivo foi o cloranfenicol, adquirido da
Sigma-Aldrich® (S&o Paulo-SP).

Espécies Bacterianas e Meio de cultura

Foram utilizadas cepas bacterianas de
Klebsiella pneumoniae ATCC 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 24 horas
em AMH incubados a 35 °C. No estudo da atividade
antimicrobiana foi utilizado um indculo bacteriano de
aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL padronizado de
acordo com a turbidez do tubo 0,5 da escala de
McFarland ~ (CLEELAND;  SQUIRES,  1991;
HADACEK; GREGER; 2000).

Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima
(CIM)

A concentragdo inibitéria minima do
monoterpeno (S)-(-)- citronelal foi determinada pela
técnica de microdiluicdo em caldo (CLEELAND;
SQUIRES, 1991; HADACEK, GREGER, 2000).
Desse modo, utilizou-se uma placa de 96 orificios



Avaliacéo da atividade antibacteriana do monoterpeno (S)-(-)- citronelal contra cepas de Klebsiella pneumoniae

estéreis e com tampa. Em cada orificio da placa, foi
adicionado 100 pL do meio liquido caldo Muller
Hinton duplamente concentrado. Em seguida, 100 uL
da emulsdo do monoterpeno na concentracgdo inicial de
2048 pg/mL (também duplamente concentrado), foram
dispensados nas cavidades da primeira linha da placa.
E por meio de uma diluigdo seriada em razéo de dois,
foram obtidas as concentracGes 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 concentragdo e na Gltima,
a menor concentracdo. Por fim, foi adicionado 10 uL
do inéculo 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, um controle de microrganismo
foi realizado colocando-se nas cavidades 100 pL do
mesmo caldo Muller Hinton duplamente concentrado,
100 pL de agua destilada estéril e 10 pL do inoculo de
cada espécie. Para verificar a auséncia de interferéncia
nos resultados pelos solventes utilizados na preparacéo
da emulséo, no caso o DMSO, foi feito um controle no
qual foram colocados nas cavidades 100 uL 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.

A placa foi assepticamente fechada e incubada
a 35°C por 24 - 48 horas para ser realizada a leitura. A
CIM para o monoterpeno foi definida como a menor
concentracdo capaz de inibir visualmente o

crescimento bacteriano verificado nos orificios quando
comparado com o crescimento controle. O experimento
foi realizado em duplicata.

Determinacao da Concentracéo Bactericida Minima
(CBM)

A concentracdo bactericida minima (CBM) do
monoterpeno também foi determinada para as cepas de
bactérias. Apds a leitura da CIM em 48 horas, aliquotas
de 20 pL foram retiradas de cada po¢o da placa de
microtitulacdo que ndo apresentaram crescimento
bacteriano, e transferidas para po¢os de uma nova placa
de microtitulacdo contendo 100 pL de caldo Muller
Hinton, desprovidas de qualquer antimicrobiano. A
placa inoculada foi assepticamente fechada e incubada
a 35 °C, e as CBMs foram registradas apos 48 horas. A
CBM foi definida como a menor concentracdo do
monoterpeno que resultou em inibi¢do visivel do
crescimento do microrganismo (NCUBE;
AFOLAYANA; OKOH, 2008; GUERRA et al., 2012).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos resultados obtidos nesta pesquisa,
observou-se que a CIMs, (Concentragdo Inibitoria
Minima capaz de inibir 50% das cepas) do
monoterpeno (S)-(-)- citronelal foi igual a 1024 pg/mL,
de acordo com a Tabela 1. Verificou-se ainda que a
CBMs, (Concentragdo Bactericida Minima capaz de
inibir 50% das cepas) para este composto foi maior que
1024 pg/mL.

Tabela 1. Concentra¢do minima inibitéria (CIM) e Concentragdo bactericida minima (CBM) em pg/mL do
monoterpeno S-(-)- citronelal contra cepas de Klebsiella pneumoniae.

Cepas de Klebsiella CIM((pg/mL) CMB(ug/mL)
Pneumoniae
ATCC 13883 - -
Kp 101 1024 -
Kp 102 1024 -
Kp 103 1024 -
Kp 104 1024 -
Kp 105 - -

(-) Concentracdes encontradas maiores que 1024 pg/mL, ndo avaliadas neste estudo.

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 Cl1Ms, podemos
afirmar que o (S)-(-)- 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 CBMsq pode-se concluir que a substancia do
(S)-(-)- citronelal para as cepas de Klebsiella
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Pneumoniae ndo possui atividade bactericida, pois a
Concentragdo Bactericida Minima foi maior do que
1024 pg/mL frente as cepas.

E justo reconhecer que as substancias isoladas
advindos de produtos naturais tem a capacidade de
apresentar atividade antibacteriana e, além disso,
melhorar o efeito dos antibidticos aumentando o seu
mecanismo de acdo e impossibilitando a adaptagéo dos
microrganismos (TEIXEIRA, 2009).

Diante disso, podemos destacar o citronelal,
sendo visto como uma das substancias predominantes
de Oleos essenciais presentes em plantas aromaticas
(QUINTANSJUNIOR et al., 2011), o mesmo ja
revelou ter diversas atividades, dentre elas, podemos
especificar a acgdo antimicrobiana (SEIXAS et al.,
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2011; CAVALCANTI et al, 2011), alelopatica
(BRITO et al, 2012; TOMAZ et al, 2014),
antioxidante (SCHERER et al., 2009; ANDRADE et
al., 2012), herbicida (BRITO et al., 2012).

Segundo um estudo de Siqueira et al. (2019),
foi relatado que o monoterpeno (S)-(-)- citronelal pode
ser considerado como forte inibidor, em que 0 mesmo
apresentou  atividade  antibacteriostatica  contra
Escherichia coli, sendo viavel para o tratamento de
muitas doencas causadas pela bactéria em analise.

Ademais, no trabalho de Bezerra et al. (2019)
demonstrou efeitos relevantes quanto o monoterpeno
(S)-(-)- citronelal, na qual foi visto como um forte
inibidor frente as bactérias Bacillus subtilis, sendo o
mesmo considerado como uma alternativa terapéutica
eficaz para o minimizar infeccbes causadas por
algumas bactérias do género Bacillus.

CONCLUSAO

Em suma, percebe-se que os resultados
obtidos foram satisfatorios, sendo assim, o
monoterpeno (S)-(-)- citronelal encontra-se com
perspectiva para ser considerado como uma alternativa
terapéutica. No entanto, torna-se vidvel o
desenvolvimento de novos estudos para elucidar a agdo
do mesmo frente aos microrganismos patdgenos.
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