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RESUMO

A Klebsiella pneumoniae trata-se de um bacilo gram-negativo membro da familia
Enterobacteriaceae, em que apresentam como seus principais sitios de a¢ao o trato respiratério
e urindrio. Diante do crescimento desenfreado da automedicagdo, varios microrganismos tem
desenvolvido mecanismos de resisténcia com maior frequéncia, desta forma torna o
tratamento cada vez mais dificil, sendo necessdria a pesquisa por novas alternativas
terapéuticas mais eficientes. Diversos produtos naturais vem sendo estudados, a exemplo dos
Oleos essenciais e dos monoterpenos que tem apresentado acdo bastante promissora frente a
um grande nimero de microrganismos. Nessa perspectiva, este trabalho teve como objetivo
investigar a atividade antimicrobiana do citral contra as cepas de K. pneumoniae produtoras
de betalactamases de espectro estendido (ESBL) e determinar a concentragdo inibitdria
minima (CIM) deste monoterpeno. Para isso, foi realizada a técnica de microdilui¢do seriada a
uma razao de dois, partindo-se de uma concentracdo de 2040 pg/mL, e utilizou como meio de
cultura o caldo Brain Heart Infusion, sendo reservada a tdltima coluna para o controle do
crescimento microbiano, onde testou -se também a viabilidade do meio de cultura. Os
experimentos foram preparados em triplicata e em seguida incubados na estufa a uma
temperatura de 37 C° = 2 C°, por um periodo de 24 horas, onde a avaliacdo dos ensaios foi
realizada, por meio do método visual, utilizando a resarzurina como indicador colorimétrico
do crescimento. No entanto, através dos experimentos realizados, notou-se que o
monoterpeno citral ndo inibiu o crescimento das cepas de K. pneumoniae nas condigdes e
concentracdes testadas. Dessa forma, observou-se que a partir dos estudos realizados o
fitoconstituinte ndo apresentou atividade antibacteriana contra as cepas testadas.

Palavras-chaves: Klebsiella pneumoniae, atividade antimicrobiana, citral.



ABSTRACT

Klebsiella pneumoniae is a gram-negative bacillus member of the family Enterobacteriaceae,
in which the main sites of action are the respiratory and urinary tract. In the face of the
unbridled growth of self-medication, several microrganisms have developed mechanisms of
resistance with greater frequency, in this way to make the treatment increasingly difficult,
being necessary the research for new therapeutic alternatives more efficient. Several natural
products have been studied, such as essential oils and monoterpenes, which have shown a
very promising action against a large number of microrganisms.In this perspective, the
objective of this work was to investigate the antimicrobial activity of citral against ESBL-
producing strains of K. pneumoniae and to determine the minimum inhibitory concentration
(MIC) of this monoterpene. For this purpose, the serial microdilution technique was
performed at a ratio of two, starting at a concentration of 2040 pg / mL, and used the Brain
Heart Infusion broth as the culture medium, with the last column being reserved for growth
control microbial, where it also tested the viability of the culture medium. The experiments
were prepared in triplicate and then incubated in the oven at a temperature of 37 C* +2 C”° for
a period of 24 hours where the evaluation of the assays was performed using the visual
method using resarzurin as an indicator colorimetric method of growth. However, through the
experiments performed, it was noted that citral monoterpene did not inhibit the growth of K.
pneumoniae strains under the conditions and concentrations tested. Thus, it was observed that
from the studies performed the phyto-constituent did not present antibacterial activity against
the strains tested.

Key words: Klebsiella pneumoniae, antimicrobian activity, citral.
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1. INTRODUCAO

Klebsiella pneumoniae ¢é um bacilo gram-negativo, membro da familia
Enterobacteriaceae, que pode ser encontrado em ambientes como solo, dgua, e plantas
(PODSCHUN; ULLMANN, 1998; CERQUEIRA et al., 2011). A referente espécie faz parte
da microbiota intestinal humana e sua viruléncia estd associada a presenca de uma cdpsula
polissacaridica, composta por um sistema de captacao de ferro, fendtipo mucoide e
lipopolissacarideo téxico quando em outros sitios (TG, pulmio, corrente sanguinea, entre
outros) (PFALLER, 2006).

O ndmero de surtos hospitalares causados por K. pneumoniae tem aumentado cada vez
mais com a mudanca no padrdo de sensibilidade, onde deve-se ao uso indiscriminado dos
antimicrobianos de amplo espectro e monobactamicos, principalmente a cefalosporinas de
terceira geracdo, que na maioria dos casos se dd pela automedicacdo desenfreada
(SCARPATE; COSSATIS, 2009).

Um dos mecanismos de importancia relevante € a producdo de betalactamases, que sao
enzimas capazes de hidrolisar cefalosporinas de terceira e quarta geracdo, assim
transformando esses farmacos para sua forma inativa, destacando-se a produgdo de
betalactamases de amplo espectro (GUPTA et al., 2003; SILVA; LINCOPAN, 2012).

As doencas mais frequentes e associadas as ESBLs sdao as infecgdes urindrias,
pneumonias, septicemias, bacteremias e meningites, entre outras inuimeras infeccoes
(BOCCIA et al., 2001; ZAR; COTTON, 2002). Diante da quantidade de espécies produtoras
de ESBLs, tem - se como os principais grupos, a Escherichia coli, K. pneumoniae, Proteus sp,
Providencia sp e Enterobacter sp (FREITAS et al., 2003; VALVERDE et al., 2004).

Diante dessas informacdes, produtos naturais tem demonstrado uma grande eficiéncia
nas infec¢Oes bacterianas, aonde s justifica a grande variedade de drogas oriundas desses
vegetais, que tém aumentado devido aos beneficios apresentados frente a doencas
(FENEBRO, 2011). Nesta perspectiva, cada vez mais pesquisas estdo sendo desenvolvidas
com o intuito de investigar novos firmacos com acdo antimicrobiana ou ainda, se possivel,
moléculas que modulem a atividade de antibidticos (COUTINHO et al., 2008; VERAS et al.,
2013).

Dessa forma, os terpenos presentes na composi¢do dos dleos essenciais, apresentam
diversas aplicagdes, sendo por sua vez empregados na industria, para producdo de perfumes e

cosméticos, além de apresentar diversas propriedades farmacologicas (EDRIS, 2007).



15

Terpenos sdo os principais compostos de Oleos essenciais das plantas aromadticas, a
exemplo do citral (geranial e neral), que trata-se de um monoterpeno aciclico e aldeido,
encontrado em diversas plantas, manifestando diversas atividades bioldgicas, dentre elas e em
especial, a acdo antimicrobiana (SADDIQ; KHAYYAT, 2010).

Essa a¢@o antimicrobiana do citral foi comprovada por Saddiq e Khayyat (2010) frente
as cepas de Staphylococcus aureus meticilina resistente, Penicillium italicum e Rhizopus
stolonifer, onde utilizaram o método de difusdo em dgar. Desta forma, o monoterpeno citral é
uma molécula promissora para a pesquisa de atividade bacteriostdtica e bactericida frente as

cepas de K. pneumoniae produtoras de ESBL.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

» Avaliar a atividade antibacteriana do monoterpeno citral frente as cepas de Klebsiella

pneumoniae produtoras de ESBL.

2.2 Objetivos especificos

» Investigar a atividade antimicrobiana do citral contra diferentes cepas de Klebsiella

pneumoniae produtoras de ESBL;

» Determinar a concentracao inibitéria minima (CIM) do citral.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Klebsiella pneumoniae

K. pneumoniae faz parte da familia Enterobacteriaceae, onde sdo encontradas em
quase todos os habitats naturais como &dgua, solo, plantas e esgotos. Apresentam, até o
momento cinco variedades de espécies, K. pneumoniae, K. oxytoca, K. planticola, K.
terrigena e K. ornithinolytica. Em relagdo ao género K. pneumoniae, trata-se de uma bactéria
contendo bacilos gram-negativos, ndo moveis e geralmente encapsuladas (figura 1)
(MOREIRA; FREIRE, 2014). A referente espécie apresenta bastonete gram-negativo aerébico
facultativo, porém desenvolvem-se melhor em condi¢Oes aerdbicas, sem esporos € com
tamanho que varia de 0,3 a 1u de didmetro e 0,6 a 6u de comprimento, ndo apresenta flagelos
e suas colOnias sdao grandes e com formato gomoso quando semeadas em placas com

nutrientes necessarios (UMED, 2002; MARTINEZ et al., 2004).

Figura 1: Estrutura da Klebsiella pneumoniae.
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Fonte: https://classconnection.s3.amazonaws.com.

Quando a K. pneumoniae encontra-se cultivada no &4gar MacConkey, apresenta
colonias de cor résea, brilhante, de aparéncia mucoide e tamanho elevado (figura 2). Esse
aspecto elevado, corresponde a presenca da cdpsula polissacaridica (Antigeno K) que t€m
como funcdo proteger o microrganismo de processos como fagocitoses por granuldcitos,
contra agente bactericidas, além de contribuir na adesdo as células (UMED, 2002;

MARTINEZ et al., 2004).
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Figura 2: K. pneumoniae cultivada no meio dgar MacConkey.

Fonte: https://upload.commons/9/9e/Klebsiella_pneumoniae.

Além disso, a K. pneumoniae apresenta como provas bioquimicas: reacdo de oxidase
negativa, glicose em fermentagdo, reducdo na presenca de nitrato, lisina positiva, ornitina
negativa, transformagdes quimica da lactose, triplice acucar ferro (TSI) positivo com presenca
de gés, citrato e indol negativos, uso de citrato como fonte de gds carbdnico, além da quebra
da uréia, com presenca ou auséncia de gis, onde essas provas permitem a melhor
identificacdo da espécie (KONEMAN; ALLEN; JANDA, 2001).

Normalmente as infeccdes em seres humanos por essa bactéria ocorrem devido o
contato com as diferentes fontes de ambientes, dessa forma podem ser encontradas
colonizando a orofaringe e as fezes de pessoas sadias (MOREIRA; FREIRE, 2014).

Entretanto, os locais mais comuns de infeccdo, sdo os tratos urindrios e respiratorio,
podendo também encontrar diversas quantidades de bactérias no sangue, ou seja, bacteremia.
As infecgdes causadas por esta espécie também estdo correlacionadas com pacientes que se
encontram com seu sistema imunoldgico debilitado, assim sendo um fator favordvel no

desenvolvimento de doencas (PODSCHUN; ULLMANN, 1998; CERQUEIRA et al., 2011).

3.1.1 Tratamento utilizado para K. pneumoniae

A literatura mostra que os principais procedimentos para a terapéutica frente a evitar
ou eliminar a K. pneumoniae, além de seus mecanismos de resisténcia, estdo identificadas,
como: Executar a sanitizagdo, a desinfeccdo e isolar os doentes afetados com o
microrganismo, bem como as medidas curativas (SCARPATE; COSSATIS, 2009).

Desta forma, as medidas terapéuticas para tratar pacientes infectados pela K.

pneumoniae, pode ser divididas em: Terapia empirica e terapia pds a determinacdo do perfil
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de sensibilidade. Em relacdo a terapia empirica para as infecgdes causadas pelas
enterobactérias multirresistentes constitui no uso de polimixina B ou polimixina E (colistina)
associados em um ou mais dos antimicrobianos da classe dos aminoglicosideos (gentamicina
ou amicacina), carbapenémicos (meropenem ou doripenem) ou tigeciclina (ROSA, 2014).

No caso da terapia p6s a liberacdo do perfil de sensibilidade deve conciliar a utilizacao
dos farmacos. Manter no médximo, sempre que permitido dois medicamentos comprovados
sensiveis in vitro. Assim, ndo ocorrendo sensibilidade a um segundo farmaco (susceptivel
apenas a polimixina B ou E), além de que é recomendado manter o tratamento associado de
polimixina B ou E com os carbapenémicos (meropenem ou doripenem) ou tigeciclina, como

forma de tentativa de ocorrer sinergismo entre elas (ROSA, 2014).

3.2 Resisténcia bacteriana

A resisténcia bacteriana trata-se dos mecanismos que os microrganismos (bactérias,
fungos, parasitas e virus) desenvolvem a um determinado medicamento antimicrobiano ao
qual eram previamente sensiveis. Dessa forma, os mecanismos de resisténcia que uma ampla
variedade de microrganismos infecciosos tem produzido, acarretou em uma ameaca
progressiva no ambito da sadde publica, principalmente pela proliferacdo desenfreada de
muitas bactérias multirresistentes que causam infecdes comuns apresentam frente as
alternativas de tratamento existentes (WHO, 2015).

Contudo, diversos fatores encontram-se envolvidos na disseminagdo desses patégenos
resistentes, onde estd incluso o uso irracional de antimicrobianos, procedimentos invasivos
(cirurgias, implantacdo de préteses médicas e outros), além da transferéncia dos genes que
contém as informacdes de resisténcias aos antibidticos entre as bactérias (ENDIMIAMI et al.,

2009; DIENSTMANN et al., 2010; FONTANA et al., 2010).

O microrganismo pode ter resisténcia natural, quando os genes de resisténcia
fazem parte do seu coédigo genético ou adquirida, quando os genes de resisténcia sdo
originados de mutacdes que ocorrem no microrganismo durante seus processos
reprodutivo e que resultam de erros de cépia na sequéncia de bases que formam o
DNA (BOSCARIOL, 2013; SOUZA, 2014).

Existem vérios mecanismos de resisténcia as drogas, dentre eles destacam-se: a
producdo de enzimas betalactamases tipo AmpC, betalactamase de espectro estendido (ESBL)
e de carbapenemases, como a metalo-betalactamase e carbapenemases tipo KPC (Klebsiella

pneumoniae carbapenemase), que inativa diversos medicamentos. Outros mecanismos de
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defesa, que os microrganismos podem adquirir resisténcia, sdo: a diminui¢do da expressao de
porinas na membrana externa; bombas de efluxo que reduzem a concentragdo intracelular das

drogas, além das alteracdes nos sitios ativos de ligacdo do farmaco (figura 3) (COELHO et

al., 2015).

Figura 3: Mecanismo de resisténcia bacteriana a alguns antimicrobianos.
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3.2.1 Beta-lactamases de espectro estendido (ESBL)

Diante dos diferentes tipos de betalactamases que existem, estdo dentre elas as
denominadas betalactamases de espectro estendido (ESBL), que sdo originadas a partir de
mecanismos de mutacdes em genes plasmidiais e, que apresentam grande relevancia na
clinica e nos estudos de epidemias (MARTINS; PICOLI, 2011).

O local onde o gene plasmidial de resisténcia apresenta-se facilita a sua propagacao
entre os gram-negativos, principalmente entre as enterobactérias, através de processos como o
de conjugacdo. Muitas vezes os plasmideos ja possuem genes que atribuem resisténcia a
diversas classes de farmacos como as quinolonas e os aminoglicosideos, assim facilita com
que isolados de cepas produtoras de ESBL, principalmente em ambientes hospitalares, sejam
multirresistentes, e dificultem o tratamento (LAGO; FUENTEFRIA, S.R.; FUENTEFRIA, D.
B., 2010; SA, 2010; MARTINS, 2012).
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As ESBLs sdo enzimas produzidas por bactérias a qual promove a hidrolise do anel -
lactamico de cefalosporinas (figura 4), mais precisamente as de terceira geracdo, e
monobactamicos, sem afetar as cefamicinas e os carbapenens (CDC, 2010). A K. pneumoniae
juntamente com a E. coli sdo os principais grupos produtores desta enzima (CASSETTARI et
al., 2006) sendo os pacientes, profissionais da drea de saide e o0 meio ambiente os principais
veiculos de transmissdo, apresentando como reservatério principal o trato intestinal

(HOSOGLU et al., 2007).

Figura 4: Representagdo do mecanismo de hidrdlise de antibidticos.
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Além disso, a producdo de ESBL também estd associada a resisténcia a outros
antibidticos em microrganismos multirresistentes (BUSH, 2001), apesar de que o uso de testes
de triagem em laboratorios para produtores de ESBL pode evitar a utilizacdo de antibidticos
betalactaimicos em terapias de sepses, desta forma, prevenindo quadros incontroldveis de
infeccdo hospitalar (TRAGANTE et al., 2008).

Por fim, compreender e conhecer o comportamento das enterobactérias produtoras de
betalactamases, € fundamental, principalmente no ambito hospitalar. Como também a ndo
identificacdo de cepas no laboratério de microbiologia, pode acarretar no uso inadequado de
antibidticos e resultar em falhas nas ac¢des dirigidas para controle de infeccdes direcionadas a
servicos na drea da saude, dessa maneira, contribui ainda mais na disseminacdo de

microrganismos resistentes (MARTINS; PICOLI, 2011).

3.3 Epidemiologia das infeccoes hospitalares causadas por K. pneumoniae

produtoras de ESBL
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As enterobactérias sd@o microrganismos encontrados normalmente na microbiota
humana, porém estes agentes etioldgicos podem estar associados a diferentes tipos de
infeccdo, que consequentemente resultam indices significativos de morbidade e mortalidade,
especialmente no ambito hospitalar INGRAHAM; INGRAHAM, 2011; SOARES, 2013).

Diante dessa circunstancia esse grupo de bactérias compreende cerca de 30-35% dos
isolados que causam septicemias e mais de 70% das infec¢des urindrias, além de infec¢des
intestinais e extra intestinais como pneumonias, septicemias neonatais, entre outras doengas
envolvidas (REIS et al., 2013; SARMENTO, 2013). As bactérias produtoras de ESBL estao
entre os principais problemas relacionados a resisténcia microbiana no setor hospitalar
brasileiro. Essas, atualmente compreendem o maior grupo estudado no mundo e tém se
tornado motivo de buscas extensivas em investigacOes microbioldgicas, genéticas,
bioquimicas e epidemioldgicas (PEREIRA et al., 2003).

Nesse contexto, a K. pneumoniae representa uma das grandes causadoras de infec¢des
hospitalares, em que segundo a Rede Nacional de Monitoramento de Resisténcia Microbiana,
de acordo com os dados baseados entre os anos de 2006 e 2008, encontrou a K. pneumoniae
como o segundo microrganismo mais resistente em varios hospitais brasileiros, apontando
13% de casos notificados (DIENSTMANN et al., 2010; CALISTO et al., 2012; SOARES,
2012).

Entretanto, no ano de 2015, o ndmero que compreendia o total de estirpes produtoras
de ESBL quando comparado a 2011, havia triplicado, o que representou um aumento de 4,5
%, em relacdo aos relatos encontrados na literatura. Assim, pode-se destacar um crescimento
no valor de isolados de K. pneumoniae produtoras de ESBL, em que subiu de 9,6 % em 2011
para 25,9 % no ano de 2015, apresentando diante desses dados um aumento de 16,3 %
(MONIZ et al., 2016).

Em relagdo ao tratamento dessas infecgcdes causadas por enterobactérias, se usa
geralmente antimicrobianos da classe dos betalactamicos, onde trata-se de farmacos de
primeira escolha, por apresentarem eficdcia terap€utica e baixa toxicidade (GRALHA, 2011).
Porém, o uso indiscriminado e exagerado dessas drogas, acarreta no aparecimento de
microrganismos, que apresenta inimeros mecanismos de resisténcia frente a classe desses
medicamentos (MATHEE, 2010; BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2011; KONG;
SCHENEPER; MARTINS; PICOLI, 2011).

Segundo Viana et al. (2011), essa variedade de mecanismos de resisténcia que as
bactérias tendem a promover, € resultado da forma como as comunidades médicas fazem uso

dos antimicrobianos. Sendo assim, caracterizar a incidéncia dessas bactérias e o seu perfil de
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resisténcia, torna-se a base para uma antibioticoterapia ser bem dirigida e estabelecida de
forma adequada (RIGATTI, 2010).

Diante da quantidade de surtos hospitalares ocasionadas pela K. pneumoniae, esse
microrganismo tornou-se uma importante causa de infeccdes, pelas variadas alteracdes do seu
padrao de sensibilidade frente aos antimicrobianos, onde proporciona o surgimento de
mecanismos de resisténcia bacteriana cada vez mais persistentes (OLIVEIRA; STRANIERI,

2011).

3.4 Produtos naturais

Os produtos naturais tem apresentado uma grande importancia quando utilizados no
controle da dor, tratamento de doengas, € no combate as infeccdes bacterianas, sendo seu uso
bastante reconhecido pela ciéncia contemporanea, de forma que uma grande variedade de
medicamentos usados atualmente na terapéutica apresentam em sua composicdo como fonte
primdria a presenca de produtos naturais, extraidos de diversas plantas medicinais
(PETROVSKA, 2012).

Estudos relacionados aos metabdlitos secunddrios tem tornado significativo na drea da
saide, devido a procura mundial, por substincias com potencial menos téxico e de grande
eficdcia frente aos mecanismos de resisténcia bacteriana e com capacidade de inibir possiveis
patégenos (BARBOSA-FILHO et al., 2007; OSTROSKY et al., 2008).

Segundo Melo et al. (2011), as atividades farmacoldgicas desses produtos naturais
estdo cada vez mais sendo pesquisadas, sendo seus desafios: extrair, identificar e aplicar no
ambito industrial farmacé€utico esses agentes bioativos, substituindo as substancias sintéticos.
Porém, mesmo com a grande quantidade de trabalhos publicados, o conhecimento é pouco
sobre a utilizagdo de plantas com potencial terapéutico para a producdo de futuros farmacos

(RATES, 2001; MAHESH; SATISH, 2008).

3.4.1 Oleos essenciais

Os o6leos essenciais sao um grupo de substincias naturais voldteis com um varidvel
poder aromatizante, onde sua composi¢cdo € mais ou menos complexa, que faz parte do
organismo de uma gama de espécies vegetais, das quais sdo extraidos através de técnicas

especificas (BAKKALI et al., 2008). De uma forma geral, esses compostos sd0 uma mistura



24

de substancias volateis, lipofilicas, apresentando-se geralmente odoriferas e liquidas (DE LA
ROSA; ALVAREZ-PARRILLA; GONZALEZ-AGUILAR, 2010).

Esses 6leos sdo originados a partir do metabolismo secundério das plantas, sendo
formado através de uma mistura de compostos, principalmente monoterpenos, sesquiterpenos
e derivados oxigenados, como: dlcoois, aldeidos, ester, éteres, cetonas, fendis e Oxidos.
Contudo, outros compostos voldteis apresentam fenilpropanoide e substancias que contém em
sua constitui¢do elementos como enxofre (P) e ou nitrogénio (N) (BAJPAI et al., 2008).

Em relacdo as propriedades terapéuticas dos 6leos essenciais, varios estudos relatam a
eficicia de algumas atividades, destacando as seguintes: antiviral, antiespasmddica,
analgésica, antimicrobiana, cicatrizante, expectorante, relaxante, anti-séptica das vias
respiratorias, larvicida, vermifugas e anti-infamatérias (HALCON; MILKUS, 2004; COSTA

et al., 2005; OYEDIJI; AFOLAYAN, 2006; LIMA et al., 2000).

3.4.2 Terpenos

Os terpenos também podem ser chamados de terpenoides ou isoprenoides, sendo
destacados, devido ser uma classe com maior nimero de produtos naturais, em que
apresentam mais de 55.000 substincias relatadas (CHANG et al., 2010). Estes compostos
terpenoides tém sua origem biossintética a partir das unidades de isopreno, onde através da
via do dcido mevaldnico € originado (SPITZER, 2004).

Entretanto, compostos terpénicos sio classificados de acordo com o numero de
carbono (C) em suas moléculas, em: Isoprenos ou hemiterpenos (5 C), monoterpenos (10 C),
sesquiterpenos (15 C); diterpenos (20 C); sesterpenos (25 C); triterpenos (30 C); tetraterpenos
(40 C) e polisoprenoides (Cn) (quadro 1) (SPITZER, 2004; BAKKALI et al., 2008).

Quadro 1: Compostos terpenoides.

N°de N°de Férmula molecular geral Nome ou classe
Isopreno carbono

1 5 A Isopreno
2 10 ke o Monoterpendides
3 15 ok ek A Sesquiterpendides
4 20 I S| T N Diterpendides
5 25 N - e W Sesterpenos
6 30 O NRSIT N - WS (I Triterpendides
8 40 NN VW S T W W Tetraterpendides
n N (C,Hy) Polisoprendides
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Fonte: Autor.

Uma ampla variedade desses compostos pertencentes a essa classe de metabdlitos
secundérios sao empregados para fins comerciais como forma de aromatizantes, fragrancias e
especiarias, além de suas utilidades no ramo dos produtos de perfumaria e cosméticos, como
também na industria de alimentos. J4, no setor farmacéutico além do uso desses compostos
como excipientes no tratamento de pele (melhorando assim a penetracdao do produto), eles sdo
indicados também como ativos de medicamentos (PADUCH et al., 2007).

A procura e o interesse crescente por essas substancias na clinica, € resultante devido a
gama de propriedades terapéuticas que os terpenos tem demonstrado em estudos, como efeitos
antitumoral, antimicrobiano, antifingico, antiviral, anti-hiperglicémico, analgésico, anti-

inflamatoério, além de atividades antiparasitarias (PADUCH et al., 2007).

3.4.3 Citral

Viérias pesquisas foram realizadas com fitoconstituintes oriundos de plantas
medicinais, que apresentam um alto valor terapéutico com o intuito de encontrar fontes que
possam ser usadas para a producdo de novos farmacos, desta forma, contribuindo na
terapéutica de diversas doencas. A ampla diversidade desses compostos encontrados em tais
produtos naturais € que resulta na variedades de propriedades farmacoldgicas que esses
produtos tem demonstrado (ARESI, 2011).

O fitoconstituinte citral (3,7-dimetil-2,6-octadienal) trata-se de um aldeido alifatico de
origem natural classificado como monoterpeno, em que é formado pela unido de unidades de
isopreno (geranial e neral) (figura 5). Esse fitoconstituinte € um composto chave de bastante
importancia presente nos 6leos essenciais extraido de diversas plantas, como: a erva-limao
(Cymbopogon citratus) (figura 6), Melissa (Melissa officinalis) e a verbena (Verbena
officinalis) (NAKAMURA et al., 2003). Onde segundo Andrade et al. (2009), na andlise de

diversos 6leos, nas mais variadas regides identificou o citral, como o principal composto.
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Figura 5: Estrutura quimica dos isdmeros Figura 6: Cymbopogon citratus.
do citral.
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O monoterpeno citral é de grande utilidade na industria de alimentos e cosméticos,
servindo respectivamente, como aditivo alimentar e para producdo de fragrincia
(NAKAMURA et al., 2003; DUDAI et al., 2005). Estudos realizados com o citral, indicam o
fitoconstituinte como um composto de baixa toxicidade e potencial carcinogénico em ratos
(NAKAMURA et al., 2003; DUDALI et al., 2005), além de relatos da auséncia de efeitos
carcinogénicos in vitro quando o citral fora testado (LERTSATITTHANAKORN et al.,
2000).

Embora o citral seja um componente de 6leo essencial que apresenta diversos estudos,
seus principais fatores que dificultam a resisténcia microbiana, mecanismo de acdo
antimicrobiano e a base bioldgica em relacio a resisténcia ndo sdo inteiramente elucidados.
Em geral, sabe-se que o principal local de agdo téxica de terpenos é a membrana plasmatica,
porém em relacdo aos mecanismos finais de inibicdo de crescimento, lesdo celular e
inativagdo ndo encontram-se completamente definidos (PRASHAR et al., 2003; LUO et al.,
2004; PARK et al., 2009).

Esse monoterpeno apresenta propriedades farmacoldgicas conhecidas, como: anti-
tumoral (DUDALI et al., 2005; CHAOUKI et al., 2009; FARAH et al., 2010; XIA et al., 2013),
broncodilatador (MANGPRAYOOL, KUPITTAYANANT, CHUDAPONGSE, 2013),
inseticida (ABRAMSON, ALDAMA, SULBARAN, 2007) e antimicrobiana (SOMOLINOS
et al., 2010; BELDA-GALBIS et al., 2013). Além dessas, apresentam também efeitos anti-
inflamatérios (LEE, 2008). Segundo Belletti et al. (2007), o citral por demonstrar atividade

antimicrobiana e € considerado uma molécula bastante promissora.
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4. METODOLOGIA

4.1 Local de trabalho

A presente pesquisa foi realizada no laboratdrio de Microbiologia (J11) no Centro de
Educacgdo e Sadde / Universidade Federal de Campina Grande, campus Cuité, no estado da

Paraiba.

4.2 Cepas bacterianas e meio de cultura

Para a realizagdo do trabalho, foram utilizadas cepas bacterianas de K. pneumoniae
produtoras de ESBL (A-363, A-368, 73, 23, C-46 e LJ-09), sendo estas de origem clinica
isoladas de urina e secrecdes orofaringe, a qual foram doadas pela farmacéutica Bernadete
Helena Cavalcanti dos Santos (Laboratério de Microbiologia Clinica/DCF/Universidade
Federal da Paraiba) e estocadas em meio sélido Muller Hinton.

Os meios de culturas utilizados foram o caldo Brain Heart Infusion (Sigma-Aldrich) e
0 s6lido Muller Hinton. O preparo destes meios seguiu as instru¢des do fabricante e foram
distribuidos em tubos e placas de ensaio ideais para os estudos microbioldgicos. As cepas
bacterianas foram repicadas no meio de cultura Muller Hinton, incubadas em estufa

bacterioldgica durante 24 horas a uma temperatura de 37°C.

4.3 Citral

A substancia citral foi obtida comercialmente pela Sigma-Aldrich®. Para o preparo
utilizou o Polissorbato 80 (Tween 80) 1%, na solubilizacio do monoterpeno (citral) para
diluir em dgua (figura 7). Todas as substancias relatadas foram adquiridas comercialmente e

se encontra no local de pesquisa.

Figura 7: Preparo da emulsdo contendo o fitoconstituinte. Realizou-se a solubilizag@o do Citral (1) no Tween 80
(2), posteriormente foi feita a adi¢do de dgua destilada (3) aos poucos e, por final agitou a solu¢do em voértex (4)
para garantir a homogeneidade da emulsdo.
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Fonte: Autor

4.4 Inoculo

Para o preparo do inéculo, foi retirada uma aliquota da cepa de K. pneumoniae
previamente semeado em Muller Hinton e suspendeu-a em tubo com solu¢do salina a uma
concentragdo de 0,85% estéril (figura 8).

O ind6culo foi ajustado de acordo com a escala de 0,5 McFarland em suspensdo do
microrganismo em solu¢do salina 0,85% estéril, diluido até atingir a concentragdo

correspondente a 0,5 x 108 UFC/ mL .

Figura 8: Preparo do indculo. Retirou-se uma pequena aliquota da cepa de K. pneumoniae (1), suspendeu-a em
um tubo de ensaio contendo solucdo salina (2), posteriormente foi feita a agitagdo da suspensido com auxilio do

vértex (3), e por final realizou-se a comparacio com o padrdo a 0,5 McFarland (0,5 x 10° UFC/ m-").
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Fonte: Autor.
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4.5 Determinacao da concentracao inibitéria minima (CIM)

Para a determinacdo da CIM do fitoconstituinte selecionado citral, foi realizada a
técnica da microdilui¢do em Placa de 96 orificios e fundo em “U” para cada uma das cepas.
Através da diluicdo seriada a uma razdo de 2, obteve-se as concentragdes de 1024 a 1 pg/mL,
efetuadas na propria placa, da coluna 1 até a 11. A tdltima coluna (12) ficou reservada para o
controle de crescimento do microrganismo para poder observar a viabilidade da cepa (caldo
Brain Heart Infusion juntamente com o inoculo, sem o produto testado). Também foi
realizado o controle de esterilidade (caldo), além da toxicidade do veiculo (tween, inoculo e o
caldo) (CLSI, 2005; SARKER; NAHAR; KUMARASAMY, 2007; HUSSAIN et al., 2011).

Em seguida, foi adicionado 10 pL do in6culo (bactéria a 0,5 McFarland) em cada uma
das cavidades. O ensaio foi realizado em triplicata, e as placas foram incubadas a 37 °C + 2 C°
no periodo de 24 horas para K. pneumoniae. Apés o tempo de incubacido adequado, 20 uL
resarzurina a 1% (SIGMA), que se trata de um indicador colorimétrico de 6xido-reducdo para
bactérias, foi adicionado e em seguida procedeu visualmente a leitura, pela auséncia ou
presenca de crescimento do microrganismo através da observagdo da mudanga da coloracdo
da solucdo de azul para rosa/vermelho. Portanto, foi determinada como CIM, a menor
concentracdo do produto capaz de inibir o crescimento do microrganismo ensaiado, verificado
por uma ndo mudanga da coloracdo do corante indicador (CLSI, 2005; SARKER; NAHAR;
KUMARASAMY, 2007; HUSSAIN et al., 2011).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com os constantes aumentos de meios de resisténcia que as bactérias tem apresentado,
sendo a maior parte resultante da automedicacdo desenfreada pelos proprios pacientes, o
combate a resisténcia microbiana acaba sendo uma grande preocupagdo por parte da
Organizacdo Mundial de Saide. Com isso, para o desenvolvimento de agdes de controle e
prevencdo da resisténcia € necessario que haja uma preocupag¢do maior direcionada as areas
de educacido, incluindo o uso racional de antimicrobianos, de pesquisa e de estudos de
vigilancia (WOLLHEIM, 2009).

Desta forma, muitas pesquisas tem focado a investigacdo de produtos naturais como
fonte de novos compostos bioativos uma vez que tem sido relatada o aumento da resisténcia
contra antimicrobianos durante o tratamento das doencas infecciosas. Assim, estudos tem
mostrado atividade antimicrobiana dos produtos naturais, bem como a capacidade desses
agentes em modular a acdo dos antimicrobianos, com aumento ou diminuicio dos seus efeitos
(COUTINHO et al., 2008; VERAS et al., 2013).

A tabela 1 ilustra os resultados referentes a acdo antibacteriana do citral contra as
cepas de K. pneumoniae, onde houve crescimento da bactéria em todos os niveis de
concentracdes aplicadas, observado a partir da leitura da placa, visualmente, e verificou a
presenca do crescimento bacteriano através da mudanga do aspecto limpido para turvo, e
confirmou o crescimento por meio de um indicador colorimétrico, a resarzurina. Dessa forma,

a Klebsiella pneumoniae demonstrou resisténcia frente ao citral nas concentragdes testadas.

Tabela 1: Concentragdo Inibitéria Minima (CIM em pg/mL) do citral contra cepas de K. pneumoniae.

K. K. K K. K K.
pneumoniae  pneumoniae pheumoniae pneumoniae pheumoniae pheumoniae
A-363 A-368 73 23 C—-46 LJ-09

2048 + 1 + T + +
ug/mL

1024 + + + + + +
pg/mL

512 + + + + + +
pg/mL

256 + + + + + +
pg/mL

128 + + + + + +
pg/mL

64 + + + + + +
pg/mL

32 + + + + + +

pg/mL
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+: Crescimento bacteriano visivel.

Pinto et al. (2003) relata que o método de dilui¢do em caldo ird considerar e analisar a
relacdo entre a propor¢do que O microrganismo testado cresce no meio liquido e a
concentracdo da substancia ensaiada. O teste serd comparado a um padrdo bioldgico de
referéncia. Logo, a densidade da turbidez provocada pelo o crescimento do microrganismo, €
o que entende-se de propor¢ao.

No estudo de Santos et al. (2009) o citral quando testado apresentou acdo
antimicrobiana contra cepas de alguns fungos, como Cdndida albicans e tropicalis, e também
contra algumas bactérias, tanto gram-positivas, como o Staphylococcus aureus, como gram-
negativas, a exemplo da Pseudomonas aeruginosa e da Escherichia coli, sendo essa ultima
parte da mesma familia da Klebsiella pneumoniae estudada no presente trabalho, onde essa
atividade € comprovada através dos valores da CIM apresentados no estudo, em que
corresponde a: alta inibi¢do (0,08 mg/mL) para a S. aureus enquanto que para a P. aeruginosa
e a E. coli apresentou baixa atividade antimicrobiana (1,25 mg/mL e 0,63 mg/mL),
respectivamente.

Essas concentracdes inibitéria minima (CIM) do fitoconstituinte frente a esses
microrganismos € muito proxima quando comparada com outros estudos, onde alguns autores
ao estudar a atividade antimicrobiana de diversos Oleos essenciais contra VArios
microrganismos, preconizaram valores que tem se apresentado como referéncia, e seguem a
seguinte interpretagdo: CIM até 0,5 mg/mL — inibi¢do alta; CIM entre 0,6 € 1,55 mg/mL —
inibicdo moderada e CIM acima de 1,65 mg/mL — inibicdo baixa, em que estes valores
serviram como referéncia para a atividade do citral frente a estas cinco espécies mencionadas
(SANTOS et al., 2009).

De acordo com Naik et al. (2010) o 6leo de capim limao (Cymbopogon citratus) do
qual o citral € extraido, foi eficaz frente aos organismos como S. aureus, B. cereus, B. subtilis,
E. coli, K. pneumoniae, exceto com a P. aeruginosa. Entretanto, os microrganismo gram-
positivos (S. aureus, B. cereus e B. subtilis) apresentaram-se mais sensiveis do que os
microrganismos gram-negativos (E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa). Nesse estudo,
observa que o 6leo essencial apresentou atividade frente a K. pneumoniae, nao corroborando
com o trabalho realizado, porém deve-se levar em consideracdo que o autor utilizou o 6leo e
ndo a substancia isolada (citral), assim o fitoconstituinte em estudo, juntamente com outros a
qual a espécie vegetal apresenta, potencializaram em conjunto a atividade antibacteriana do

Oleo.
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Millezi et al. (2012) diz que os O6leos essenciais trata-se de compostos que, por
apresentarem caracteristica hidrofébica, possuem uma facilidade maior de se difundir pela
parede celular dos microrganismos e assim causar prejuizos a membrana, especialmente na
sua fluidez e permeabilidade.

Desta forma, esses Oleos essenciais inclusive o de capim limdo (Cymbopogon
citratus), apresenta maior atividade frente a bactérias gram-positivas, enquanto que frente as
gram-negativas sao mais resistentes, j4 que as mesmas possuem uma maior complexidade na
sua membrana plasmdtica (NAIK et al., 2010). Neste caso, seria uma justificativa sobre a
resisténcia que a Klebsiella pneumoniae produtora de ESBL apresentou no presente estudo ao
monoterpeno citral.

Em outro estudo realizado, comprovou-se a atividade bacteriostatica e bactericida do
citral frente a microrganismos como Listeria monocytogenes, Shigella dysenteriae,
Escherichia coli, Salmonella typhimurium e Staphylococcus aureus (GOLDBECK et al.,
2014).

De acordo com De Menezes Caldas et al. (2016), substancias que apresentam (CIM)
até 500 pg/mL sdo considerados como: Forte poder antimicrobiano; substancias com CIM
entre 600 e 1500 pg/mL: moderado poder antimicrobiano, e substiancias com CIM acima de
1500 pg/mL possuem: fraco poder antimicrobiano. Desta forma, pode-se afirmar que o citral
apresentou fraco poder antimicrobiano, devido apresentar crescimento até uma concentragdo
de 2048 pg/mL contra as cepas de K. pneumoniae. Porém, é necessdrio mais estudos
adicionais, outras técnicas, ou até mesmo a utilizacdo de cepas padrdes, invés de cepas
clinicas, para testar esse monoterpeno nessas concentracdes, € quem sabe assim ele possa

apresentar resultados contra a K. pneumoniae.
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6. CONCLUSAO

Portanto, através dos experimentos realizados no presente estudo, notou-se que o
fitoconstituinte citral ndo inibiu o crescimento das cepas de Klebsiella pneumoniae, como nao
apresentou atividade antibacteriana contra as mesmas nas concentragdes e condi¢des testadas.

Dessa forma, devido a importancia da contribuicio dos O6leos essenciais e sua
atividade antimicrobiana comprovada em alguns microrganismos, se faz necessdrio mais
estudos exploratérios pela busca de novas alternativas para o combate de bactérias
multirresistente, como por exemplo, o sinergismo entre as drogas vegetais e alguns farmacos,

potencializando ainda mais seus efeitos antibacterianos.
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ESTUDO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO MONOTERPENO
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Resumo: Devido ao crescimento desenfrezde da antomedicagdo, varios microrganismos Vem
desenvelvendo mecamsmos de resisténcia com maior frequéncia, desta forma tomando o tratamento
cada vez mais dificil, sendo necessdnia a pesquisa de novas alternativas terapéuticas mais eficientes.
Diversos produtos naturais tim sido estodados, 2 exemplo dos oleos esséncias e dos monoterpenos
que vem apresentando agdo bastante promissora frente aos microrganismos. Nessa perspectiva, este
trabalho teve como objstive avaliar a agdo antibacteriana do fitoconstiumte citrzl contra as cepas de
E preumoniae produtora de ESBL e determinar a concentragdo imibitoria mirima (CIM) deste
monoterpenc. Para isso, foi realizada a teenica de microdiheig8o seniada a uma rarde de dols, onde
se reservou a iltima coluna parz o controle do crescimento microbiane, testando zssim também a
vighilidade do meio de cultura utilizade. No entante, através dos experimentos realizados, notou-se
que o monoterpeno citral ndo inibin o crescimento das cepas de K prewmonige, assim ndo

apresentando atividade antibacteriana comfra as mesmas.

PALAVEAS-CHAVE: Klebsiella  pmewnonige,  atividade  antimicrobiana, citral.
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