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Resumo

Introducdo: A bactéria Escherichia coli € um bacilo Gram negativo que pode causar o desenvolvimento de infecgdes, principalmente, no
trato gastrointestinal, podendo levar os acometidos a 6bito. Além disso, houve o surgimento de cepas produtoras de betalactamases de amplo
espectro (ESBL), que se caracterizam por apresentarem-se resistentes a diversos B-lactmicos, sendo necessdria a busca por novas
substancias com atividade antibacteriana frente a esses microrganismos. Objetivo: O presente trabalho teve como objetivo estudar a atividade
antimicrobiana dos fitoconstituintes citronelal e citronelol contra cepas de Escherichia coli ESBL através da determinacéo da concentracéo
inibitéria minima (CIM). Materiais e métodos: A determinagdo da CIM dos fitoconstituintes selecionados foi realizada pela técnica da
microdilui¢do seriada a uma razdo de dois, reservando a Ultima coluna para o controle do crescimento dos microrganismos. Resultados: A
CIM do citronelol apresentou concentragdes de 256 pg/ml para as cepas C-18, 65, 21 e C-20, e 512 pg/ml para as cepas C-24, C-25, 24 e 45.
Jé frente & agdo do citronelal ndo se foi possivel a obtencdo da CIM nas concentragdes testadas. Conclusdo: Através dos experimentos pode-
se afirmar que o fitoconstituinte citronelol exerce atividade bacteriostatica sobre as cepas de Escherichia coli e que o fitoconstituinte
citronelal ndo possui atividade antibacteriana nas concentra¢des testadas.

Descritores: Escherichia coli; Antibacterianos; Terpenos; Farmacologia.

Abstract

Introduction: The bacterium Escherichia coli is a Gram negative bacillus that can cause the development of infections, especially in the
gastrointestinal tract, which can lead to death. In addition, there was the emergence of broad spectrum beta-lactamase producing strains
(ESBL), which are characterized by being resistant to several B-lactams, requiring the search for new substances with antibacterial activity
against these microorganisms. Objective:This work aims to study the antimicrobial activity of phytochemicals citronellal and citronellol
against strains of Escherichia coli ESBL though determination of the minimum inhibitory concentration (MIC). Material and methods: The
determination of the MIC of the selected phytochemicals was performed by the technique of serial microdilution in a ratio of two, reserving
the last column to control the growth of microorganisms. Results: The CIM citronellol showed concentrations of 256 ug / ml for C-18 strains,
65, 21, C-20 and 512 g / ml for the strains C-24, C-25 and front 24 and 45. Since the action of citronelol not been possible to obtain the CIM
at the concentrations tested. Conclusion: Through the experiments could be said that the citronelol fitoconstituinte has bacteriostatic activity
against the strains of Escherichia coli and the cintronelal fitoconstituinte not have antibacterial activity in the tested concentrations.
Descriptors: Escherichia coli; Anti-Bacterial Agents; Terpenes; Pharmacology.

Resumen

Introduccidn: La bacteria Escherichia coli es un bacilo Gram negativo que puede causar el desarrollo de infecciones, especialmente en el
tracto gastrointestinal, que puede conducir a la muerte. Ademas, surgieron cepas productoras de betalactamasas de amplio espectro (BLEE),
que son resistentes a varios B-lactamicos, asi es necesaria la busqueda de nuevas sustancias con actividad antibacteriana contra estos
microorganismos. Objetivo: El presente trabajo tuvo como objetivo estudiar la actividad antimicrobiana de los fitoconstituyentes citronellal y
citronelol contra cepas de ESBL de Escherichia coli mediante la determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM). Materiales y
métodos: La determinacion de la CIM de los fitoconstituyentes seleccionados se realizé mediante la técnica de microdilucion en serie en una
proporcion de dos, reservando la dltima columna para controlar el crecimiento de microorganismos. Resultados: Citronelol MIC presentd
concentraciones de 256 pg/ml para las cepas C-18, 65, 21y C-20 y 512 ug / ml para las cepas C-24, C-25, 24 y 45. La accidn de citronelal no
fue posible obtener la MIC a las concentraciones probadas. Conclusién: A través de los experimentos, se puede afirmar que el
fitoconstituyente del citronelol ejerce actividad bacteriostatica en las cepas de Escherichia coli y que el fitoconstituyente del citronelal no
tiene actividad antibacteriana en las concentraciones probadas.

Descriptores: Escherichia coli; Antibacterianos; Terpenos; Farmacologia.

INTRODUCAO

A bactéria Escherichia coli é um bacilo Gram
negativo que pode ser encontrado comumento na
regido intestinal de animais, incluindo seres
humanos, ou ser adquirida através da ingestdo de
alimentos e &gua contaminados ocasionando no

espectro (ESBL), o uso desses farmacos tornou-se
ineficaz”®, observando-se que somente alguns
antimicrobianos ~ f-lactdmicos  conservam  sua
atividade frente a cepas produtoras de ESBLs**®.
Devido a inefetividade das principais formas

surgimento de diversas doencas, principalmente, no
trato gastrointestinal, podendo levar o acometido a
6bito’.

Infecgdes geradas por este microrganismo, ha
décadas atras, eram combatidas através da utilizacdo
de cefalosporinas, contudo apds o surgimento de
cepas produtoras de betalactamases de amplo
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de tratamento contra infeccBes bacterianas de cepas
produtoras de ESBL, pesquisas tém sido
desenvolvidas no intuito de investigar novos
farmacos com acdo antimicrobiana, em que se pode
constatar grande potencial dos produtos naturais
como possiveis agentes antibacterianos’®, a exemplo
dos terpenos.
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Os terpenos e seus derivados estdo
geralmente associados aos Oleos essenciais, se
caracterizando por serem compostos Vvolateis
formados por unidades de isopreno (CsHg)n e que
apresentam diversas fungdes quimicas orgéanicas,
como 4cidos, aldeidos, cetonas, fenois, entre outros.
Dentre os diversos terpenos, € possivel destacar
citronelol e citronelal que sdo formados por duas
unidades de isopreno e possuem a funcdo organica
alcool e aldeido, respectivamenteg.

O citronelol esta presente em 6leos essenciais
de algumas plantas medicinais como Cymbopogon
citratus, Cymbopogon winterianus e Lippia alba'®,
enguanto que o citronelal pode ser encontrado em
6leo essencial de Cymbopogon nardus''. Ambos os
monoterpenos tém sido investigados frente a sua
atividade bactericina e/ou bacteriostatica, entretanto
nota-se escassez de estudos quanto ao seu potencial
antibacteriano frente cepas produtoras de ESBL.

Assim, o presente estudo teve como objetivo
avaliar, através do método de microdiluigdo em
caldo, a atividade antibacteriana de citronelal e
citronelol frente a cepas de Escherichia coli
produtoras de ESBL.

MATERIAL E METODO

o Cepas bacterianas e fitoconstituintes

Foram utilizadas as cepas bacterianas de E.
coli ESBL C-18, 65, C-21, C-20, C-24, C-25, 24 e 45
e os fitoconstituintes testados foram o citronelal e o
citronelol adqueridos através da empresa Sigma
Aldrich.

o Inéculo

O inb6culo foi ajustado de acordo com a
escala de 0,5 Mc Farland em uma suspensdo
composta pela bactéria e por solugdo salina a 0,85%.

o Determinagdo da Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM)

A determinacdo da CIM dos fitoconstituintes
selecionados foi realizada pela técnica da
microdiluicdo em placa de 96 cavidades e fundo em
“U” para cada uma das cepas. Através da diluicdo
seriada a uma razdo de dois, foram obtidas as
concentracdes de 1024 a 32 pg/mL, efetuadas na
propria placa, da coluna A até a F . As duas Ultimas
colunas (G e H) foram reservadas para o controle de
crescimento do microrganismo (caldo Mdeller
Hinton, sem o produto testado). Foram realizados os
seguintes controles: controle para observar a
viabilidade da cepa (caldo e cepa) e controle de
esterilidade (caldo)™*™.

Em seguida, adicionou-se 10uL do ino6culo
(bactéria a 0,5 McFarland) em cada uma das
cavidades. O ensaio foi realizado em triplicata e
incubado a 37°C no periodo de 24 horas para E. coli.
Apds o tempo de incubagdo adequado, 20 pL
resazurina a 1% (SIGMA), indicador colorimétrico
de Oxido-reducdo para bactérias, foi adicionado e a
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leitura procedida, visualmente, pela auséncia ou
presenca de crescimento do microrganismo através
da observacdo da mudanca da coloracdo da solucéo
de azul para rosa/vermelho, resultante do crescimento
do microrganismo. Portanto, foi determinada como
CIM, a menor concentracdo do produto capaz de
inibir o crescimento do microrganismo ensaiado™*™.

RESULTADOS

Os  resultados  referentes a  acgdo
bacteriostatica do citronelol contra cepas de E. coli se
encontram na Tabela 1.

Tabela 1. Concentragéo Inibitéria Minima (CIM em pg/ml) do citronelol
contra cepas de E. coli

Cepas Controle Positivo Citronelol (ng/mL)
C-18 256
65 256
21 256
C-20 256
C-24 512
C-25 512
24 512
45 512
+Crescimento Bacteriano
Fonte: Dados da Pesquisa

+

Na Tabela 2 pode-se observar que ndo se foi
possivel & obtencdo da CIM nas concentrages
testadas do citronelal.

Tabela 2. Concentragéo Inibitoria Minima (CIM em pg/ml) do citronelal
contra cepas de E. coli

Cepas Controle Positivo Citronelal (ng/mL)
C-18 > 1024
65 > 1024
21 > 1024
C-20 > 1024
C-24 > 1024
C-25 > 1024
24 > 1024
45 > 1024
+Crescimento Bacteriano
Fonte: Dados da Pesquisa

+H

DISCUSSAO

Os valores de CIM do citronelol variaram
entre 256 pg/ml a 512 pg/ml, enquanto que o
citronelal ndo apresentou valores de CIM nas
concentragdes testadas.

Para produtos naturais, evidencia-se que
fitoconstituintes que apresentem CIM de 50 a 500
pg/ml sdo de étima atividade, 600 a 1500 pg/ml de
atividade moderada e superior a 1500 pg/ml
considera-se de fraca atividade'. Assim, pode-se
evidenciar que o fitoconstituinte citronelol apresentou
atividade 6tima para todas as cepas investigadas.
Corroborando com os resultados encontrados acerca
do citronelal, em um estudo realizado com cepas
Klebsiella pneumoniae produtora de ESBL,
observou-se que ndo houve a inibicdo do crescimento
em nenhuma das concentragdes (32 a 2048 pg/ml)
testatadas pelos pesquisadores'®.

Entretanto, tal achado ndo significa que o
citronelal ndo apresente potencial antimicrobiano,
podendo ser ativo frente a outros microrganismos,
contudo neste estudo ndo apresentou atividade
antibacteriana nas condi¢Oes avaliadas. Ademais, é
interessante que haja a aplicacdo de outras
metodologias que permitam maior exploracdo desse
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possivel potencial, como por exemplo, estudos de
associacdo com farmacos utilizados na prética clinica
ou outros produtos naturais, 0 que por sua vez,
podem contribuir para a diminui¢cdo da concentracéo
de ambos os farmacos ou ainda permitir a diminuicdo
da selecdo de cepas resistentes.

Diferindo dos resultados obtidos com o
citronelol, observou-se em estudo realizado com as
bactérias Streptococcus mutans, S. oralis e S.
salivarius que o valor de CIM foi de 625 pg/ml*’. Em
pesquisa realizada com cepas de Trichophyton
rubrum notou-se que o valores de CIM para
citronelol variaram entre 8 a 1024 ug/ml*®. Enquanto
gue em estudo com Cladosporium spp., resultados
semelhantes foram encontrados, em que a CIM
variou entre 256 a 512 ug/mi*.

A atividade antibacteriana obtida a partir do
monoterpeno citronelol, pode estar relacionada a sua
caracteristica quimica hidrofobica que, por sua vez,
permite a adesdo a lipidios da membrana celular e
possivel mudanca de permeabilidade e integridade de
membrana®®, causando portanto a morte do
microrganismo.

N&o obstante, é valido destacar que este é 0
primeiro estudo que busca evidenciar a atividade
antimicrobiana de citronelol e citronelal frente a
cepas de E.coli produtoras de ESBL, podendo,
portanto, servir como material de apoio para o
desenvolvimento de novos estudos que possuam a
mesma temética como foco central.

CONCLUSAO

Por meio da técnica de microdiluicdo e
levando em  consideracbes as  condicdes
experimentais aplicadas e as cepas testas, observou-
se que somente 0 monoterpeno citronelol apresentou
atividade  bacteriostatica.  Entretanto, a nao
evidenciacdo de atividade antibacteriana para o
citronelal ndo significa que 0 mesmo ndo apresente
possiveis atividades bioldgicas interessantes frente a
microrganismos, sendo necessarios outros estudos
com a aplicagdo de outras técnicas para se
caracterizar melhor o seu possivel potencial.
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