POTENCIAL ANTIMICROBIANO DO ISOEUGENOL FRENTE A Klebsiella pneumoniae
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A resisténcia antimicrobiana em Klebsiella pneumoniae ¢ uma das principais
barreiras terapéuticas no tratamento de infeccdes hospitalares. Nesse contexto, moléculas
de origem natural tém atraido interesse como moduladores da atividade antibiética. O
isoeugenol, um derivado fendlico estruturalmente associado ao eugenol, exibe propriedades
antimicrobianas e capacidade de interagir com membranas lipidicas, embora seus efeitos
sobre Gram-negativas ainda sejam pouco definidos. O potencial modulador do isoeugenol
foi avaliado pelo método de microdiluicdo em caldo, comparando-se as CIMs dos
antibiéticos gentamicina, norfloxacino, ceftazidima e polimixina B isolados e combinados
ao terpeno. As analises foram conduzidas em microplacas de 96 pogos com incubagao
padronizada e suspensao bacteriana ajustada a escala 0,5 de McFarland. O isoeugenol
apresentou modulacao intermediaria da agao antibiotica. Os resultados mostraram reducao
da CIM de ceftazidima e discreta alteragcdo para norfloxacino, enquanto gentamicina e
polimixina B permaneceram inalteradas. Esses achados indicam que o isoeugenol exerce
interacdo moderada com a membrana externa da bactéria, porém sem atingir o mesmo
impacto observado para outros terpenos mais lipofilicos ou estruturalmente adaptados
para atravessar o LPS. Embora apresente atividade moduladora limitada, o isoeugenol
demonstrou capacidade de reduzir a CIM de ceftazidima, sugerindo algum nivel de interagéo
com mecanismos de permeabilidade ou estabilidade da membrana. Apesar do efeito
modesto, 0 composto permanece relevante como base para futuras otimizagdes estruturais
ou formulagdes que potencializem sua agao contra bactérias Gram-negativas.

Resisténcia bacteriana. Terpenos. Isoeugenol. Modulagdo de
antibidticos.
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Antimicrobial resistance in Klebsiella pneumoniae is one of the main therapeutic
barriers in the treatment of hospital-acquired infections. In this context, molecules of natural
origin have attracted interest as modulators of antibiotic activity. Isoeugenol, a phenolic
derivative structurally associated with eugenol, exhibits antimicrobial properties and the
ability to interact with lipid membranes, although its effects on Gram-negative bacteria
are still poorly defined. The modulating potential of isoeugenol was evaluated by the
broth microdilution method, comparing the MICs of the antibiotics gentamicin, norfloxacin,
ceftazidime, and polymyxin B, isolated and combined with the terpene. The analyses were
conducted in 96-well microplates with standardized incubation and bacterial suspension
adjusted to the 0.5 McFarland scale. Isoeugenol showed intermediate modulation of
antibiotic action. The results showed a reduction in the MIC of ceftazidime and a slight
alteration for norfloxacin, while gentamicin and polymyxin B remained unchanged. These
findings indicate that isoeugenol exerts a moderate interaction with the outer membrane
of the bacteria, but without reaching the same impact observed for other more lipophilic
terpenes or those structurally adapted to cross LPS. Although it presents limited modulating
activity, isoeugenol demonstrated the ability to reduce the MIC of ceftazidime, suggesting
some level of interaction with membrane permeability or stability mechanisms. Despite the
modest effect, the compound remains relevant as a basis for future structural optimizations
or formulations that enhance its action against Gram-negative bacteria.

Bacterial resistance. Terpenes. Isoeugenol. Antibiotic modulation.

A resisténcia bacteriana tem se consolidado como um dos maiores desafios globais
em saude publica, comprometendo a eficacia de antibiéticos convencionais e aumentando a
incidénciadeinfecgdes persistentes e dedificiltratamento. O usoinadequadodessesfarmacos
favorece a selegdo de microrganismos resistentes, que passam a expressar mecanismos
refinados como produgao de enzimas inativadoras, alteragcdes de permeabilidade, bombas
de efluxo e modificagdes no alvo terapéutico (Munita & Arias, 2016). Esse cenario ressalta a
necessidade de estratégias terapéuticas alternativas capazes de restaurar ou potencializar
a atividade antimicrobiana.

Dentro desse contexto, Klebsiella pneumoniae destaca-se pela sua elevada
importancia clinica, sobretudo por sua capacidade de adquirir plasmideos portadores de
genes de B-lactamases de espectro estendido e carbapenemases (Navon-Venezia et al.,
2017). Alem disso, sua capsula espessa, o sistema de sideroforos e a habilidade de formar
biofilmes favorecem a persisténcia e a viruléncia do patdgeno, tornando-o um dos principais
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agentes etiologicos de infecgdes hospitalares graves.

Diante da crescente resisténcia, compostos naturais tém sido intensamente
investigados como alternativas terapéuticas promissoras. Entre eles, fendis derivados de
plantas, como o isoeugenol, apresentam especial relevancia devido a sua capacidade
de interagir com a membrana bacteriana, causando aumento de permeabilidade,
desestabilizagdo estrutural e modulagéo de processos fisiologicos essenciais (Burt, 2004;
Chouhan et al., 2017). O isoeugenol, isdmero estrutural do eugenol, possui reconhecida
atividade antioxidante, anti-inflamatdria e antimicrobiana. Sua lipofilicidade permite inser¢ao
eficiente na bicamada lipidica, provocando desorganizagao e efeitos cumulativos sobre a
integridade celular.

Estudos recentes destacam que compostos fendlicos como o isoeugenol podem
apresentar efeito sinérgico quando combinados com antibiéticos, favorecendo o aumento
da permeabilidade, o comprometimento da membrana e a interferéncia em processos
metabdlicos essenciais da bactéria (Marchese et al., 2017). Assim, sua investigacao
frente a K. pneumoniae representa uma abordagem relevante para o desenvolvimento de
adjuvantes terapéuticos, especialmente em infec¢gdes causadas por cepas resistentes.

Materiais

Os antibidticos, o isoeugenol e a resazurina foram adquiridos na Sigma Aldrich, todos
foram diluidos em DMSO e completados com agua destilada estéril até a concentragao final
de 1024 pg/mL.

Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

A avaliacdo da atividade antibacteriana foi realizada por meio do teste de
Concentragao Inibitéria Minima (CIM). A cepa bacteriana utilizada, Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603, foi previamente cultivada em meio Brain Heart Infusion (BHI) agar,
em incubadora bacterioldgica a 37 °C por 24 horas. Em seguida, prepararam-se tubos
Eppendorf® contendo 900 pL de BHI 10% e 100 uL da suspenséo bacteriana, previamente
diluida em solugao salina até alcangar uma concentragdo de aproximadamente 10° UFC/
mL.

As microplacas de 96 pocgos foram preenchidas numericamente, adicionando-se 100
WL desta suspensédo bacteriana em cada pocgo. Posteriormente, foi realizada microdiluicdo
seriada com uma solugao do isoeugenol, em concentragdes variando de 512 a 8 pg/mL.
As placas foram incubadas a 35 °C por 24 horas, e a determinacdo da CIM foi efetuada
utilizando resazurina como indicador. A CIM foi definida como a menor concentragéo do
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extrato na qual ndo se observou crescimento bacteriano visivel, conforme descrito por
Coutinho et al. (2008) e Javadpour et al. (1996). Todos os ensaios foram conduzidos em
triplicata (n = 3).

Atividade modificadora da agao dos antibioticos

A avaliacdo da atividade potencializadora de antibiéticos foi conduzida com a
combinagao do isoeugenol com os antibiéticos gentamicina, polimixina-B, norfloxacino e
ceftazidima, que também foram testados individualmente. A cepa bacteriana utilizada, foi
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603

A metodologia proposta por Coutinho et al. (2008) foi utilizada para avaliar o potencial
modificador da resisténcia bacteriana a antibidticos exercido pelo isoeugenol. A solugao
foi diluida até uma concentragdo subinibitéria (MIC/8). O meio foi preparado em tubos
Eppendorf® contendo BHI (10%) + 150 yL da suspensao bacteriana + 188 uL de a-pineno,
totalizando 1,5 mL de solugdo. Para o controle, a solugdo de 1,35 mL continha apenas
BHI (10%) + 150 pyL da suspensao microbiana. A placa de microdiluicdo foi preenchida
em ordem alfabética, adicionando-se 100 pL da solucdo de distribuicdo a cada poco. Em
seguida, realizou-se microdiluicdo seriada (proporgéo 1:1) com 100 L do antibidtico (1024
pMg/mL), até o penultimo pogo. As placas foram entdo incubadas a 37 °C por 24 horas.
As concentragbes do antibidtico variaram gradualmente de 512 a 1 pg/mL. A leitura foi
realizada da mesma forma que o teste de CIM (Concentrag&o Inibitoria Minima).

Analise estatistica

Os resultados dos experimentos foram expressos como meédia geométrica + desvio
padrao da média (+x SED), avaliados estatisticamente por analise de variancia (two-way
ANOVA) seguida de pds-teste de Bonferroni utilizando o software GraphPad Prism 8.3. As
diferengas foram consideradas significativas quando p < 0,05.

Os resultados referentes ao isoeugenol revelaram um perfil modulador
particularmente interessante, demonstrando efeitos significativos sobre a susceptibilidade
de Klebsiella pneumoniae a diferentes antibiéticos. A maior redugcdo observada ocorreu
para a gentamicina, cuja MIC passou de 50,79 yg/mL para 12,69 ug/mL, indicando um
efeito sinérgico robusto. Os resultados demonstraram que o isoeugenol promove modulagao
relevante da atividade antimicrobiana de diferentes antibiéticos frente a Klebsiella
pneumoniae, com efeitos que variam conforme o mecanismo de acao do farmaco. Para
gentamicina, a combinagao resultou em redugao significativa da CIM, indicando que o
isoeugenol pode facilitar o acesso do antibidtico ao citoplasma bacteriano. Fendis lipofilicos
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sao conhecidos por interagir com membranas e promover desestabilizagao estrutural, efeito
amplamente descrito na literatura (Hyldgaard et al., 2012; Marchese et al., 2017).

No caso da polimixina B, a MIC reduziu-se de 512 pg/mL para 322,53 ug/mL.
Embora menos acentuada que a modulagéo observada para a gentamicina, essa redugao
indica que o isoeugenol atua de maneira complementar ao mecanismo da polimixina, que
ja envolve a interagdo com o LPS. Por possuir alta afinidade lipofilica e propriedades de
solvatagdo da membrana, o isoeugenol pode intensificar a desorganizagado da bicamada e
facilitar o deslocamento de ions essenciais, contribuindo para o dano celular. Isso € coerente
com estudos que demonstram que fendis interferem na estabilidade da bicamada lipidica,
promovendo aumento de permeabilidade e desestruturacdo do envelope celular bacteriano
(Chouhan et al., 2017).

Para o norfloxacino, a MIC diminuiu de 40,31 ug/mL para 32 pg/mL, indicando uma
modulagao positiva moderada. Dado que o norfloxacino depende de entrada via porinas, o
isoeugenol pode estar facilitando essa passagem ao reduzir o empacotamento lipidico ao
redor dessas estruturas, mantendo, porém, uma organizagao suficiente para preservar a
funcionalidade das proteinas de membrana. Esse equilibrio entre perturbagao e preservagao
pode resultar em aumento da permeabilidade sem comprometimento estrutural extremo, o
que explica a sinergia leve. Além disso, fendis como o isoeugenol podem gerar estresse
oxidativo moderado, que tende a sensibilizar a célula para antibidticos que atuam em
processos intracelulares.

O efeito mais discreto foi observado para a ceftazidima, cuja MIC permaneceu
inalterada (16 pg/mL). Isso sugere que, embora o isoeugenol comprometa a membrana,
ele talvez nao interfira de maneira eficaz nos fatores envolvidos na resisténcia intrinseca
aos B-lactdmicos, como a barreira periplasmatica e a presenga de B-lactamases. Alguns
estudos indicam que fendis volumosos podem até interferir negativamente com certas rotas
de acesso periplasmatico (Marchese et al., 2017), o que poderia neutralizar parte do efeito
benéfico da permeabilizagao.

PESQUISA CIENTIFICA E INOVAGAO NO SECULO XXI: CAPiTU LO 202 20 1 5

PERSPECTIVAS LUSO-BRASILEIRAS, VOL 1



Figura 1: Grafico mostrando as concentragdes de antibidticos combinados com isoeugenol contra Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603; valores de MIC (ug/mL); “****” p < 0,0001 indica diferencas significativas entre

os grupos. A significancia estatistica foi determinada por ANOVA de duas vias e teste post-hoc de Bonferroni.
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Considerando a magnitude dos efeitos observados, o isoeugenol se destaca como
modulador potente, especialmente em combinagcdo com gentamicina, apresentando o
melhor resultado entre os antibidticos testados. Sua capacidade de alterar propriedades
fisico-quimicas da membrana e de induzir estresse metabdlico coloca esse composto como
um candidato promissor para estudos futuros envolvendo combinagdo com antimicrobianos.

O isoeugenol mostrou um comportamento intermediario entre os demais terpenos,
com modulacado limitada, porém perceptivel, da atividade antibidtica contra Klebsiella
pneumoniae. A redugao observada na CIM da ceftazidima e a alteragao pouco expressiva
para norfloxacino indicam que o isoeugenol exerce alguma interacdo com estruturas
de membrana e processos de permeabilidade, embora em menor magnitude do que o
a-pineno. Esses resultados estdo alinhados a literatura que descreve o isoeugenol como
um composto fendlico capaz de interagir com membranas bacterianas, porém mais efetivo
contra bactérias Gram-positivas. Em K. pneumoniae, cuja membrana externa apresenta
elevada rigidez devido a presenca de LPS, seu efeito parece limitado. No entanto, a
modulagao observada reforga seu potencial como molécula-base em estudos futuros,
sobretudo aqueles que avaliem mecanismos combinatorios, otimizagdo estrutural ou
sistemas de entrega que aumentem sua capacidade de interagdo com a barreira lipidica
caracteristica de bactérias Gram-negativas.
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