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RESUMO: O avango daresisténcia antimicrobiana em Klebsiella pneumoniae tem fomentado
a busca por novas estratégias complementares ao tratamento convencional. Terpenos
vém se destacando como alternativas naturais capazes de interferir em mecanismos de
resisténcia bacteriana. O a-pineno, um monoterpeno amplamente distribuido em plantas
aromaticas, é reconhecido por seu potencial de interagir com membranas bioldgicas,
0 que o torna um candidato promissor para estudos de modulagao antibidtica. O efeito
modulador do a-pineno foi investigado por meio do método de microdiluicdo em caldo,
determinando-se as CIMs de gentamicina, norfloxacino, ceftazidima e polimixina B isolados
e em combinagdo com o terpeno. As suspensdes bacterianas foram padronizadas em 0,5
McFarland e incubadas em microplacas de 96 pogos conforme metodologia CLS| adaptada.
O a-pineno apresentou o perfil modulador mais significativo entre os terpenos avaliados.
Houve redugao expressiva das CIMs de gentamicina, ceftazidima e polimixina B, sugerindo
sinergismo entre o terpeno e esses antibidticos. Para polimixina B, observou-se redugao de
512 para 256 pg/mL, enquanto ceftazidima e gentamicina também apresentaram redugdes
marcantes. A modulagdo do norfloxacino foi menos acentuada, porém ainda evidente.
Esses dados sugerem que o a-pineno favorece a permeabilidade da membrana ou interfere
na homeostase celular bacteriana. O a-pineno demonstrou forte potencial como adjuvante
antimicrobiano contra K. pneumoniae, promovendo significativa redugao da CIM de diversos
antibidticos. Os achados reforgcam sua capacidade de comprometer barreiras estruturais da
bactéria, tornando-o um composto promissor para o desenvolvimento de novas estratégias
combinatérias no enfrentamento da resisténcia antimicrobiana.

PALAVRAS CHAVE: Resisténcia bacteriana. Terpenos. a-Pineno. Sinergismo antibidtico.
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EFFECTS OF A-PINENE ON THE SUSCEPTIBILITY OF Klebsiella pneumoniae

ABSTRACT: The rise in antimicrobial resistance in Klebsiella pneumoniae has fueled the
search for new strategies to complement conventional treatment. Terpenes have emerged as
natural alternatives capable of interfering with bacterial resistance mechanisms. a-Pinene, a
monoterpene widely distributed in aromatic plants, is recognized for its potential to interact
with biological membranes, making it a promising candidate for antibiotic modulation studies.
The modulating effect of a-pinene was investigated using the broth microdilution method,
determining the MICs of gentamicin, norfloxacin, ceftazidime, and polymyxin B, both alone and
in combination with the terpene. Bacterial suspensions were standardized to 0.5 McFarland
and incubated in 96-well microplates according to an adapted CLSI methodology. a-Pinene
showed the most significant modulating profile among the terpenes evaluated. There was
a significant reduction in the MICs of gentamicin, ceftazidime, and polymyxin B, suggesting
synergism between the terpene and these antibiotics. For polymyxin B, a reduction from
512 to 256 ug/mL was observed, while ceftazidime and gentamicin also showed marked
reductions. The modulation of norfloxacin was less pronounced, but still evident. These
data suggest that a-pinene favors membrane permeability or interferes with bacterial cell
homeostasis. a-Pinene demonstrated strong potential as an antimicrobial adjuvant against
K. pneumoniae, promoting a significant reduction in the MIC of several antibiotics. The
findings reinforce its ability to compromise the bacterium’s structural barriers, making it a
promising compound for the development of new combinatorial strategies in addressing
antimicrobial resistance.

KEY-WORDS: Bacterial resistance. Terpenes. a-Pinene. Antibiotic synergism.

INTRODUGAO

A progressao da resisténcia bacteriana compromete significativamente a eficacia
dos antibidticos, resultando em infec¢des graves e de dificil tratamento. A selegédo natural
favorecida pelo uso inadequado desses farmacos permite que microrganismos desenvolvam
mecanismos refinados de resisténcia, entre eles producdo de enzimas inativadoras,
bombas de efluxo, modificagdo de alvos e alteragdes na permeabilidade celular (Munita &
Arias, 2016). Esse contexto desafia a medicina clinica e torna urgente a busca por novas
alternativas terapéuticas.

Klebsiella pneumoniae figura entre os patdogenos mais criticos desse cenario. Este
bacilo Gram-negativo € amplamente reconhecido por sua capacidade de adquirir plasmideos
contendo genes de ESBLs e carbapenemases, tornando-se resistente as principais classes
de antibidticos B-lactamicos (Navon-Venezia et al., 2017). Além disso, sua capsula espessa,
sistemas de siderdforos e a habilidade de formar biofilmes conferem elevada viruléncia e
persisténcia em ambientes clinicos, tornando-a responsavel por surtos hospitalares e por
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infeccbes associadas a dispositivos médicos.

Nesse contexto de resisténcia crescente, compostos naturais tém sido investigados
como potenciais ferramentas terapéuticas. Diversas moléculas bioativas presentes em
plantas demonstram atividade antimicrobiana e moduladora, com destaque para terpenos,
que possuem estruturas altamente lipofilicas capazes de interagir diretamente com
componentes das membranas bacterianas (Cushnie & Lamb, 2011). Essa interagdo pode
resultar em alteragdes de fluidez, perda de integridade e aumento da permeabilidade.

O a-pineno, um monoterpeno presente em plantas como Pinus spp. € Rosmarinus
officinalis, tem sido amplamente estudado por sua atividade bioldgica, incluindo agao
antibacteriana, anti-inflamatéria e antioxidante (Salehi et al., 2019). No contexto
antimicrobiano, o a-pineno pode comprometer a membrana citoplasmatica, promover lise
celular e interferir no metabolismo energético bacteriano. Estudos recentes demonstram
que monoterpenos, incluindo o a-pineno, modulam vias relacionadas ao estresse
oxidativo e a integridade celular, podendo atuar sinergicamente com antibiéticos ao afetar
permeabilidade e mecanismos adaptativos (Filomeni et al., 2022). Assim, sua utilizagao
frente a K. pneumoniae representa uma abordagem relevante no combate a resisténcia.

MATERIAIS E METODOS
Materiais

Os antibidticos, o a-pineno 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.

Avaliacao da atividade antibacteriana
v' Concentragao Inibitoria Minima (CIM)

Aavaliagao 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 suspensao bacteriana, previamente diluida em solug¢ao salina até
alcangar uma concentragao de aproximadamente 10° UFC/mL.

As microplacas de 96 pocgos foram preenchidas numericamente, adicionando-se 100
WL desta suspensédo bacteriana em cada pogo. Posteriormente, foi realizada microdiluicdo
seriada com uma solugcado do a-pineno, 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
extrato na qual ndo se observou crescimento bacteriano visivel, conforme descrito por

AVANGOS NA SAUDE: PESQUISAS E PRATICAS

CAPiTULO 70 BrdI]0)

TRANSFORMADORAS, VOL 2



Coutinho et al. (2008) e Javadpour et al. (1996). Todos os ensaios foram conduzidos em
triplicata (n = 3).

v' Atividade modificadora da acao dos antibiéticos

A avaliacdo da atividade potencializadora de antibiéticos foi conduzida com a
combinagdo do a-pineno 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 a-pineno. 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 pogco. Em
seguida, realizou-se microdiluicao seriada (proporgéao 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 (Concentragéo Inibitéria Minima).

Analise estatistica

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

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise dos resultados envolvendo alfa-pineno mostrou que esse monoterpeno
apresenta efeitos substanciais sobre a susceptibilidade de Klebsiella pneumoniae a
diferentes classes de antibidticos, embora de modo seletivo e dependente do mecanismo de
acao do farmaco. Para gentamicina, houve apenas uma discreta redugéo da MIC, passando
de 50,79 pg/mL para 40,31 pg/mL (figura 1). Esses dados sugerem que o alfa-pineno
pode exercer um efeito de permeabilizacao leve sobre a membrana externa da bactéria. A
literatura demonstra que o alfa-pineno interage fisicamente com membranas bacterianas,
provocando disturbios no empacotamento lipidico e alterando a fluidez (Nazzaro et al.,
2013; Chen et al., 2021). No entanto, em Gram-negativas como K. pneumoniae, a presenga
do LPS atua como barreira importante, o que pode limitar a extensao do dano, justificando
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a modulacido mais discreta observada.

Por outro lado, a redugdo mais pronunciada foi observada para polimixina B, cuja
MIC diminuiu de 512 ug/mL para 256 ug/mL. Essa queda representa um efeito modulador
consideravel, especialmente levando-se em conta que a polimixina B ja atua na membrana
externa. O alfa-pineno pode potencializar esse mecanismo ao facilitar a desestabilizacao
do LPS e da bicamada fosfolipidica interna, amplificando a penetragcao da polimixina. Esse
tipo de interagao sinérgica entre monoterpenos e antibiéticos polimixinicos ja foi registrada
em estudos que demonstram aumento do dano a integridade da membrana, mensurado
por extravasamento de marcadores fluorescentes e perda de gradientes ibnicos essenciais
(Sanchez et al., 2020).

A avaliacdo da modulacao do norfloxacino revelou reducao da MIC de 40,31 pg/mL
para 32 ug/mL, indicando um efeito sinérgico suave. Considerando que quinolonas dependem
de boa permeabilidade por porinas, o alfa-pineno pode contribuir para aumentar o influxo
do antibidtico. Diferente do limoneno, que em alguns casos pode causar desorganizagao
que reduz a entrada de quinolonas, o alfa-pineno parece produzir um impacto menos
agressivo sobre a membrana externa, o que pode ter favorecido a modulacédo positiva.
Estudos sugerem que o alfa-pineno causa menor perturbacédo do sistema de porinas em
comparagao com monoterpenos mais hidrofdbicos, preservando parcialmente as vias de
entrada de moléculas hidrofilicas (Filomeni et al., 2022).

A ceftazidima também apresentou queda marcante na MIC, de 16 ug/mL para 8 ug/
mL. Como antibiético B-lactdmico, sua eficacia depende do acesso as PBPs localizadas no
periplasma, e o alfa-pineno pode ter facilitado esse acesso ao comprometer a integridade
da membrana externa. Além disso, ha evidéncias de que o alfa-pineno pode interferir em
respostas de estresse relacionadas a integridade celular e potencial de membrana, o que
poderia reduzir a expressao ou eficiéncia de B-lactamases induzidas (Santoyo et al., 2021).
Assim, a combinacao dos mecanismos fisicos e biolégicos pode explicar a modulagdo mais
evidente observada para a ceftazidima.
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Figura 1: Grafico mostrando as concentragbes de antibidticos combinados com alfa-pineno 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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Esses achados demonstram que o alfa-pineno apresenta capacidade moduladora
promissora, especialmente com polimixina B e ceftazidima, enquanto os efeitos sobre
gentamicina e norfloxacino sdo mais discretos, porém ainda positivos. Os resultados reforcam
que esse terpeno pode atuar como adjuvante antibacteriano relevante, principalmente ao
favorecer o dano a barreira externa caracteristica de K. pneumoniae.

CONCLUSAO

O a-pineno apresentou o perfil modulador mais promissor entre os terpenos testados,
evidenciado pela reducéo significativa das CIMs combinadas de gentamicina, ceftazidima
e polimixina B frente a Klebsiella pneumoniae. Tais resultados indicam que o a-pineno
pode favorecer o acesso dos antibidticos a seus alvos intracelulares ou comprometer
mecanismos de resisténcia, como barreiras de membrana e sistemas de efluxo. A queda
de 50% na CIM da polimixina B e a redugdo expressiva observada para ceftazidima
sugerem potencial sinergismo, o que esta de acordo com estudos prévios que descrevem
a capacidade do a-pineno de desestruturar membranas ricas em lipopolissacarideos e
interferir na estabilidade da parede celular. Esse perfil fortalece a perspectiva de seu uso
como adjuvante terapéutico, especialmente diante da crescente prevaléncia de cepas
resistentes de K. pneumoniae. Assim, o0 a-pineno se destaca como um candidato viavel para
pesquisas translacionais voltadas ao desenvolvimento de novas combinagdes terapéuticas
utilizando produtos naturais.
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