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RESUMO: As infec¢des bacterianas e a resisténcia antimicrobiana,
particularmente de Klebsiella pneumoniae, continuam sendo algumas das
questdes mais desafiadoras que ameagam a salde das pessoas em todo o
mundo. Compostos naturais derivados de plantas tém recebido atencdo
consideravel por seu papel como potencial antibacteriano e para mitigar a
resisténcia a antibioticos. Entre esses compostos, identificou-se o linalol,
importante metabdlito secundario, encontrado em grande variedade de
plantas, e que apresenta diversas propriedades farmacolégicas, incluindo
atividade antibacteriana. Portanto, este estudo teve como objetivo
investigar, por meio do docking molecular, a atividade antibacteriana do
linalol contra Klebsiella pneumoniae e suas interagdes com a ATP sintase.
Neste trabalho, foram realizados ensaios in vitro, aplicando-se a técnica de
microdiluicdo em caldo, obtendo-se a concentracdo inibitdria e bactericida
minima (CIM e CBM). O procedimento adotado para o docking molecular foi
o de ancoramento com a proteina rigida e os ligantes flexiveis. As analises
in vitro mostraram que o linalol teve efeito bactericida contra K. pneumoniae
na concentracdo de 256 pug/mL. O docking molecular revelou que o linalol
interage com o centro ativo da subunidade B da ATP sintase, com energia de
ligagcdo AE = -3,63 kcal/mol. Neste estudo foi demonstrado que o linalol é
uma molécula capaz de induzir a morte bacteriana e que, preditivamente,
esse efeito possivelmente ocorre por interrupcao na sintese de ATP.

Palavras-chave: docking molecular; farmacologia; fitoterapia; Klebsiella
pneumoniae; microbiologia.
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Antibacterial action of linalool
against Klebsiella pneumoniae and its
interactions with ATP synthase in silico

*Autor para correspondéncia. ABSTRACT: Bacterial infections and antimicrobial resistance, particularly from
Klebsiella pneumoniae, remain some of the most challenging issues threatening
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people's health worldwide. Plant-derived natural compounds have received considerable
attention for their potential role as antibacterial agents and to mitigate antibiotic
resistance. Among these compounds, we identified linalool, an important secondary
metabolite found in a wide variety of plants, which has various pharmacological
properties, including antibacterial activity. Therefore, this study aimed to investigate
the antibacterial activity of linalool against Klebsiella pneumoniae and its interactions
with ATP synthase through molecular docking. In this work, in vitro tests were
performed, and the broth microdilution technique was applied, obtaining the minimum
inhibitory and bactericidal concentration (MIC and MBC). In addition, the procedure
adopted for molecular docking was rigid-protein, flexible-ligand docking. In vitro
analyses showed that linalool had a bactericidal effect against K. pneumoniae at the
concentration of 256 pig/mL. Molecular docking revealed that linalool interacts with the
active center of the B subunit of ATP synthase with binding energy AE = -3.63 kcal/mol.
In this study, it was demonstrated that linalool is a molecule capable of inducing
bacterial death and that predictively this effect possibly occurs by the interruption
in ATP synthesis.

Keywords: Klebsiella pneumoniae; microbiology; molecular docking;
pharmacology; phytotherapy.

1Introducao

Klebsiella pneumoniae ¢ uma bactéria Gram-negativa, bacilar, oportunista, ubiqua em
ambientes naturais (Bengoechea; Pessoa, 2019), pertencente a familia Enterobacteriaceae
(Wyres; Lam; Holt, 2020). E uma bactéria encapsulada, estrutura que contribui para seu
forte poder de viruléncia, principalmente pela capacidade de auxiliar na evasdo do sistema
imunologico durante a infecgdo, protegendo-se da opsonizacdo e, consequentemente,
da fagocitose (Tavares, 2019). Na espécie humana, habita o trato gastrointestinal e
a nasofaringe, podendo invadir a circulagdo e atingir outros tecidos, desencadeando
infeccdes. Esse microrganismo € capaz de causar doengas como pneumonia, infecgdes
urinarias, sanguineas e sepse, que podem ser ainda mais graves em recém-nascidos, idosos
e pessoas com o sistema imune comprometido (Bengoechea; Pessoa, 2019).

A K. pneumoniae apresenta grande capacidade de desenvolver mecanismos de
resisténcia enzimaticos (Kolpa et al., 2018), sendo considerada multirresistente a firmacos
antimicrobianos, especialmente pela capacidade de produzir enzimas denominadas
carbapenemases, as quais conferem resisténcia aos carbapen€micos como o meropenem,
avibactam, imipenem etc. (Afonso; Miler-da-Silva; Garrido, 2022). A K. pneumoniae
produtora de carbapenemase (KPC-KP) tem causado infecgdes de dificil tratamento
(Aminul et al., 2021), devido ao crescente numero de cepas resistentes. Essa bactéria
foi recentemente incluida pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) na lista critica
de microrganismos para os quais novas opgdes terapéuticas devem ser urgentemente
desenvolvidas (Bengoechea; Pessoa, 2019).

No que concerne a resisténcia bacteriana a antibioticos, Moo ef al. (2021) destacam
a importancia do desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos, principalmente
aqueles oriundos de plantas. Estas apresentam uma profusdo de metabolitos secundarios
bioativos (Chassagne et al., 2021), entre os quais se destacam os terpenos, comumente
encontrados em o6leos essenciais, que t€m mostrado forte atividade antibacteriana contra
diferentes organismos patogénicos (Mahizan ef al., 2019).

Revista Principia, Jodo Pessoa, v. 61, n. 3, p. 811-825, 2024. ISSN (on-line): 2447-9187 [ 812 ]



revistom

O linalol é um metabdlito secundario natural de plantas, pertencente ao grupo dos
monoterpenos com estrutura alcodlica e aciclica, com formula molecular C;oH;50,
identificado como um componente importante na producao de 6leos essenciais de
lavanda, manjericao etc. Além disso, essa molécula ¢ bastante utilizada na inddstria de
perfumes, cosméticos, materiais de limpeza e em aditivos alimentares, apresentando
também significativo potencial farmacologico, incluindo propriedades antissépticas,
anti-inflamatorias, anticancerigenas, antifungicas, antibacterianas, hepatoprotetoras,
entre outras (An et al., 2021; Bueno-Duarte; Méndez-Sanchez, 2015). Os efeitos
antimicrobianos contra uma grande diversidade de patdogenos conferem ao linalol
capacidade de ser utilizado como adjuvante de antibioticos, sendo de grande importancia
para superacao da crescente ameaca de resisténcia microbiana (An ef al., 2021).

Como antibacteriano, o linalol parece afetar a integridade da membrana celular
bacteriana, por interferir nos niveis de ATP e elevar as concentracdes de espécies reativas
de oxigénio (EROs) (Wong-Ekkabut et al., 2007). A adenosina trifosfato (ATP) sintase,
presente nas células procarioticas e eucarioticas, € um complexo proteico com multiplas
subunidades que usa a forca motriz eletroquimica dos prétons (H") para atravessar a
membrana, a fim de fornecer um suprimento celular de ATP, a partir do difosfato de
adenosina (ADP) e do fosfato inorganico (Pi) (Guo; Suzuki; Rubinstein, 2019). Por
esses aspectos, pressupoe-se que o linalol possivelmente interage com a ATP sintase
bacteriana e, consequentemente, acaba interferindo na viabilidade de uma grande
quantidade de vias metabdlicas essenciais para a sobrevivéncia de K. pneumoniae
(Wong-Ekkabut et al., 2007).

Com base nessas informagdes, este estudo tem por objetivo investigar, por meio
do docking molecular, o potencial antibacteriano do linalol contra K. preumoniae € suas
interagdes com a ATP sintase.

A seguir, serdo apresentadas as demais se¢des que compdem este artigo, dispostas
da seguinte maneira: a se¢do 2 apresenta os procedimentos metodolégicos empregados
na pesquisa; a se¢do 3 traz os resultados obtidos nas analises in vitro e in silico e uma
discussdo sobre esses resultados com base na literatura; e a secdo 4 contempla as
consideragoes finais do estudo, com indicacdo de pesquisas futuras.

2 Método da pesquisa

Esta secdo apresenta os materiais utilizados na pesquisa bem como os procedimentos
metodologicos empregados nos ensaios in vitro € in silico.

2.1 Substancias

O linalol (3,7-dimethylocta-1,6-dien-3-ol) (pureza > 95%) foi adquirido
comercialmente da Quinari® (Ponta Grossa-PR, Brasil). Para os ensaios de atividade
antibacteriana, o linalol foi solubilizado em 150 pul (3%) de dimetilsufoxido (DMSO),
mistura & qual foram adicionados 100 pl (2%) de tween 80. Essa solugdo foi completada
com 4gua destilada esterilizada (q.s.p. 5 ml), para obtencdo de uma emulsdo na
concentracao inicial de 1.024 ug/ml, e diluida em série até 2 pg/ml (Hood; Wilkinson;
Cavanagh, 2003; Nascimento et al., 2007).
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[1] Ligante Zinc. Disponivel em:
http://zinc.docking.org/substances/home/.

[2] Protein Data Bank. Disponivel
em: https://www.rcsb.org.

2.2 Cepas bacterianas e indculo

Os ensaios in vitro foram realizados com cepas bacterianas: K. pneumoniae 101,
103, 104, 105 (isolados clinicos) e K. pneumoniae ATCC 13883 (cepa padrao). Todas
as amostras pertencem ao acervo do Laboratorio de Pesquisa em Microbiologia (LPM)
do Centro Universitario de Patos (UniFIP). Todas as cepas foram mantidas em agar
nutriente (AN) a 4° C, e culturas de 24 horas incubadas a 37° C foram usadas para
realizar os ensaios. Posteriormente, foram preparadas suspensoes bacterianas, a partir
dessas culturas recentes — aproximadamente 4 a 5 colonias foram transferidas (com alga
estéril) para tubos de ensaio contendo 5,0 ml de solugéo salina estéril (NaCl a 0,85%).
As suspensdes resultantes foram agitadas durante 15 segundos com o auxilio de um
aparelho vortice (Fanem Ltda., Guarulhos-SP, Brasil). A turbidez dos in6culos finais
foi normalizada, usando-se uma suspensao de sulfato de bario (tubo de 0,5 da escala de
McFarland). A concentragdo final obtida foi de aproximadamente 1,5 x 10® unidades
formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml) (CLSI, 2012; Hadacek; Greger, 2000).

2.3 Concentragao inibitéria minima (CIM) e concentragdo bactericida
minima (CBM)

A determinagdo da CIM foi realizada pela técnica de microdiluigdo, em caldo
Brain Heart Infusion (BHI), duplamente concentrado em placa de 96 pogos, com
fundo em “U”, para obten¢do de diferentes concentragdes do linalol (1.024 pg/ml a4 pg/ml).
Paralelamente, controles de esterilidade, viabilidade celular e interferéncia dos veiculos
utilizados na preparacdo da emulsdo do linalol foram realizados. A CIM ¢ definida como
a concentragdo mais baixa capaz de causar a inibi¢do completa do crescimento bacteriano
apo6s 24 horas a 37 °C. A atividade antimicrobiana do linalol foi interpretada conforme
os seguintes critérios: (< 100 pug/ml) forte atividade; (> 100 a 500 pg/ml) moderada
atividade; (> 500 a 1.000 pg/ml) fraca atividade; e (> 1.000 pg/ml) produto inativo
(Sartoratto et al., 2004). A CBM foi determinada apoés a leitura da CIM, retirando-se
aliquotas de 10 pl do sobrenadante dos pogos onde nao houve crescimento visivel
(concentragdes suprainibitorias) (CIM, CIM x 2 e CIM x 4) e inoculando-as em novas
placas de 96 pocos contendo apenas BHI. Todos os controles foram, entdo, preparados, e
os ensaios foram realizados em triplicata — os resultados foram expressos por sua média
geométrica. A CBM ¢ definida como a menor concentracdo de um agente quimico capaz
de causar a morte microbiana apos 24 horas a 37 °C (CLSI, 2012; Ostrosky et al., 2008).

2.4 Docking molecular

A estrutura quimica do linalol foi obtida do banco de dados de ligantes Zinc!' e
teve sua geometria otimizada com o software Avogadro (v. 1.2.0, Avogadro, Pittsburgh,
Pennsylvania, USA), usando-se o método da mecénica molecular e o campo de
forca MMFF94 para moléculas orgénicas. A proteina F,F, ATP sintase foi obtida do
Protein Data Bank?, com seus ligantes ATP e ADP cocristalizados, apresentando o
codigo 60QW (3,10 A); nela foi utilizada a subunidade B para o docking molecular.

O docking molecular foi realizado usando-se o software AutoDock Vina. As etapas
de preparacdo da proteina incluiram a remocao de heteroatomos (dgua e ions), adi¢ao de
hidrogénios polares e atribui¢do de cargas. Os sitios ativos foram delineados em torno
do ligante cocristal, com auxilio de um Grid Boxe de tamanho apropriado. O processo
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de validagdo do docking foi baseado no redocking, que consiste em refletir a posi¢ao e
orientacao do ligante encontrado na estrutura cristalografica. Assim, o valor do Root Mean
Square Deviation (RMSD) deve ser <2,0 A. O procedimento adotado foi, portanto, o da
ancoragem molecular com a proteina rigida (sem alteragdes nas posi¢des dos atomos) e
com o ligante flexivel (Trott, Olson, 2010; Westermaier; Barril; Scapozza, 2015).

A visualizagdo e preparagdo da estrutura cristalografica da proteina e do ligante
para o docking e o redocking foram realizadas no software PyMOL™ 2.0 (Schrodinger;
Delano, 2020) e LigPlot v. 2.2.

3 Resultados e discussoes

Nesta secdo sdo apresentados os dados obtidos na analise in vitro sobre o efeito
antibacteriano do linalol contra K. pneumoniae ¢ os resultados da interagdo do linalol
com a ATP sintase, utilizando-se a metodologia do docking molecular, assim como suas
respectivas discussdes.

31CIMe CBM

K. pneumoniae tem sido a causa mais comum de pneumonia adquirida em hospitais,
no mundo, responsavel por 3% a 8% de todas as infecgdes bacterianas (Yu et al., 2020),
dados seus altos niveis de viruléncia e resisténcia a antibidticos, acarretando maiores
dificuldades e custos para o tratamento de pacientes acometidos por essa bactéria bem
como grandes desafios para o desenvolvimento de novos antimicrobianos e/ou abordagens
terapéuticas (Lenchenko ef al., 2020).

Nesse sentido, as pesquisas e o desenvolvimento de antibacterianos precisam avangar,
pois a ltima classe de antibioticos descoberta data de 1987. Além disso, dados da OMS
alertam que, em 2050, ndo havera antimicrobianos capazes de combater eficazmente as
infecgdes bacterianas e, por conseguinte, esse sera o tipo doenga com maior mortalidade
no mundo (Theuretzbacher, 2011; WHO, 2017).

A descoberta e/ou o desenvolvimento de um novo antibacteriano ndo sdao uma
tarefa facil, envolvendo multiplas etapas de pesquisas, investimentos, estudos
farmacoecondmicos etc. Muitas investigacdes exploram a fauna e a flora, pois estas tém
sido rica fonte de descobertas de moléculas quimicamente interessantes do ponto de
vista farmacologico. A diversidade e a versatilidade molecular encontradas nas plantas
sempre atrairam o interesse de pesquisadores para investigagdo e seu aproveitamento
como recursos de aplicabilidades terapéuticas (Gworek ef al., 2021; Katiyar et al., 2012).

Um desses recursos s@o os 0leos essenciais, bem como os seus componentes, que
tém sido considerados fontes de novos antimicrobianos (El-Baky; Hashem, 2016).
O linalol ¢ um alcool terpénico, ou monoterpeno, relatado na literatura cientifica como
um relevante componente volatil encontrado nos 6leos essenciais de muitas plantas.
E uma substancia natural com um perfume floral agradavel, amplamente utilizado
em cosméticos, especialmente fragrancias e perfumaria, bem como em industrias
farmacéuticas e alimenticias (Pereira et al., 2018a). Varios estudos t€m demonstrado
que o linalol exibe atividade antibacteriana contra uma grande variedade de bactérias
Gram positivas e negativas, tais como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus ¢ Klebsiella pneumoniae (Herman;
Tambor; Herman, 2016; Prakash et al., 2019; Yang et al., 2019).
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Tabela1V

Efeito bactericida do
linalol contra cepas

de K. pneumoniae.
Fonte: dados da pesquisa

Neste estudo, o ensaio de suscetibilidade antimicrobiana revelou que o linalol exerce
atividade antibacteriana contra células de K. pneumoniae na concentracao de 128 pg/ml,
inibindo completamente seu crescimento em meio de cultura (Tabela 1).

Linalol
Cepas
CIM (ng/ml) CBM (ng/ml) CBM/CIM Efeito
K. pneumoniae 101 128 256 2 Bactericida
K. pneumoniae 103 128 256 2 Bactericida
K. pneumoniae 104 128 256 2 Bactericida
K. pneumoniae 105 128 256 2 Bactericida
K. pneumoniae ATCC 13883 128 256 2 Bactericida

No estudo de Yang et al. (2021), com cepas de K. preumoniae ATCC BAA-1705
produtora de carbapenemase (KPC-KP), o linalol apresentou grande potencial de
aplicacdo em monoterapia e na terapia combinada adjuvante-antibiotico, com uma CIM
de 11,250 pg/ml, em comparagdo com o meropenem, um dos antibioticos utilizados como
ultimo recurso. Este demonstrou uma CIM de 32 pg/ml, que é uma concentragdo muito
alta em comparagao com os padrdes do CLSI de 4 pg/ml contra Enterobactericeae. Além
disso, a concentragao subinibitoria do linalol causou redugao significativa na dosagem
efetiva do antibidtico meropenem contra esse microrganismo. O efeito antimicrobiano
do linalol parece estar relacionado principalmente a ruptura das membranas celulares,
facilitando a absorc¢do do antibidtico na célula e, consequentemente, a morte bacteriana
(An et al., 2021; Yang et al., 2021).

O efeito de um composto pode ser considerado bactericida quando o valor da
razdo CBM/CIM for < 4 e bacteriostatico quando CBM/CIM > 4 (Levison, 2004;
Thomas et al., 2012). Assim, neste estudo, o linalol apresentou efeito bactericida
contra K. pneumoniae, pois a razao CBM/CIM foi igual a 2 (Tabela 1). No estudo de
El-Baky e Hashem (2016), o linalol também apresentou efeito bactericida contra cepas de
K. pneumoniae, com CBM/CIM igual a 4. No trabalho de Kwiatkowski et al. (2022), no
qual foram analisados varios monoterpenos — entre eles o linalol — contra K. pneumoniae
ATCC BAA-2473 produtora de uma nova metalo-f-lactamase-1, foi evidenciado um
efeito bacteriostatico dessa molécula, com CBM/CIM = 8. E importante ressaltar, no
entanto, que esse desfecho provavelmente tem relacdo com a produgdo da enzima
carbapenemase NDM-1 por esse microrganismo.

Interessantemente, o linalol também se mostrou promissor do ponto de vista
farmacocinético, por apresentar caracteristicas de absor¢ao, distribuigdo, metabolismo,
excrecdo e efeitos toxicos (ADMET) favoraveis, com biodisponibilidade oral tedérica
significativa, baixa toxicidade e alta semelhanga com produtos farmacéuticos. Entretanto,
em estudos in vivo com coelhos e ratos, observou-se que, ap6s rapida absorcao intestinal,
o linalol é um indutor enzimatico do sistema citocromo P-450 microssomal, que
metaboliza esse monoterpeno em 8-hidroxi linalol e 8-carbox linalol, que sao excretados
principalmente via trato urinario (Chadha; Madyastha, 1984; Pereira et al., 2018a)

O uso terapéutico de fitoquimicos extraidos de 6leos essenciais de origem
vegetal, como o linalol, apresenta algumas limitagdes principalmente quanto a sua
solubilidade e biodisponibilidade. Nesse sentido, sistemas de liberagdo de farmacos
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Tabela2 V¥

Energias de ligacao da
enzima do PDB e do
composto testado.
Fonte: dados da pesquisa

podem constituir plataformas versateis e alternativas para superar as desvantagens da
administragdo de fitoquimicos, visando a melhoria de seus efeitos bioativos. Alguns
agentes solubilizantes, como o dimetil sulfoxido (DMSO), por exemplo, geralmente
melhoram a biodisponibilidade do linalol, mas também podem causar toxicidade celular
e efeitos colaterais indesejaveis. Além disso, como composto volatil, o linalol ¢ instavel
e tem meia-vida curta, o que restringe severamente sua aplicacdo clinica no futuro.
Ademais, a natureza lipofilica do linalol confere baixa solubilidade em agua. Para superar
essas limitacdes, varios estudos recentes descreveram a complexagdo do linalol com
ciclodextrinas (Koziol et al., 2014; Rodriguez-Lopes et al., 2020).

As ciclodextrinas sdo estruturas supramoleculares caracterizadas pela formagao de
um anel, sendo as B-ciclodextrinas a forma mais comumente utilizada na liberagdo de
farmacos. As B-ciclodextrinas t€ém formato de cones truncados e sdo compostas por
sete unidades de glicopiranosideos. Nos complexos de ciclodextrinas, a superficie
externa hidrofilica confere solubilidade em agua, e a cavidade interna hidrofobica
permite a inclusdo de compostos lipofilicos como o linalol. Ademais, os sistemas de
entrega em nanoescala também podem ser usados naturalmente para encapsular o linalol
(Carneiro et al., 2019).

A literatura cientifica descreve muitos exemplos do uso de nanoparticulas lipidicas
para superar os desafios envolvidos na entrega e liberagdo de compostos naturais, como
flavonoides, polifendis e carotenoides, que promovem importantes beneficios a saude.
As nanoparticulas lipidicas possuem uma ampla gama de caracteristicas importantes,
como tamanho de particula reduzido (entre 40 nm e 1000 nm), grande area superficial,
alta capacidade de carga, possibilidade de liberagdo controlada do composto ativo,
facil produgdo em larga escala e, o mais importante, uma natureza biocompativel e
biodegradavel. Assim, o linalol se beneficia fortemente de sua carga em nanoparticulas
lipidicas, uma vez que essas particulas sdo capazes de superar as dificuldades
fisico-quimicas do linalol (Carbone et al., 2018; Pereira et al., 2018Db).

3.2 Calculos do docking molecular

O docking molecular ¢ um dos métodos baseados em avaliagdo in silico mais
difundidos e bem-sucedidos (Pinzi; Rastelli, 2019). Essa metodologia ¢ de grande
importancia no planejamento e projeto de novos farmacos e visa prever o modo de
ligagdo experimental ¢ a afinidade de uma pequena molécula dentro do sitio de ligagdo do
receptor-alvo de interesse (Guedes; Magalhaes; Dardenne, 2014). Esse método, de modo
geral, ¢ inicialmente realizado prevendo-se o sentido molecular dos ligantes no receptor
e, em seguida, usando-se uma fun¢do de pontuagao para estimar sua complementaridade
molecular (Pinzi; Rastelli, 2019). Atualmente, ¢ usado como ferramenta computacional
padrao no projeto de drogas, para otimizacdo de compostos, € em estudos de triagem
virtual, para encontrar novas moléculas biologicamente ativas (Guedes; Magalhaes;
Dardenne, 2014). A Tabela 2 mostra as energias resultantes das interagdes dos ligantes
ATP (cocristal com a ATP sintase) e do linalol.

Enzima

Classificacio Energia de ligacio (kcal/mol) RMSD (A)

Energia de ligaciao (kcal/mol)

Linalol

Subunidade B da F,F, ATP
sintase (60QW)

Proteina de

-8,30 0,89 -3,63
membrana
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Figura1lV¥

Subunidade B da ATP sintase.
(a) lNlustracdo mostrando
em superficie eletrostatica,
no tracejado amarelo, a
fenda de interacao da ATP.
(b) Detalhe do cocristal
PDB em verde e a melhor
conformagao do redocking
em vermelho.

Fonte: dados da pesquisa

Nesses experimentos, foi constatado que a ATP interage com a subunidade B da
ATP sintase bacteriana, com energia de ligagdo proxima de -8,30 kcal/mol, o que foi
verificado por meio do redocking, resultando em um RMSD de 0,89 A, demonstrando
que o processo de validagio foi bem sucedido, pois esse deve ser < 2,0 A (Trott;
Olson, 2010; Westermaier; Barril; Scapozza, 2015). Na Figura 1a, observa-se a
superficie eletrostatica da subunidade B da enzima, com o destaque do sitio de
ligacdo da ATP eletropositivo em tracejado amarelo. Além disso, é possivel verificar
a sobreposicdo da molécula de ATP ap6s o redocking no destaque da Figura 1b.

(a) (b)
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Estudos sobre a compreensao do modo de ag¢do do linalol sdo necessarios antes de
sua aplicacdo como antimicrobiano no ambiente clinico. Até o momento, nenhum estudo
relatou o modo de agdo do linalol como agente antibacteriano. Estudos anteriores sobre
oleos essenciais contendo linalol postularam sua capacidade de romper a membrana
bacteriana (Yang et al., 2019). No entanto, 0 mecanismo fundamental exato do linalol
ainda ndo foi devidamente investigado. Dados obtidos a partir de analises protedmicas
inferiram que o linalol induz estresse oxidativo em células de K. pneumoniae. O estresse
oxidativo ¢ conhecido por afetar a integridade das membranas celulares, em
processo denominado de peroxidagdo lipidica — reacdo em cadeia autopropagada,
que envolve reacdes entre espécies reativas de oxigénio (EROs) e acidos graxos de
membrana, eventualmente destruindo a membrana da célula e, consequentemente,
causando o extravasamento do conteudo intracelular (Van Der Paal et al., 2016;
Wong-Ekkabut et al., 2007).

Neste estudo, o linalol foi capaz de interagir com o sitio de ligagdo da ATP
na subunidade B da ATP sintase bacteriana, como mostrado na Figura 2. E como
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Figura2 ¥

Analise do docking molecular
do linalol. (a) Interacées
bidimensionais do linalol
com a subunidade B da ATP
sintase. (b) Representacao
tridimensional das principais
interacdes do linalol com o
sitio ativo da ATP sintase,
subunidade B.

Fonte: dados da pesquisa

se pode observar na Tabela 2, a energia de ligacdo do linalol ¢ relativamente alta
quando comparada a da ATP. No entanto, o linalol, sendo uma molécula de carater
majoritariamente hidrofébico, foi capaz de formar sete interagdes de Van Der Waals e
uma ligagdo de hidrogénio com aminoacidos do sitio ativo da enzima.

(a) (b)
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A adenosina trifosfato (ATP) est4 intimamente relacionada ao metabolismo energético,
a diversas fungdes celulares e a atividades vitais (Bajpai et al., 2013). A ATP sintase ¢ uma
das enzimas mais importantes para promover a producdo e o metabolismo dependente
de ATP. Sua principal propriedade ¢ a de fornecer cofator e energia para as células,
catalisando ADP em ATP (Pei ef al., 2019). O declinio na atividade da ATP sintase pode
bloquear o metabolismo dos carboidratos, o que pode dificultar o crescimento celular e
até levar a bactéria a morte (Lan et al., 2019). Como demonstrado por Guo et al. (2021), a
diminuicao do nivel de ATP em P, fluorescens tratada com linalol indicou que a atividade
da ATP sintase foi bloqueada por esse fitoquimico. Esse fendmeno pode levar a uma
diminuigdo no contedo de ATP bacteriano, afetando, assim, a atividade metabolica da
bactéria — esses resultados correspondem aos da analise do potencial de membrana nos
estudos de Lin ef al. (2018) com Listeria monocytogenes. De maneira preditiva, neste
estudo pode-se verificar que o linalol apresenta potencial para interagir com a ATP sintase
bacteriana e possivelmente causar a morte de K. pneumoniae.
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Figura 3 »

Representacao resumida

do mecanismo de a¢do
preditivo do linalol contra a
ATP sintase de K. pneumoniae
com base em resultados

de testes in vitro e docking
molecular. A molécula do
linalol parece interferir em
varios processos metabolicos
vitais dependentes de ATP

do microrganismo, causando
acumulo de espécies

reativas de oxigénio (EROs)

e, consequentemente,

morte microbiana.

Fonte: dados da pesquisa
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Sendo assim, os experimentos realizados neste trabalho demonstraram que o linalol
apresenta efeito antibacteriano contra K. pneumoniae de carater bactericida. Além disso,
o mecanismo de agdo desse fitoquimico foi explorado de maneira preditiva através
do docking molecular, sugerindo provavel inibicdo da ATP sintase bacteriana com
uma K; (constante inibitoria) de 2,19 mM e consequente deplegdo da ATP intracelular
e interrupcdo de diversos processos metabodlicos vitais (Figura 3). No entanto, outras
analises in vitro que visem o estudo mecanistico desse fitoquimico sao indispensaveis,
bem como estudos in silico de dindmica molecular.

4 Consideracgoes finais

Em conclusio, pode-se verificar que o linalol teve atividade antibacteriana moderada
contra K. pneumoniae, porém, de carater bactericida. Além disso, o docking molecular
indicou que o linalol foi capaz de interagir com a subunidade B da ATP sintase bacteriana
e, possivelmente, prejudicar a sintese de ATP, induzindo, consequentemente, a morte
microbiana. Outrossim, uma analise citotoxica precisara ser realizada para determinar os
efeitos toxicologicos do linalol, especialmente em modelo animal, e isso provavelmente
podera agilizar a aplicacdo do linalol como antibacteriano no cenario clinico.
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