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RESUMO

Acinetobacter baumannii multirresistente (MDR) emergiu em todo 0 mundo como importante
causa de infecgdes hospitalares com elevadas taxas de mortalidade, sendo um problema clinico
critico mundial devido & limitagdo de alternativas terapéuticas para seu tratamento. Assim, a
combinacdo dos vastos mecanismos de resisténcia antimicrobiana e sua capacidade de
sobrevivéncia no ambiente hospitalar torna o A. baumannii potencial patégeno nosocomial.
Esse contexto impulsiona o crescente interesse por novas abordagens terapéuticas, como trans-
cinamaldeido (TC) — substancia derivada do metabolismo das plantas — como base para o
desenvolvimento de novos antimicrobianos. O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial do
TC como adjuvante natural de meropenem (MPN) contra biofilme de isolados nosocomiais de
Acinetobacter baumannii MDR. Para isto, as amostras coletadas foram inicialmente submetidas
a teste de disco-difusdo em &gar e microdiluicdo em caldo. A cinética foi avaliada a partir de
combinagbes subinibitérias do antibidtico com TC, assim como o efeito da atividade
antibiofilme. Os resultados do disco-difusdo produziram um halo de inibicdo entre 32,33 a
39,66 mm. A concentracdo inibitoria minima (CIM) para todas as cepas foi de 500 pg/mL,
mesmo valor apresentado para concentracdo bactericida minima (CBM). Houve ainda um
aumento no potencial antimicrobiano com efeito sinérgico nas combinac¢Ges de TC/ MPN. Por
fim, a combinacdo do TC com MPN mostrou uma interferéncia significativa no biofilme pre-
formado de A. baumannii MDR mostrando uma acéo eficaz sobre este patdgeno como proposta
a utilizad-lo no desenvolvimento de novos produtos, seja como medicamento ou aqueles

destinados a desinfeccao hospitalar, trazendo resultados promissores para satde publica.

Palavras-chave: multirresistente; infeccdo nosocomial; antimicrobiano natural; sinergismo de

substanciashioativas.



ABSTRACT

Multi-resistant (MDR) Acinetobacter baumannii has emerged worldwide as an important cause
of hospital infections with high mortality rates, being a critical global clinical problem due to
the limitation of therapeutic alternatives for its treatment. Thus, the combination of the vast
mechanisms of antimicrobial resistance and its ability to survive in the hospital environment
makes A. baumannii a potential nosocomial pathogen. This context drives growing interest in
new therapeutic approaches, such as trans-cinnamaldehyde (TC) — a substance derived from
plant metabolism — as a basis for the development of new antimicrobials. The objective of this
study was to evaluate the potential of TC as a natural adjuvant to meropenem (MPN) against
biofilm of nosocomial isolates of Acinetobacter baumannii MDR. For this, the collected
samples were initially subjected to a disk diffusion test in agar and microdilution in broth. The
Kinetics were evaluated based on subinhibitory combinations of the antibiotic with TC, as well
as the effect of antibiofilm activity. The disk diffusion results produced an inhibition halo
between 32.33 and 39.66 mm. The minimum inhibitory concentration (MIC) for all strains was
500 pg/mL, the same value presented for minimum bactericidal concentration (MBC). There
was also an increase in the antimicrobial potential with a synergistic effect in the TC/MPN
combinations. Finally, the combination of TC with MPN showed a significant interference in
the pre-formed biofilm of A. baumannii MDR, showing an effective action on this pathogen as
a proposal to use it in the development of new products, whether as a medicine or those intended

to hospital disinfection, bringing promising results for public health.

Keywords: multi-resistant; nosocomial infection; natural antimicrobial; synergism of bioactive

substances.
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1 INTRODUCAO

Acinetobacter baumannii € uma bactéria do tipo cocobacilo, Gram-negativa,
comumente isolada do ambiente. Sendo considerado um patégeno oportunista na medicina
humana por ser responsavel por infec¢des hospitalares e comunitarias (Whiteway et al., 2021).
Sua resisténcia a antibidticos de Ultima instancia tornou-se uma grande preocupacao para a
comunidade cientifica e causa de grandes problemas para 0os médicos que tratam de doencas
infecciosas (Ibrahim et al., 2021; Solomon; Oliver, 2014). Ainda, este patdgeno tem um alto
nivel de resisténcia contra os antibidticos disponiveis carbapenem e colistina, que séo a escolha
como ultima linha de tratamento (Chopjitt et al., 2020).

Uma maior atencdo a A. baumannii se deu apds um aumento na compreensdo de
sua epidemiologia, sendo identificada como etiologia de inimeras infec¢des hospitalares. Além
disso, 0 aumento da viruléncia, a dificuldade de tratamento devido a resisténcia aos
medicamentos e as oportunidades de infeccdo fizeram desse patdgeno uma das ameagas mais
importantes a sade humana. A disseminagéo e prevaléncia de A. baumannii em institui¢ces de
salide ocorre devido sua capacidade de resistir a ambientes secos e Umidos, sua resisténcia a
desinfetantes e antibidticos, e sua propriedade formadora de biofilmes que leva a colonizacéo
de superficies inertes e dispositivos médicos. A classificacdo do género A. baumannii tem sido
complexa, em parte, devido a alta variabilidade genética encontrada entre seus membros
(Ramirez; Bonomo; Tolmasky, 2020).

Uma revolucdo no tratamento de doencas infecciosas que limitaram a propagacao
de patodgenos foi a descoberta dos antibi6ticos, fato marcante na salde publica e na ciéncia
médica. O desenvolvimento de novos medicamentos e a sua utilizacdo pudera salvar milhGes
de vidas e aumentaram consideravelmente a esperanca média de vida e 0 bem-estar humano.
No entanto, uma crise preocupante de resisténcia aos antibioticos se da pelo seu uso inadequado
e intensivo desde a sua descoberta, que € atualmente considerada uma das 10 principais ameacas
globais a satde publica pela Organizacdo Mundial da Satide (OMS) (Domingues et al., 2023).

Este cenario problematico gerou a necessidade de descoberta e avaliagdo de novos
agentes antibacterianos. Os produtos vegetais naturais sdo as principais fontes de
antimicrobianos utilizados na pratica clinica, constituindo uma grande familia com ampla
diversidade quimica e atividades bioldgicas, apresentando relevancia como fontes eficazes de
agentes terapéuticos ao longo da histéria e como alternativa aos agentes antibacterianos. Suas

vantagens incluem relativa seguranca, fontes abundantes, baixos niveis de citotoxicidade, alta
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diversidade quimica e especificidade bioquimica; e menos propensos ao desenvolvimento de
resisténcia a antibidticos (Borges et al., 2016; Newman; Cragg, 2020).

Materiais naturais, ervas, especiarias, 0leos essenciais (OEs), etc., tém sido
relatados na literatura por apresentarem inimeras bioatividades, como efeitos antioxidantes e
anti-inflamatorios. Por isso hoje sdo bastante utilizados em embalsamamentos, formulas
farmacéuticas, ou como aditivos alimentares. Por outro lado, os OEs tém sido considerados
como antibacterianos e agentes anti-infecciosos consideravelmente eficazes de fontes naturais
em diversas areas, com destaque nos campos alimentar, médico, farmacéutico, de saude publica
e ambiental. Visto isso, juntamente com o aumento de interesses dos consumidores por
alternativas naturais de agentes para o desenvolvimento de produtos antimicrobianos, os
compostos naturais, incluindo os OEs, tém recebido destaque (Santos et al., 2022).

Dentre os compostos de 0leos essenciais, grande interesse tem sido dedicado ao
cinamaldeido, também conhecido como aldeido cindmico ou 3-fenil-2-propenal. Entre as
bioatividades do cinamaldeido, destaca-se um notavel amplo espectro de mecanismos
bactericidas e antifangicos. Além disso, foram relatadas inibicdo da formacao de biofilme e da
producdo de ATP. Ao longo dos anos também tem recebido atencdo especial suas propriedades
potencializadoras de antibioticos, especialmente contra cepas de superbactérias como E.
faecium, S. aureus, K.pneumoniae, A. baumannii, P. aeruginosa e Enterobacteria. Além disso,
0 Oleo de canela é amplamente utilizado como aditivo alimentar, sendo considerado seguro
pela Food and Drug Administration (FDA) (Usai; Di Sotto, 2023). A perda de eficacia dos
medicamentos juntamente com o surgimento de novas superbactérias aumentou a necessidade
de terapias inovadoras. Diante da acdo antimicrobiana ja comprovada do cinamaldeido, torna-
se promissor incrementar a aplicacdo biotecnoldgica desta substancia visando aumentar a
suscetibilidade da A. baumannii aos medicamentos, podendo agir assim como sensibilizadores

bacterianos, superar seus mecanismos de resisténcia e obter a eficacia esperada no tratamento.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Resisténcia bacteriana

Os antibacterianos apresentam um papel indispensavel nos sistemas de saude
modernos (Yan et al., 2020). Assim, a selegcdo de cepas de bactérias as quais ja ndo sdo mais
sensiveis a muitos desses antibioticos disponiveis no mercado torna-se um problema grave para
a saude publica no contexto mundial. Essa questdo preocupa, sobretudo, no contexto hospitalar
(Agarwal et al., 2018), de forma que a maioria desses microrganismos resistentes afetam
pacientes ja fragilizados e com algum nivel de comprometimento imunolégico, tornando seu
quadro clinico mais grave. Tais infec¢des incluem causas tanto por bactérias Gram-positivas,
como S. aureus, Enterococcus, quanto por Gram-negativas, como P. aeruginosa e A.
baumannii, e estima-se que sao causa de morte de cerca de 23 mil pacientes por ano no sistema
de saude norte-americano (Jernigan et al., 2020).

Nesse contexto, 0 uso persistente de antibiéticos na producdo de alimentos, como
na pecudria e na agricultura, e a contaminagdo ambiental consequente desse processo exercem
pressdo seletiva sobre comunidades bacterianas que desenvolvem resisténcia aos antibioticos,
causando a proliferacdo de bactérias multirresistentes (MDR) (Hou et al., 2017). A revista
Lancet também elencou, em revisdo sistematica publicada em 2019, como razdo para esse
processo de dessensibilizacdo de cepas bacterianas a problematica relacionada ao uso indevido
desses compostos antimicrobianos, como para tratar infeccBes virais, normalmente
autolimitadas e de resolucdo esponténea de acordo com a historia natural da doenca (Murray
et al., 2019). Com isso, 0s principios de prevencéo e controle de infec¢Bes continuam sendo a
base para prevenir infeccdes de forma geral e sdo fundamentais para combater a disseminacéo
da resisténcia a antimicrobianos, bem como as vacina¢fes em massa sao grandes aliadas nesse
contexto (Murray et al., 2022).

Moléculas biologicamente ativas sdo definidas como antimicrobianas por sua
capacidade de inibir o crescimento ou matar certas ou varias classes de microrganismos. No
entanto, a producdo de novas enzimas por parte desses microrganismos, por exemplo, enzimas
que degradam antibioticos, ja sdo observadas em muitas dessas cepas, inativando 0s compostos
em questdo. Outras modifica¢fes ocorrem na inducdo de mutagfes em enzimas pré-existentes,
como topoisomerases e DNA girases, também relacionadas ao processo de resisténcia

adquirida por parte dessas bactérias (Da Cunha, 2019). Nesse sentido, a resisténcia a uma dada
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molécula é mantida desde a célula-mae até as células-filhas, a menos que mutagdes as tornem
suscetiveis novamente (Reygaert, 2018).

Esse grupo de bactérias resistentes, também conhecidas como superbactérias,
possuem alternativas de tratamento limitadas, com risco de morte aumentado, representando
assim uma séria ameaca a salide publica, especialmente em pacientes gravemente enfermos em
ambiente hospitalar (Uruén et al., 2020). Em 2008, Rice agrupou seis bactérias importantes no
contexto destas infecgdes no chamado “ESKAPE”, o qual inclui Enterococcus faecium, S.
aureus, Klebisella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e
Enterobacter. Este grupo tem como caracteristica a capacidade de aquisicdo de diversos
mecanismos de resisténcia a antimicrobianos, dificultando a terapéutica antimicrobiana
(Brasil, 2005). Na verdade, P. aeruginosa e A. baumanii, responsaveis por infeccdes em
humanos, sao resistentes a quase todos os antibioticos. Além disso, o espectro estendido de -
lactamases das Enterobacteriaceae limitou a eficdcia das Ultimas geracGes de penicilina e
cefalosporinas (Parrino, 2019; Ibrahim, et al., 2021).

A partir dessas defini¢bes, é importante especificar os dois principais tipos de
resisténcia antimicrobiana: natural e adquirida (Martinez, 2014). A resisténcia natural provém
da propria espécie bacteriana (resisténcia intrinseca), enquanto a resisténcia adquirida é
expressa apenas quando exposta a um agente antimicrobiano (resisténcia induzida). Como
exemplo: a permeabilidade reduzida da membrana externa e a atividade das bombas de efluxo
sdo classicos de resisténcia intrinseca. A resisténcia adquirida ocorre pela aquisicao de material
genético por meio de transformacao, conjugacéo, transposicdo ou por mutacdo no DNA (&cido
desoxirribonucleico) cromossdmico, causa de mutacdes no alvo da droga ou naqueles genes
envolvidos na regulacdo de transportadores de farmacos (Cappiello et al., 2020).

As infeccdes por Gram-negativos constituem as de maior prevaléncia e
crescimento nos ultimos anos, tornando-se, portanto, foco de preocupacao especial no meio
dos microrganismos nosocomiais (Hua et al., 2018). A diferenca mais notavel entre bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas € a presenca de uma membrana externa adicional com
lipopolissacarideos (LPS) e uma parede celular peptidoglicano mais fina no espaco
periplasmatico. LPS inclui uma porcdo hidrofobica de lipidio A, uma endotoxina, que € um
dos mais potentes indutores bacterianos de tempestades de citocinas em pacientes (Greenfield
etal., 2021).

Dentre as bactérias Gram-negativas, ha, ainda, outra divisdo: as enterobactérias e
os bacilos ndo fermentadores. Apesar de o primeiro grupo ser o mais frequentemente

encontrado em infec¢Bes nosocomiais, sobretudo em pacientes imunodeprimidos, os bacilos
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ndo fermentadores ainda constituem problemética importante no meio clinico, posto que
culminam, frequentemente, com infecgdes fatais. Tais microrganismos podem afetar
praticamente todos os sistemas do organismo, como o sistema digestivo, nervoso, urinario e
ainda cair na corrente sanguinea, induzindo sepse (El Chakhtoura, 2018).

Com base em modelos estatisticos preditivos, estimou-se que, em 2019, ocorreram
4,95 milhdes de mortes no contexto global motivadas por resisténcia antimicrobiana. Dentre
essas fatalidades, acredita-se que a maioria aconteceu na regido da Africa Subsaariana
Ocidental, no que diz respeito a todas as idades afetadas (Aguiar et al., 2023). Além disso, a
revisdo sobre resisténcia antimicrobiana, encomendada pelo Governo do Reino Unido,
argumentou que esse processo pode causar a morte de cerca de 10 milhdes de pessoas por ano
até 2050. Tal fato dificultaria, inclusive, a resolucdo de infeccdes por patégenos que atualmente
sdo facilmente controladas, tornando-os muito mais letais. ModificacGes quanto a taxa de
mortalidade por infeccGes bacterianas depende de diversos fatores, incluindo o tipo de
microrganismo envolvido, imunidade do hospedeiro, gravidade da doenga e probabilidade de
receber tratamento com antibioticos (De Kraker; Stewardson; Harbarth, 2016).

Outra revisdo sistematica realizada por Chokshi et al., (2019), avaliou o impacto
dessa situacao crescente em diferentes nacdes, elencando fatores que poderiam ser agravantes.
Foram citados determinantes para a proliferacdo dessa resisténcia microbiana como: falta de
vigilancia do desenvolvimento de resisténcia, ma qualidade dos antibidticos disponiveis, uso
clinico indevido e facilidade de disponibilidade de antibidticos. Tais achados ressaltam a
importancia de melhorar a vigilancia e as praticas de controle de infec¢Ges, destacando que a
investigagdo sobre novos antibidticos esté a atenuar devido a falta de incentivos econémicos

para a investigacao de antibidticos.

2.2 Acinetobacter baumannii

O género Acinetobacter foi publicado pela primeira vez em 1968 pelo
bacteriologista Paul Baumann e mais tarde foi oficialmente reconhecido em 1971 pela
Taxonomia de Moraxella e Allied Bacteria (Howard et al., 2012). No nivel de espécie 0 género
é descrito como Gram-negativo, cocobacilo, catalase-positivo, oxidase-negativo, imdvel,
estritamente aerdbico, ndo fastidioso (Almasaudi, 2018). Atualmente ja foram reconhecidas
mais de 50 espécies designadas de Acinetobacter, com a maioria sendo ndo patogénico (Harding
et al., 2018). Os membros deste género que sdo mais relevantes na clinica tém semelhancas

fenotipicas e genotipicas e, portanto, frequentemente é considerado o complexo Acinetobacter
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calcoaceticus-baumannii (Acb) (Schleicher et al., 2013). H& cinco espécies patogénicas e uma
ndo patogénica no complexo Acb: A. nosocomialis, A. pittii, A. seifertii e A. dijkshoorniae, e
por ultimo A. calcoaceticus (ndo patogénico) e a mais relevante clinicamente A. baumannii
(Harding et al., 2018).

Nos Ultimos anos, as espécies de Acinetobacter vém recebendo atencéao especial por
se tornarem uma causa significativa de doengas e infecgdes criticas associadas a assisténcia a
salde (Lima et al., 2019). A. baumannii esta predominantemente relacionado a infeccdes
clinicas de &mbito hospitalar em todo o mundo e é um patégeno Gram-negativo aerdbico que
leva desde a infeccBes locais da pele, trato urinario e outros tecidos moles e até corrente
sanguinea com infecgdes sistémicas (Lee et al., 2017).

Segundo a OMS A. baumannii é um dos patdgenos nosocomiais mais importantes
e um grande modelo de resisténcia aos antimicrobianos. Sua resisténcia preocupa 0s medicos
que tratam de doencas infecciosas. Para isto, 0 medicamento carbapenem foi usado como uma
alternativa de tratamento, porém com o tempo tornou-se resistente a multirresistentes (MDR),
pan-resistentes a medicamentos (PDR) e extra-resistentes a medicamentos (XDR). As
principais preocupacdes de salde sdo controlar a resisténcia elevada transferida como gene de
resisténcia a antibioticos (Zahra, 2022).

A. baumannii pertence a “ESKAPE” seis patdgenos com multirresisténcia e
viruléncia. Este grupo € responsavel pela maioria das infec¢cdes nosocomial no sistema de satde
e pode evitar o efeito biocida dos agentes antimicrobianos, colonizam facilmente pacientes
imunossuprimidos nas Unidades de Terapia Intensivas - UTIs. E transmitida através do contato
da equipe médica com o0s pacientes, uma vez que se encontra na pele da maioria dos
profissionais de satde podendo sobreviver até um més em superficies secas. Devido ao recente
aumento de infeccgdes e surtos causados por A. baumannii MDR, é importante ter conhecimento
deste patdgeno para busca de alternativas eficazes de controle da infec¢éo e para o tratamento
de pacientes gravemente enfermos que foram infectados por este patdgeno (lIbrahim, 2021;
Nguyen; Joshi, 2021).

A OMS publicou uma lista de patégenos para priorizar na pesquisa com cautela
urgente, incluindo os patégenos MDR mais criticos de A. baumannii, P. aeruginosa e varias
Enterobacteriaceae (Mancuso et al., 2021). A maioria das bactérias MDR listadas sdo Gram-
negativas (Breijyeh et al., 2020). OMS alertou, especialmente, para a priorizagdo de cuidado
guanto a um patégeno que foi considerado o mais critico no sentido da demanda de novas
substancias antibacterianas capazes de elimina-lo ou enfraquecé-lo: o Acinetobacter baumannii

(OMS, 2017). Tal bactéria ja detém cepas resistentes a grande parte dos carbapenémicos
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disponiveis no mercado, e apresenta capacidade de formar biofilme, de modo que as infec¢oes
causadas por ela, geralmente atreladas ao trato respiratorio ou urinario, sdo agravadas e ainda

mais dificeis de se erradicar (Zhang, 2021).
2.3 Mecanismos de resisténcia
As bactérias possuem e/ou desenvolveram varios mecanismos de resisténcia a

antimicrobianos que se enquadram em quatro grandes categorias (Figura 1):
Figura 1 - Representacdo esquemdtica dos principais mecanismos de resisténcia aos

antibioticos.
Expulsdode o pe?ﬁf:a EIiﬂddaade
antimicrobianos © ® de membrana

Aminoglicosideos,
tetraciclinas, p-lactamicos,
macrolideos, lincosamidas,

quinolonas, rifancinas,
clorafenicol, sulfonamidas.

Antimicrobiano L Aminoglicosideos,
tetraciclinas, B-lactdmicos,
macrolidecs, quinolonas,

rifancinas, clerafenicol,
sulfonamidas.

Modificagao
enzimatica

Aminoglicosideos
e tetraciclinas

Alteragao do
sitio de agdo

Fonte: Autoria propria, 2024.

A partir de sua estrutura e morfologia as bactérias podem levar a limitacdo na
absorcdo de determinadas drogas. Como ocorre quando o LPS em bactérias Gram-negativas
fornece uma barreira fisica que protege a célula de varios grupos de moléculas. Dessa forma,
os farmacos séo internalizados nessas bactérias atraves de canais de porina que permitem a
captacdo de moléculas hidrofilicas. Mutaces que alteram sua seletividade ou que reduzem o
numero de porinas expressas sao 0s dois principais mecanismos de resisténcia antimicrobiana.
As bactérias Gram-positivas, sem membrana externa, possuem uma parede celular
peptidoglicana e a restricdo da absor¢cdo da droga ndo € tdo prevalente (Impey et al., 2020).

Entretanto, espécies bacterianas patogénicas desenvolveram um mecanismo que consiste em
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espessar a parede celular para limitar a quantidade de farmaco que entra na célula (Garcia et
al., 2017).

As bacteérias inativam drogas por ligacdo covalente ou processos enzimaticos. Em
primeira  instdncia,  antibidticos comuns  (aminoglicosideos,  estreptograminas,
fluoroquinolonas, cloranfenicol) podem ser inativados por acetilagdo, fosforilagdo ou
adenilacdo. Outro principal mecanismo pelo qual as bactérias podem inativar antibioticos f3-
lactamicos (cefalosporinas, penicilinas e cefamicinas) ¢ por hidrolisa¢do. B-lactamases sdo o
exemplo mais comum: essas enzimas fornecem resisténcia aos antibidticos [-lactdmicos
hidrolisando um local especifico na estrutura do anel B-lactamico (Zhe et al., 2022).

Outro mecanismo de resisténcia envolve a mutagéo/alteracdo do alvo da droga.
Sabe-se que a maioria dos antimicrobianos possui um mecanismo de acdo contra um alvo
celular especifico e esta € uma das razfes pelas quais as bactérias ndo sdo suscetiveis a uma
determinada classe de moléculas. Cepas de Gram (+), por exemplo, tornam-se resistentes a
drogas B-lactdmicas via alteragdo das proteinas ligadoras de penicilina, que s&o transpeptidases
envolvidas na construcdo da parede celular. O S. aureus adquire resisténcia ao glicopeptideo
vancomicina por diminuir a capacidade de ligacdo dessa molécula a parede celular, através de
uma modificacdo da porcao terminal do lipidio precursor do peptidoglicano Il (Miklasinska-
Majdanik, 2021).

Ainda, as bactérias podem eliminar substancias tdxicas internalizadas através de
um mecanismo envolvendo bombas de efluxo, que podem ser constitutivamente expressas ou
superexpressas sob certas condi¢des. Muitas dessas bombas realizam o transporte de diferentes
tipos de substancias. Sendo apropriadamente identificadas como bombas de efluxo multidrogas,
e seu numero aumentado geralmente esta associado ao alto nivel de resisténcia e as infeccdes
bacterianas clinicamente significativas (Ghajavand et al., 2019).

Cepas de A. baumannii podem desenvolver maltiplos mecanismos de resisténcia a
antibidticos, isso a torna um importante problema de satde em pacientes imunocomprometidos.
Estudos mostraram sua resisténcia a antibioticos f-lactamicos como ceftriaxona e tetraciclina,
a terceira geracdo de cefalosporinas e a mais recente resisténcia aos carbapenémicos com
resisténcia proxima de 86% ao meropenem e ao imipenem. Além disso, essas cepas possuem a
capacidade de produzir varias enzimas modificadoras de aminoglicosideos e a maioria dessas
enzimas esta relacionada a resisténcia as fluoroquinolonas (Al-Kadmy et al., 2018).

Estudos do perfil genético e fendtipo revelaram que fatores de viruléncia incluem
lipopolissacarideos, sistemas de secrecdo de proteinas, fosfolipases, proteases, polissacarideos

capsulares, porinas da membrana externa e sistemas quelantes de ferro (Ramirez et al., 2020).



23

Significativamente, a proteina da membrana externa é um canal primario ndo especifico em A.
baumannii e parece ser essencial para seus altos niveis de resisténcia intrinseca a varios
antibioticos (Oyejobi, et al., 2022).

Ademais, a produgdo de B-lactamases, enzimas que degradam antibidticos, ja sdo
observadas em muitas dessas cepas, inativando os compostos em questdo. Outras enzimas,
como modificadoras de aminoglicosideos, ou mesmo mutagdes na topoisomerase ou DNA
girasse, além do aumento de expressdo de bombas de efluxo e perda do LPS de membrana
também podem estar relacionadas ao processo de resisténcia adquirida por parte dessas
bactérias (Da Cunha, 2019).

Mais tarde, oxacilinases do tipo OXA como o blaOXA-23 foi detectada em A.
baumannii em todo o mundo, China, Londres, Cingapura e Brasil, e essas enzimas sao
codificadas por genes cromossdmicos ou localizadas em plasmideos. In vivo a enzima confere
0 mecanismo de resisténcia aos antibidticos ticarcelina, meropenem, amoxicilina e imipenem
(Ibrahim et al., 2021).

A diminuicdo da permeabilidade de membrana, intervém na natureza quimica que
compde as membranas bacterianas, com objetivo de evitar que o antimicrobiano entre nas
células. Neste sentido, merece destaque a participagdo das porinas, que sdo moléculas seletivas
a passagem de moléculas de fora para dentro das células, que ira limitar a entrada de
determinados antimicrobianos. Como exemplos deste mecanismo de resisténcia sdo as porinas
CarO e OmpA em A. baumannii. A porina OmpA tem sido associada a diminuicdo das
concentracdes inibitérias minimas de cloranfenicol, aztreonam e acido nalidixico, e a porina

CarO a resisténcia aos carbapenémicos (Lee et al., 2017).

2.4 Formacao de biofilme

Biofilmes sdo caracterizados por um grupamento organizado de microrganismos
que vivem dentro de uma matriz polimérica extracelular, essa matriz é autossustentavel e pode
aderir a diversas superficies. Podem ser compostos de comunidades homogéneas ou
heterogéneas de bactérias dentro de uma matriz polimérica, que é composta principalmente por
polissacarideos, bem como outras biomoléculas, como proteinas, lipidios e acidos nucléicos.
Anélises da matriz polimérica revelaram que os biofilmes sdo hidrogéis com comportamento
viscoelastico, permitindo-lhes resistir a tensées mecanicas (Firmino et al., 2018).

Trata-se de uma comunidade bacteriana capaz de colonizar superficies abioticas

(por exemplo, dispositivos médicos e implantes) e bioticas (por exemplo, tecidos humanos)
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(Casciaro et al., 2018; D’angelo et al., 2015). A formacdo de biofilme é um mecanismo de
defesa utilizado por bactérias patogénicas para se proteger das ameacas externas, produzindo
uma matriz extracelular espessa e pegajosa que contém DNA, proteinas e polissacarideos.
Nessa condicéo, as células do biofilme entram em uma taxa de divisdo lenta, o que enfraquece
o efeito de moléculas de antibi6ticos visando processos celulares especificos. Isso leva os
biofilmes a estarem frequentemente associados a infecg¢fes cronicas e com grande demanda
capazes de romper essas comunidades e/ou inibir sua formacdo sdo altamente demandadas
(Mea; Yong; Wong, 2021).

Acredita-se que essa capacidade de dessensibilizacdo gradativa é atrelada a dois
mecanismos de organizagao desses seres recentemente mais elucidados: a formagéo de biofilme
e 0 quorum sensing (QS) (Mukherjee et al., 2019). O primeiro deles esta diretamente ligado ao
segundo, de forma que a arquitetura das col6nias bacterianas, orientadas em comunidades
estruturadas, fixadas a superficie mediante matriz extracelular formada por polissacarideos,
proteinas e DNA extracelular, se mantém por meio do quorum sensing. Tal estratégia permite
que esses seres unicelulares se comuniquem e se reorganizem, mandando sinalizacdo célula a
célula a respeito de mudancas no meio e na composicao ou na densidade da espécie (Mayer et
al., 2020).

A formacdo de biofilme é um importante mecanismo de viruléncia e uma
caracteristica marcante de A. baumannii. O que confere a este patdgeno a capacidade de crescer
e replicar-se mesmo sob condicdes desfavoraveis. Utilizam diversas ferramentas em que as
vezes sdo tdo simples quanto a capacidade de persistir em um ambiente. Esta capacidade de
persistir, particularmente em condicfes adversas, como hospitais onde o uso de antibioticos e
desinfetantes é elevado, da & Acinetobacter uma clara vantagem. Podendo sobreviver em
ambientes hostis (dessecacdo, terapias antimicrobianas, indisponibilidade de nutrientes) e ainda
colonizar superficies bidticas e abioticas por periodos prolongados de tempo devido a sua
capacidade de formar essas estruturas complexas de biofilmes (Eze et al., 2018).

A taxa de formagdo de biofilme por A. baumannii € maior do que em outras
espécies. Estudos atuais mostraram como a capacidade de formacdo de biofilme desse
microrganismo exerce seu efeito sobre os fenotipos de resisténcia, o desenvolvimento do
resistoma e a disseminacdo de genes de resisténcia dentro dos biofilmes por conjugacdo ou
transformacéo, tornando assim o biofilme um ponto de comunicacdo para troca de material
genético. Véarios genes controlam a formacgédo de biofilmes de A. baumannii sendo este fato um

potencializador da resisténcia antimicrobiana no organismo (Roy et al., 2022).
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A formacdo de biofilme por A. baumannii mostra que este patdgeno esta
fenotipicamente relacionado a producéo de exopolissacarideos e estruturas pilus como bactérias
protegidas pela defesa do hospedeiro (Hetta et al., 2021). O estagio inicial da colonizacdo ou
infeccdo se da através da interacdo com as células do hospedeiro através, principalmente, de
receptores especificos. A partir do desenvolvimento de microcol6nias é que se inicia a criagdo
de uma rede de estrutura cumulativa. Estas estruturas sdo formadas em superficies vivas e nao
vivas. O biofilme é uma defesa das bactérias aos danos do meio ambiente como respostas do
hospedeiro, antibidticos, produtos de limpeza e desinfetantes. Contribuem para efeitos
bacterianos prolongados e mais severos. Além disso, diferentes fatores, como estruturas
bacterianas, nutrientes, componentes de superficie, QS e moléculas ocultas bacterianas, afetam
os biofilmes (Gaddy; Actis, 2009). A descoberta dessa estratégia evolutiva vem de encontro,
assim, a utilizacdo de varios antimicrobianos, de modo que a tolerancia a tais compostos por

parte desses arranjos demonstra-se uma realidade.

2.5 Antibioticoterapia no tratamento de infeccGes bacterianas

O estabelecimento de antibacterianos vai depender de seus alvos. Varios agentes
antibacterianos tém como alvo diferentes vias alternativas especificas de bactérias, incluindo a
parede celular bacteriana e estruturas de membrana; o fundamento central da replicagdo do
DNA, transcricdo de RNA e traducdo de proteinas; as vias metabdlicas da sintese nucleica e de
aminoacidos e lipidios. Embora cada classe antibacteriana tenha seus préprios méritos, todos
0s agentes antibacterianos devem primeiro atingir sua area alvo. As drogas que tém como alvo
a parede celular da bactéria tém acesso mais facil ao seu alvo do que aquelas que tém como
alvo o citoplasma (Kim et al., 2023).

A maioria dos antibioticos existentes foram desenvolvidos a partir de
microrganismos e muitos organismos no ambiente, incluindo plantas e animais, produzem
naturalmente substancias antimicrobianas (Holmes, 2016). Ja foi descoberto, contudo, que
plantas apresentam uma espécie de sistema imune adaptativo bem desenvolvido, de maneira
que as permite evoluir frente a seus inimigos naturais, em uma interacdo também reciproca,
reconhecendo sinais de patdgenos e ativando respostas imunoldgicas com a ajuda de
metabolitos secundarios (Malheiro et al., 2016). Nesse sentido, pesquisas envolvendo esses
compostos, comumente conhecidos como 0leos essenciais, tém ganhado espa¢o no meio
cientifico e sua aplicabilidade quanto a problematica dos microrganismos multirresistentes

demonstra-se cada vez mais promissora.
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Os carbapenémicos, sdo agentes antimicrobianos da classe dos [B-lactdmicos,
importantes no tratamento de infec¢Ges hospitalares e geralmente sdo prescritos como
antibioticos de ultimo recurso para pacientes gravemente enfermos, isso porque possuem um
amplo espectro de atividade, comparado as outras classes de antibidticos existentes, bem como
a poténcia mais proeminente contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Papp-Wallace
etal., 2011). Sdo agentes antibacterianos que inibem irreversivelmente a enzima transpeptidase,
que catalisa a reacdo de transpeptidacdo entre as cadeias de peptideoglicano da parede celular
bacteriana (Walsh, 2003).

Nas ultimas décadas, o aumento da resisténcia aos carbapenémicos foi causado pela
disseminacdo global de Enterobacterales produtoras de carbapenemases (EPC). As
carbapenemases sao membros das -lactamases que séo divididas com base em suas estruturas
moleculares. Embora certos antibiéticos tradicionalmente utilizados, como a amicacina,
polimixinas, tigeciclina e fosfomicina, possam permanecer eficazes contra alguns EPC, a sua
utilizacéo clinica é limitada devido a efeitos adversos, incluindo toxicidade renal, penetragdo

nos tecidos ou necessidade de tratamento combinado (Lee, 2022).

2.5.1 Meropenem

Meropenem é uma das poucas op¢Oes de tratamento de baixa toxicidade restantes
para infecgdes por A. baumannii MDR e XD (Sabet et al., 2020). Meropenem € um antibidtico
da classe B-lactdmico do tipo carbapenémicos com amplo espectro de acdo e baixa toxicidade.
Esse antimicrobiano apresenta relativa cobertura contra uma variedade de microrganismos,
sendo amplamente prescrito para o tratamento de infecgdes graves e nosocomiais em pacientes
hospitalizados. O meropenem, assim como alguns outros agentes antimicrobianos tradicionais,
é um medicamento dependente do tempo e sua acao bactericida inibe a sintese da parede celular
bacteriana (Streit et al., 2016).

Meropenem é uma molécula hidrofilica que penetra rapidamente na maioria dos
tecidos e fluidos corporais ap6s administracdo intravenosa. Noventa e oito por cento do
meropenem € farmalogicamente ativo sendo a fracdo ndo ligada as proteinas. Com meia-vida
de aproximadamente 1 h em pacientes com funcdo renal normal, é eliminado tanto pelo
metabolismo quanto pela excrecdo, expressam uma relacéo significativa com a incapacidade de
atingir metas predefinidas de concentragdo minima. Esse fato muitas vezes dificulta o resultado
clinico. Por outro lado, a diminui¢do da funcdo renal também pode aumentar a concentracao

sanguinea. A insuficiéncia renal e algumas terapias de substitui¢cdo renal podem aumentar a
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meia-vida do meropenem para mais de 4,5 horas, levando a altas concentra¢fes plasmaticas e
possivel toxicidade (Kothekar et al., 2020).

Estudos envolvendo os efeitos antibacterianos usando meropenem para tratar A.
baumannii extensivamente resistente a medicamentos, destacam a acdo direta na sintese da
parede celular bacteriana ao inibir a desfosforilacdo do transportador lipidico. Em contraste, 0s
carbapenémicos aceleraram os defeitos da parede celular, restringindo a secrecdo da
mucopeptideo sintase na membrana celular. Na célula de biofilme, o meropenem recebe
destaque por apresentar efeitos 100% aditivos quando a combinados com antibiéticos como
polimixina, rifampicina e bacitracina (Mascher et al., 2003).

Enzimas intrinsecas a todas as A. baumannii, conhecidas como oxacilinases
(OXAs), conferem resisténcia ao carbapenem. Estas sdo encontradas principalmente
codificados em plasmideos. Pesquisas atuais mostram que, em A. baumannii, além da
resisténcia aos B-lactamicos apresentada por estas enzimas, podem existir mecanismos nao
enzimaticos como o CarO que esta associado a resisténcia contra este tipo de antimicrobianos,
como alteracBes nas porinas das suas membranas, conferindo resisténcia ao imipenem e
meropenem (Benmahmod et al., 2019). Ndo apenas as porinas estdo relacionadas a essa
resisténcia, mas também bombas de efluxo que geram resisténcia contra varios B-lactamicos,
aminoglicosideos, eritromicina, cloranfenicol, fluoroquilonas, tetraciclinas e trimetoprim (Jeon
et al., 2015).

2.6 Antimicrobianos derivados de plantas (ADPs)

A pratica de usar plantas para fins medicinais ja vem de milhares de anos, tendo
desempenhado um papel importante na medicina devido a sua variabilidade e abundancia de
agentes terapéuticos (Fitzgerald; Heinrich; Booker, 2020). No entanto, até o século 18 d.C., 0
uso de plantas na medicina foi baseado em evidéncias empiricas. Foi somente com 0s primeiros
estudos realizados por Anton von Stdrck sobre ervas venenosas e por William Withering sobre
luva de raposa, que as bases de uma pesquisa cientifica sobre plantas medicinais foram lancadas
(Sneader, 2005).

A descoberta da droga racional comecou em 1806, quando Friedrich Sertlrner
isolou um composto bioativo da planta papoula, ou seja, o alcalide com efeitos analgésicos e
indutores do sono e que ele chamou de "morfina”. Isso induziu um impulso significativo na
pesquisa e isolamento de compostos bioativos de plantas, que posteriormente levaram a um

crescimento exponencial do interesse cientifico e econdbmico nos produtos naturais derivados
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de plantas (PNDPs) que chega a movimentar até os dias atuais: ~25% dos cerca de 1,1 trilhdo
de dolares americanos investidos anualmente no mercado farmacéutico (Calixto, 2019).

A descoberta de medicamentos derivados de plantas é atualmente dificultada por
uma série de fatores cientificos, sociais e econdmicos. Por outro lado, os PNDPs s&o
considerados candidatos promissores para o desenvolvimento de novos medicamentos de fontes
naturais, gracas as suas caracteristicas intrinsecas, representados como fonte direta de agentes
terapéuticos ou fitoterapicos. Sendo facilitada a partir de novas abordagens computacionais e
bioldgicas para proceder a identificacdo, selecdo e producdo de PNDPs que hoje possuem um
renovado potencial cientifico e econdmico (Romano; Tatonetti, 2019).

No estudo realizado por Wang et al., (2020) com 6leo essencial de gengibre contra
bactérias Gram-negativas revelou preliminarmente esta substancia apresenta mecanismos
capazes de atuar diretamente na membrana celular, destruindo sua estrutura e, ainda,
aumentando a permeabilidade da membrana da célula, fazendo com que as bactérias percam
suas funcdes estruturais basicas causando, assim, a morte celular bacteriana em concentragcdes
definidas. Outro mecanismo importante € que os compostos hidrofébicos presentes no 6leo de
gengibre interagem com a parte lipofilica da membrana e mitocéndrias isoladas, interrompendo
toda sua integridade e funcdo (proteina, &cido nucléico, metabolismo energético e atividade
enzimatica) (Jubair et al., 2021).

Pinheiro et al., (2022) investigaram em seu estudo a capacidade inibitoria e
potencial antibacteriano do 6leo essencial de Lippia origanoides contra bactérias Gram-
negativas com fenotipo de multirresisténcia, trazendo uma perspectiva de antimicrobiano
natural com efetiva atividade inibitdria em todas as vinte cepas testadas, dentre elas: E. coli, K.
pneumoniae e P. aeruginosa. Sendo associado este efeito ao timol, que € componente
prevalente (87,27%) neste dleo.

Em outro estudo, a investigacdo de combinagfes em OEs de Eucalyptus
camaldulensis com trés antibiéticos convencionais (gentamicina, ciprofloxacina e polimixina
B) exibe sinergia mesmo em algumas cepas de A. baumannii multirresistentes
dessensibilizadas. As CIMs detectadas para os OEs de Eucalyptus camaldulensis variaram de
0,5 a 2 pg/mL. Quando dois OEs foram combinados com ciprofloxacina, foi identificada
sinergia contra duas das trés cepas de A. baumannii MDR testadas com um valor de indice IFIC
<0,5 (Knezevic et al., 2016).

Sabe-se que a atividade antibacteriana atrelada a esses Oleos naturais esta
relacionada com grupos alcodlicos, fendlicos ou aromaticos. Esses compostos geralmente estédo

associados a alta volatilidade, de forma que seu tempo de acdo tem certa limitacdo, mas sua



29

origem natural e baixa toxicidade os trazem como alternativa importante e atrativa em muitos
segmentos (Mangalagiri; Panditi; Jeevigunta, 2021).

Outro ponto que tem chamado atencdo dos pesquisadores € a combinacdo de
antibidticos convencionais e produtos naturais com propriedades antimicrobianas. Visto que as
moléculas naturais apresentam capacidade em aumentar o efeito antibacteriano do antibi6tico
e, portanto, recuperar sua capacidade inicial de eliminar as cepas de bactérias mais resistentes.
Estes efeitos ocorrem, por exemplo, pela associacao de varios mecanismos de a¢do simultaneos,
facilitada pela complexidade estrutural e estereoquimica de moléculas ativas naturais com uma
ampla variedade de grupos funcionais. A interacdo entre dois compostos antimicrobianos pode
resultar em sinergia, efeitos aditivos ou antagonismo. Tal estratégia também pode reduzir a
toxicidade do antibidtico, diminuindo a sua dosagem, o que pode ser notavel na maioria das

infecces resistentes (Thirapanmetee et al, 2021).
2.7 Trans-cinamaldeido (TC)

Entre os componentes encontrados nos 6leos essenciais, ha um crescente interesse
em estudar as propriedades do cinamaldeido, principal componente ativo do 6leo essencial de
canela (Ashakirin et al., 2017). Este ¢ um tipo de aldeido a,fB-insaturado, pertencente a categoria
de fenilpropanoides, cujo uso é bastante comum na industria alimenticia, como aditivo em
bebidas, doces, sorvetes e condimentos (Usai; Di Sotto, 2023). A molécula consiste em um
anel fenilico com um aldeido insaturado ligado a ele. A estrutura da molécula é planar devido

a conjugacdo do sistema de elétrons (Zinn et al., 2015).

Figura 2 - A estrutura molecular do trans-cinamaldeido

O
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Fonte: molview.org.

O cinamaldeido ocorre naturalmente como um estereoisOmero trans,

nomeadamente trans-3-fenil-2-propenal ou trans-cinamaldeido, que é especialmente abundante
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nos 6leos essenciais de Cinnamomum spp. (Fam. Lauraceae), onde contribui para o aroma tipico
(‘Yanakiev, 2020). Ele é retirado das espécies Cinnamomum spp., bastante comuns na Asia e na
Africa, onde varias partes dessas plantas s3o aproveitadas, como caule, flores e frutos, dando
origem a cerca de 80 compostos. Mas a substancia em questdo é obtida diretamente da casca
do caule dessa espécie (Jayaprakasha et al., 2011) e a variante isomérica trans é a responsavel
direta pela atividade antimicrobiana do cinamaldeido, sendo associada, por exemplo, a
alteracdes em processos fundamentais a sobrevivéncia desses microrganismos. O trans-
cinamaldeido (TC) também foi responsavel pela interrupgdo da formacao de biofilme por parte
de algumas espécies (Vasconcelos et al., 2018).

Sua atividade antimicrobiana parece originar-se da capacidade da substancia em
interagir com a parede bacteriana e comprometer sua integridade. Na pratica, o grupo aldeido
pode ser prontamente absorvido pelo grupo hidrofilico presente nas superficies bacterianas.
Dessa forma, ele atravessa a parede celular e inicia um processo de inibicdo ao danificar a
estrutura de polissacarideos. Esse dano resulta no vazamento de ions, proteinas e &cidos
nucleicos, desestabilizando a célula (Usai; Di Sotto, 2023) Pode haver também inibicdo da
ATPse, das porinas de membrana e do efeito — ‘‘quorum sensing” — uma espécie de
comunicacdo e manutencdo da homeostase das col6nias bacterianas. (Vasconcelos et al., 2018).

Em uma pesquisa comparando o efeito de algumas substancias com o da
ciprofloxacina e da gentamicina, o derivado do Cinnamomun sp. obteve equivaléncia
bactericida em relacdo aos dois antibioticos na eliminacéo de cepas de A. baumannii, além de
vantagem na inibicdo da formacdo de biofilme em concentracbes de 4 - 25 pg/mL em
comparagdo a 33 - 125 pg/mL para ciprofloxacina e 62,5 - 764 pug/mL para Gentamicina.
Também obteve atividade bacteriostatica superior, com CIM (concentracdo inibitoria minima)
1,5 - 6 pg/mL contra 31 - 132 ug/mL para ciprofloxacina e 62 - 764 ug/mL para gentamicina
(Pormohammad et al., 2022).

Ademais, observa-se efeito sinérgico da substancia em adi¢do a alguns antibioticos.
Encontra-se, na literatura cientifica, efeitos intensificados dos antibidticos imipenem,
meropenem, gentamicina e amicacina contra A. baumannii em associacdo ao TC (Guerra apud
Vasconcelos, 2018). Tal efeito parece surgir de sua capacidade de danificar a parede bacteriana
e alterar sua permeabilidade, afetando assim a absorcdo de antibioticos e prejudicando a
homeostase celular bacteriana, levando a autolise e morte celular (Shi et al., 2017). Assim,
quantidades bem menores de antibidtico e de TC quando em associacdo tém efeitos

antibacterianos mais significativos - possibilitando uma reducdo significativa no valor da CIM
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do medicamento combinado, de forma a sugerir propriedades promissoras de sensibilizacdo
bacteriana.

Alguns aspectos, entretanto, limitam o potencial do TC como importante op¢éo
antimicrobiana no cendrio crescente de resisténcia bacteriana, e suscitam solucdes praticas. Em
condicBes in vivo, por exemplo, ha a possibilidade de que o TC se decomponha em acido
cindmico por meio da catdlise enzimatica antes de poder manifestar sua atividade
antibacteriana, o que sugere uma possivel instabilidade na corrente sanguinea. Foi também
observado que o TC é um composto com solubilidade em agua reduzida (aproximadamente 1,1
g/L a 20 °C) e volatil a luz e ao ar se submetido a periodos prolongados, de forma a dificultar o
seu manejo, por exemplo (Doyle et al., 2019). Alternativas tém surgido no sentido de solucionar
tais questdes, como a proposta das nanoemulsGes, que surgiram a partir de extensos estudos
nanotecnoldgicos para um novo sistema de entrega de medicamentos e parecem alterar as
propriedades fisico-quimicas desse composto (Ashakirin et al., 2017).

O uso de extratos de cinamaldeido e 6leos essenciais parece ser uma alternativa a
ser explorada para a problematica das bactérias multirresistentes, podendo, inclusive, reduzir
0s custos dos tratamentos ja disponiveis no mercado farmacéutico. Ndo foram observados,
inclusive, maleficios a saude de mamiferos atrelados ao uso desses compostos, como
surgimento de neoplasias ou toxicidade cronica (Vasconcelos et al., 2018). Reforca-se,
entretanto, a necessidade de experimentos in vivo com essas substancias, para melhor

compreensdo do seu mecanismo de acdo e farmacodinamica.

2.8 Potencial do TC no melhoramento da antibioticoterapia atual

Com a escassez de novos antimicrobianos, a combinagdo com antibidticos se tornou
uma alternativa capaz de reduzir, significativamente, a dose do tratamento e a0 mesmo tempo
reduzir a toxicidade de alguns antibioticos relacionados a dose terapéutica (Coates et al., 2020).
Uma possivel alternativa para solucionar esse problema é utilizar OEs como adjuvantes aos
antibidticos, com o objetivo de obter interagdes sinérgicas (Milenkovi¢; StoSovic; Slavkovska,
2018). A interacdo sinérgica entre OE de plantas e antibidticos pode constituir uma alternativa
potencial para combater o crescimento e disseminacdo de bactérias multirresistentes (Nafis et
al., 2019).

A aplicacéo de produtos naturais derivados de plantas combinados com antibiéticos
para aumentar sua atividade € uma alternativa promissora nas opcdes de terapia antimicrobiana

em rapido desenvolvimento. Certas plantas medicinais podem inativar mecanismos de
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resisténcia a antibioticos. Esta capacidade é devida a sinergia entre compostos de plantas
medicinais e antibidticos, cuja atividade seria baixa quando 0s compostos estdo ausentes.
Identificar o composto em um extrato que seja responsavel pela interacdo sinérgica € dificil.
Além disso, além de sua prépria atividade antimicrobiana alguns compostos apresentam
atividade sinérgica por outros mecanismos polivalentes (Vaou et al., 2022).

Os oOleos essenciais (OEs) e seus compostos bioativos fazem parte do grupo de
metabdlitos secundarios que podem interagir com antibidticos. Uma combinacdo de cinco OEs
com sete antibioticos foi estudada; o efeito combinado de horteld-pimenta, casca de canela e
OE de lavanda com piperacilina e meropenem mostrou sinergia significativa contra diferentes
cepas de E. coli (Munekata et al., 2020).

Guerra et al., (2012) testaram diferentes combinages com compostos derivados de
plantas e antimicrobianos disponiveis. Em sua pesquisa a combinacdo do OE de limdo com
amicacina e associa¢do do OE de canela com amicacina mostrou ser sinérgica contra cepas de
A. baumannii, onde cada associa¢do dessa obteve um ICIF de 0,04, apresentando uma forte
interacdo sinérgica. A justificativa para este potencial efeito sinérgico pode estar associado a
predominancia do limoneno e do TC nos OEs de limdo e canela, respectivamente. O
cinamaldeido atua principalmente na ruptura da membrana pela inibi¢cdo da atividade ATPase
(Langeveld; Veldhuizen; Burt, 2014).

O meropenem, como antibiotico carbapenémico, tem um perfil de baixa toxicidade
¢ ¢ altamente resistente as serina B-lactamases produzidas por muitas bactérias Gram-negativas
MDR, desempenhando assim um papel fundamental no tratamento de varias infec¢des que ndo
sdo facilmente tratadas por outras bactérias. No entanto, o aumento anual de cepas de A.
baumannii resistentes ao meropenem chamaram a atencdo de médicos e microbiologistas. Um
grande foco tem sido colocado em terapias combinadas para reduzir a resisténcia do A.
baumannii, e numerosos experimentos tém sido realizados com terapias a base de meropenem
(Falagas et al., 2016; Jiang et al., 2018).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Auvaliar o potencial do trans-cinamaldeido como adjuvante natural da atividade de
meropenem contra células plancténicas e biofilme de Acinetobacter baumannii

multirresistentes.

3.2 Objetivos especificos

e Determinar a atividade antibacteriana do TC contra isolados de A. baumannii MDR por
disco-difuséo;

e Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) do TC contra diferentes cepas MDR de A. baumannii;

e Avaliar o efeito combinat6rio do TC com meropenem contra diferentes cepas MDR de
A. baumannii;

e Auvaliar o efeito antibiofilme das combinacbes do TC e meropenem contra
A. baumannii MDR
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Tipo de estudo e local da pesquisa

O presente estudo trata-se de uma pesquisa de carater investigatorio, descritivo e
experimental com abordagem quantitativa (MEC, 2013). A pesquisa foi realizada no
Laboratorio de Biofilme e Antimicrobianos (LaBAM) da Universidade Federal do Ceara (UFC)
em Sobral.

4.2 Delineamento experimental
A execucdo dos testes seguiu como base um passo a passo estratégico pré-definido
como apresentado na Figura 3. Partindo da realizagdo de uma triagem inicial por disco-difusdo

e posteriormente testes bioldgicos mais especificos fundamentais para este tipo de estudo.

Figura 3 - Fluxograma de ensaios biologicos com o trans-cinamaldeido frente a isolados

clinicos de A. baumanni MDR.
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Fonte: Autoria propria (2024).
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4.3 Preparacéo da solugéo de TC

O TC (99%; TC, trans-3-fenil-2-propenal) foi adquirido da Sigma-Aldrich® (MO,
Estados Unidos). O composto foi solubilizado em DMSO a 1% e diluido no meio BHI (Brain
Heart Infusion) para obten¢do de uma concentragdo de 16.000 pug/mL. Partindo desta
concentracdo foram realizados os testes para o estudo. A determinacéo da concentracao foi feita

a partir da densidade do TC.

4.4 Microrganismos e condigdes de cultivo

Neste estudo, foram utilizadas seis cepas de Acinetobacter baumannii, previamente
isoladas e identificadas conforme descrito por Brito et al., em 2021. Estas cepas foram
adquiridas do banco bioldgico do Laboratério de Microbiologia e Parasitologia da Faculdade
de Medicina da Universidade Federal do Ceard, Campus Sobral (Tabela 1). Para a preservacao,
as cepas foram mantidas em meio BHI (Brain Heart Infusion), distribuidas em aliquotas de 200

WL, adicionadas de 20% de glicerol e armazenadas a uma temperatura de -80°C.

Tabela 1 — Perfil de resisténcia dos isolados clinicos de A. baumannii.
Cddigo  Gene OXA Perfil de Resisténcia
AMP, AMP/SUB, CPM, CFO, CAZ, CRO, CEF, CRX/
AXETIL, CIP, IMP, MPN, PIP/TAZ
AMI, AMP, AMP/SUB, CPM, CFO, CAZ, CRO, CEF,
CRX/AXETIL, CIP, GEN, IMP, MPN, PIP/TAZ
AMP, CPM, CFO, CAZ, CRO, CEF, CRX/ AXETIL, CIP,
GEN, IMP, MPN, PIP/TAZ
OXA-23/ AMP, CPM, CRO, CEF, CRX/ AXETIL, CIP, GEN, IMP,
OXA-24 MPN, PIP/TAZ
AMI, AMP, CPM, CEF, CAZ, CRO, CEF, CRX/ AXETL, CIP,
GEN, IMP, MPN, PIP/TAZ
AMI, AMP, AMP/SUB, CPM, CFO, CAZ, CRO, CEF, CRX/

AXETIL, CIP, GEN, IMP, MPN, PIP/TAZ

Fonte: Brito et al., 2021. AMI (Amicacina), AMP (Ampicilina), AMP/SUB (Ampicilina/ sulbactan), CPM
(Cefepima), CFO (Cefoxitina), CEF (Cefuroxima) CAZ (Ceftazidima), CRO (Ceftriaxona), CRX (Cefuroxima),
CRX/AXETIL (Cefuroxima/axetil), CIP (Ciprofloxacino), GEN (Gentamicina), IMP (Imipenem), MPN
(Meropenem), PIP/TAZ (Piperacilina/Tazobactam).

AB0O4 OXA-23

ABO7 OXA-23

AB13 OXA-24

AB49

AB82 OXA-23

AB146 OXA-23
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A ativacdo dos especimes foi realizada acrescentando-se uma aliquota de 50uL do
estoque em 5 mL de caldo BHI caldo e mantido em estufa bacterioldgica por 24 horas a 37°C.
Ap0s crescimento, o indculo foi semeado em placa de Mueller-Hinton agar (MHA) utilizando-
se uma alca bacterioldgica e novamente incubada por 24 h a 37°C. A seguir, foi transferida uma
coldnia isolada para 5 mL de BHI caldo e incubados por mais 18 h a 37°C. Ap06s crescimento,
foi confirmada a pureza da amostra com a observacdo das caracteristicas morfo-tintoriais

através da coloracdo de Gram.

4.5 Analises microbiolégicas

4.5.1 Teste disco-difusdo

A atividade antibacteriana do TC foi determinada pelo método de disco-difusdo em
MHA (Figura 4). Inicialmente a concentragio das cepas foi ajustada a 1,5 x 108 UFC/mL em
solucgéo salina a 0,85 % conforme o padréo 0,5 da escala de McFarland. Em seguida, com um
swab estéril, as cepas foram inoculadas em placas de Petri contendo MHA. Posteriormente,
discos brancos estéereis de 6 mm de didametro embebidos com 10 pL de TC puro foram dispostos
na superficie da placa. Os ensaios foram realizados em triplicata e o efeito antibacteriano foi
avaliado ap6s 24 horas de incubagdo a 37° C, através da medicdo do didmetro das zonas
inibitérias (DZI) em milimetros (mm) por um paquimetro, conforme recomendado pelo
Instituto de Normas Clinicas e Laboratoriais (CLSI, 2015), e classificados quanto a sua
atividade antagonica como baixa, moderada e alta atividade, quando DZI <10 mm, 11 a 14 mm

e > 15 mm, respectivamente.
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Figura 4 - Representacdo esquematica da atividade antimicrobiana do trans-cinamaldeido.
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Fonte: Autoria propria (2024).

4.5.2 Concentracao Inibitoria/Bactericida Minima (CIM/(CBM)

Para determinacdo da CIM foram realizados ensaios de microdiluicdo seriada em
placas de 96 pocgos de poliestireno (Figura 5). Onde, a partir da solucdo méae de TC na
concentragdo descrita no item 4.3. foi distribuida 200 pL na linha A da placa e as linhas abaixo
foram preenchidas com 100 pL de meio caldo BHI. A dilui¢do foi iniciada a partir da linha A
homogeneizando cada po¢co com movimentos de updown transferindo 100 pL desta linha para
linha B, seguindo esse procedimento até as ultimas linhas, onde terdo as menores concentragdes
de TC. Em seguida, foi feito o ajuste da concentragdo das cepas bacterianas para 1 x 108
unidades formadoras de col6nias (UFC/mL) em meio BHI, a partir da densidade Optica (D.O.)
obtida com o auxilio de um leitor de placas de microtitulacdo ELISA a 620 nm. Para isto foi
necessaria aplicacao das formulas abaixo:

Ci= (4 x 10°- D.0) -1 x 10% e Ci x Vi= Cf x Vf

Sendo, Ci: concentracdo inicial do inéculo; Cf: concentragdo final do indculo; Vf:
Volume final do in6culo. Para finalizacdo da montagem das placas todos o0s po¢os selecionados
foram adicionados 100 pL das cepas bacterianas ajustadas, obtendo-se entdo um volume final
de 200 pL nos pogos. Foram utilizados os seguintes controles: turbidez (meio BHI + TC nas
concentragdes de 8.000 até a menor concentragdo de 125 pg/mL), negativo (meio BHI + cepas
ajustadas a 1x10® UFC/mL) e de contaminacio (apenas meio BHI). As placas foram incubadas
em estufa por 24 horas a 37° C. A concentracdo inibitoria minima foi definida como a menor

concentracdo do TC capaz de inibir o crescimento microbiano visivel.
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A CBM foi determinada a partir das placas utilizadas na CIM, retirando-se 10uL de
cada po¢o onde ndo apresentaram crescimento bacteriano visivel, e inoculados em placas de
Petri contendo meio BHI, a fim de saber se nessas concentraces houve efeito bactericida pela
substancia testada. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. Apds este periodo, a CBM
foi estabelecida como a menor concentragdo onde nédo se observou crescimento bacteriano nas

placas de BHI. Os testes foram realizados em triplicata.

Figura 5 - llustracdo da metodologia para determinacdo da CIM e CBM do
trans-cinamaldeido.
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Fonte: Silva (2022).
4.5.3 Ensaio checkerboard

Para avaliacdes sinérgicas do TC com o meropeném (MPN) que contra isolados
clinicos de A. baumannii foi utilizado o método “tabuleiro de xadrez” (do inglés checkerboard)
de acordo com Vasconcelos et al., (2023) com adaptacdes. Para as combinagdes dos extratos,
foram utilizados como referéncia os valores de CIM, iniciando com valores acima da CIM
seguindo diluigdes decrescentes em base 2. Em microplacas de 96 pogos, 50 uL do TC foram
dispostos na linha A (colunas 1 a 6) e realizado a diluicdo no eixo vertical em linhas.
Posteriormente acrescidos 50 pL do antimicrobiano, previamente diluidos horizontalmente na

placa. Dessa forma, em cada pogo obteve-se uma combinagdo de concentracOes das duas
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substancias. Em seguida, 100 puL da suspensdo bacteriana ajustada (1 x 10° UFC/mL) foram
adicionados aos pocos e incubados a 37 °C por 24 h. Passado o periodo de incubaco, o indice
de Concentracdo Inibitoria Fracionada (ICIF), definida como o somatério da CIM das
substancias combinadas dividida pela CIM das substancias isoladas, foi analisado e interpretado
como: sinérgico (ICIF<0,5), aditivo (0,5<ICIF<l), indiferente (1<ICIF<4) ou antagdnico
(ICIF>4) (Morjan et al., 2002).

4.5.4 Atividade antibiofilme

Para avaliar o efeito do trans-cinamaldeido combinado com o antibiotico sobre o
biofilme bacteriano pré-formado foram realizados conforme metodologia empregada por
Yadav et al., (2015) com adaptacGes. A cepa escolhida para este teste foi selecionada de acordo
com os resultados obtidos nos testes anteriores. Para obtencéo dos biofilmes pré-formados, em
placas de microtitulagdo de poliestireno de 96 pogos, as cepas de A. baumanni (1 x 10°
UFC/mL) foram inoculadas em meio BHI e incubadas a 37°C por 24h. Posteriormente, a placa
foi lavada trés vezes com tampao fosfato-salino (PBS - 0,1 M, pH 7,4) para retirar as células
plancténicas residuais. Os pocos contendo biofilmes foram tratados com 200 pL de solugao-
teste (trans-cinamaldeido) combinada com antibiGtico em concentrag@es pré-determinadas por
4h a 37 °C. Em seguida, foi realizada uma nova lavagem dos pogos com PBS para determinar
a quantificacao da biomassa total do biofilme pela técnica de coloracéo por cristal violeta (CV).

Para realizacdo da técnica de coloracdo com CV, foi utilizada a metodologia de
O’Toole (2011) com modificagdes. Inicialmente adicionando 200uL de alcool metilico P.A.
(Dinémica, Sao Paulo, Brasil) em cada poco e deixando por 10 minutos para fixacdo das células
aderidas. Em seguida, o metanol é retirado e a placa seca em temperatura ambiente. Em seguida,
acrescenta-se 200pL da solucdo CV a 0,1% (Synth®, Sao Paulo, Brasil) por 10 minutos.
Posteriormente, é realizada a lavagem da placa com &gua destilada e, secagem, o corante ligado
a biomassa foi solubilizado em 200uL de 4cido acético glacial a 33% (Dinamica, Sao Paulo,
Brasil) por 10 minutos. Utilizou-se o leitor de densidade dptica para a realizacao da leitura da

absorbancia no comprimento de onda de 590nm.
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Figura 6 — Representacdo da metodologia do biofilme pré-formado.
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Fonte: Coelho, 2023.

4.6 Analise estatistica

Todos os experimentos estdo sendo realizados em triplicata com os respectivos
resultados categorizados em Microsoft Excel (Versdo 2012 para Windows) e posteriormente
analisadas no software GraphPad® Prism (Versdo 5.0 para Windows, San Diego, California
USA). As diferencas significativas entre os grupos sdo verificadas através da aplicacdo do teste

One-way ANOVA com pos-teste de Tukey. Os dados foram considerados estatisticamente

significativos quando p < 0,05.



41

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se uma atividade antibacteriana in vitro do TC contra todas as cepas
testadas, demonstrando sensibilidade ao composto teste observado através do didmetro da zona
de inibicdo. Além disso, a acdo inibitoria e bactericida em todas as cepas analisadas a uma
concentragdo de 500 pg/mL. Os resultados da atividade antibacteriana in vitro do TC contra as

bactérias estudadas através da DZI, CIM e CBM, estdo detalhados na tabela 2.

Tabela 2 — Atividade antibacteriana do trans-cinamaldeido contra A. baumannii MDR

Cepas DZI (mm)t CIM (pg/mLy CBM (pg/mL)®  CBM/CIM
ABO4 36,66 3,05 500 500 1
ABO7 37,33+ 1,15 500 500 1
AB13 32,33+ 1,52 500 500 1
AB49 38,66+ 1,52 500 500 1
ABS2 39,66+ 2,51 500 500 1
AB146 38,00+ 2,64 500 500 1

Fonte: Autoria propria (2023). Diametro da zona de inibicdo; 2Concentracdo Inibitéria Minima;
3Concentragdo Bactericida Minima.

A atividade antimicrobiana apresentada pelo teste de disco-difusdo serviu como
base para avaliar o comportamento e perfil de sensibilidade dos isolados frente a substancia
teste, sendo considerado um método de facil execucéo e rotineiramente utilizado em andlises in
vitro (Lehtopolku et al., 2012). O DZI do TC contra os isolados clinicos de A. baumanni variou
de 32,33,66 £ 1,52 mm a 39,66 + 2,51 mm.

Os resultados encontrados neste trabalho concordam com os do estudo citado por
Intorasoot et al., (2017) que avaliou o efeito inibitério de 10 6leos extraidos de plantas
medicinais sobre o crescimento de quatro cepas padrdo de Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, A. baumannii e 30 isolados clinicos de A. baumannii MDR. O
6leo de canela (Cinnamomum verum), que possui 0 CNM como componente majoritario, obteve
uma alta poténcia de atividade antibacteriana contra todas as cepas testadas, destacando-se
potente atividade bactericida contra A. baumannii — MDR. Para todos as bactérias testadas o
6leo de canela apresentou maior efeito antibacteriano comparando com outros estudados, com

halo de inibicdo de 16 mm para P. aeruginosa e 27,8 mm para isolados clinicos MDR de A.
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baumannii. Tendo como resultados de CIM de 250 pg/mL e CBM de 500 pg/mL nos testes
com este 6leo contra cepas MDR de A. baumannii.

Tais achados também concordam com os apresentados por Firmino et al., (2018)
que avaliaram a atividade antimicrobiana de OEs de canela (Cinnamomum zeilamycun (OECz)
e Cinnamomum cassia (OECC) e TC contra cepas formadoras de biofilme de S. aureus. EOCZ,
EOCC e trans-cinamaldeido indicando atividade bacteriostatica em valores de CIM de 500, 250
e 250 pg/mL, respectivamente. Os autores, ainda, associaram a semelhanca da atividade
bacteriostatica do EOCC e do TC pela quantidade dessa substancia na composi¢do do OE. O
OECC apresentou 90,22 %, enquanto o OECZ 68,7 % de TC.

Ressalta-se que ha necessidade urgente no desenvolvimento de novos
antimicrobianos para superar a farmacorresisténcia dessas bactérias justifica a pesquisa de
novos agentes antibacterianos promissores que possam contribuir para mitigar essa
problematica. Dessa forma, os dados obtidos na presente pesquisa (Tabela 3) apontam o TC
como agente promissor no combate de isolados nosocomiais de A. baumannii MDR.

O potencial do TC foi avaliado em combinag¢do com meropenem a fim de revelar o
efeito na cinética de crescimento das cepas isoladas de A. baumannii MDR, estando os valores
individuais e das combinagdes, assim como os Indices de Concentracio Inibitoria Fracionada
(ICIFs), a interpretagdo dos resultados e o nimero de reducdo representados na tabela abaixo
(tabela 3).

Tabela 3 — Efeito combinatorio entre o trans-cinamaldeido (TC) e meropenem (MPN) contra
A. baumannii MDR.

CIM (pug/mL)t CIM (pug/mL)t Redugcio
Cepas ISOLADO COMBINADO ICIF? Interpretagéo
MPN TC MPN TC MPN/ TC
ABO04 62,5 500 7,81 125 0,37  Sinérgico 8x/ 4x
ABO7 125 500 31,25 125 0,50  Sinérgico 4X/ 4X
AB13 62,5 500 3,90 31,25 0,12  Sinergico 16x/ 16X
AB49 125 500 15,62 781 0,14  Sinérgico 8x/ 64x
AB82 125 500 7,81 7,81 0,08  Sinérgico 16x/ 64x
AB146 31,25 500 3,90 781 0,14  Sinérgico 8x/ 64x

Fonte: Autoria propria (2024). Concentragéo Inibitoria Minima; 2 indice de Concentragao Inibitdria Fracionada.
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As combinagdes de TC e meropenem resultaram em efeito sinérgico contra todas
as cepas testadas, onde a combinacdo representada pelo ICIF apresentou valores de 0,08 a 0,50.
Como resultado, estes testes mostraram que a CIM do meropenem contra a bactéria em estudo
apresentou reducdo significativa contra todas as cepas, chegando a contragcfes até 16x menores
do que a CIM do antibiético isolado.

Esses resultados demonstram o potencial do TC em aumentar o efeito
antibacteriano do meropenem, diminuindo assim a resisténcia das cepas ao antibiotico. Vale
ressaltar que as cepas testadas sdo isoladas clinicos com perfil de resisténcia a B-lactamicos
(Brito et al., 2021).

Em estudo recente, Ferrando et al., (2024) avaliaram o potencial de reducdo das
CIMs de sete antibidticos comerciais amplamente utilizados por seus diferentes mecanismos de
acao quando combinado com trans-cinamaldeido contra 14 bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas responsaveis por patologias infecciosas muito prevalentes, como A. baumannii , E.
coli, S. aureus, P. aeruginosa dentre outras, assim como o0s resultados encontrados neste
trabalho também obteve-se reducdes sigtificativas das CIMs para os testes contra A. baumannii,
chegando a reducédo de 50% para os antibioticos ampicilina e cloranfenicol, sendo o primeiro
B-lactamico e o segundo do grupo anfenicol. No geral o numero de interacGes sinérgicas (TC +
Atb) foram 15. Todas elas significaram reduc@es da CIM do antibidtico superiores a 75%.
Dentre outras com interagcdes denominadas como “aditivos” também relataram redugdes da
CIM (variando de 50 a 94%).

Outro estudo destaca para o efeito positivo das combinag6es do TC e eugenol (EG)
com antibidticos p-lactdmicos contra isolados de A. baumannii, onde mesmo néo apresentando
alteracdo significativa na contagem de células apos 24h na presenca dos compostos isolados,
quando cultivada na presenca do antibiético com o TC o seu crescimento foi significativamente
diminuido em comparacao com o controle positivo, controle de antibiotico e controle de TC (P
<0,05). Tanto o TC quanto o EG aumentaram a sensibilidade de A. baumannii a todos os sete
antibioticos P-lactamicos testados. Nos dois isolados de A. baumannii estudados, a maior
sensibilidade foi observada a meticilina e a menor sensibilidade foi observada contra a
ampicilina e o meropenem (Karumathil et al., 2018).

Estudos realizados por Usai e Di Sotto (2023) no que diz respeito aos mecanismos
responsaveis pelas propriedades de sensibiliza¢&o bacteriana do cinamaldeido, foi demonstrado
que a substancia afeta maltiplos alvos, incluindo o metabolismo celular, a parede bacteriana, o
biofilme, o sistema de deteccdo de quorum e os fatores envolvidos na sobrevivéncia celular,

estas acfes podem justificar a potenciacdo da eficacia antibidtica e para a superacdo da
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resisténcia. Da mesma forma, Chadha et al., (2022) levantaram a hipGtese de que o
cinamaldeido pode levar a dessensibilizacdo e ruptura da membrana junto com dano oxidativo,
fazendo com que o antibiotico penetre na célula bacteriana e tornando-a mais suscetivel a sua
atividade antimicrobiana.

Outros mecanismos também foram sugeridos para explicar os efeitos sinérgicos do
cinamaldeido em combinagdo com antibiéticos. Particularmente, Thirapanmetee et al., (2021)
apontaram que o cinamaldeido foi capaz de bloguear a polimerizacdo, montagem e
agrupamento da proteina envolvida no controle da diviséo celular bacteriana em A. baumanni.
Além disso, outros estudos destacaram uma deplecdo de ATP pelo composto, 0 que poderia se
comprometer a funcdo e sobrevivéncia bacteriana (Nowortarska, 2017).

Para somar a estes resultados foi avaliado o potencial da substancia teste para
prevenir a formacdo de biomassa de A. baumannii, medido por meio da absorcao por CV. Onde
a faixa de concentragdo utilizada neste ensaio foi determinada de acordo com os valores das
CIMs e dos resultados de combinag@es sinérgicas encontrados. A Figura 6 mostra a acdo do TC
em concentracdo pré-determinada de 0,5mg/mL combinada com valores de CIM, 2x CIM e 4x
CIM de meropenem durante 4h sobre biofilme pré-formado por 24h da cepa de A. baumannii
selecionada.

Figura 5 — Quantificacdo de biomassa por colora¢do com cristal violeta (CV) de biofilme pré-
formado (24h) de A. baumannii (AB07) apds tratamento (4h) com concentracdes crescentes de
meropenem (1%, 2X, e 4xCIM) combinado com 500 pug /mL de Trans-cinamaldeido. CIM:

concentracdo inibitoria minima, 125 pug /mL)
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A solucdo de TC, quando combinada com diferentes concentracdes de meropenem,
reduziram significativamente (p<0,01) a formacdo de biomassa da bactéria testada.
Apresentando interferéncia até mesmo em concentragdes de antibidtico abaixo de concentracfes
inibitérias. O que mostra que o TC apresentou capacidade de potencializar o efeito do
meropenem contra A. baumannii MDR. Esses resultados oferecem uma base solida para
considerar o TC como candidato promissor no desenvolvimento de estratégias antimicrobianas
para combater infec¢Oes associadas a biofilmes de A. baumannii MDR.

Este efeito também foi avaliado nos estudos apresentados por Tapia-Rodriguez
(2023) fornecem insights valiosos com 0leo essencial de orégano (OEO) e seus constituintes
terpénicos, carvacrol e timol, contra biofilmes de A. baumannii. Demonstrando sua eficacia na
inibicdo do crescimento e reducdo da biomassa dos biofilmes, tanto para OEO quanto o timol e
o carvacrol demonstraram eficacia na reducdo da biomassa dos biofilmes de A. baumannii em
niveis terapéuticos.

Outro estudo associou o TC com antibioticos de diferentes classes contra
Pseudomonas aeruginosa, uma bactéria Gram-negativa comum por causar infecces graves em
humanos. Como resultado, destaca-se os efeitos sinérgicos desse composto com colistina e
gentamicina e efeitos aditivos com carbenicilina, tobramicina e eritromicina. Chegando a uma
reducdo de 4 vezes da CIM nos testes com gentamicina. Além disso, a substancia exibiu um
potencial de extingdo de quorum sensing (QS), sistema usado para se comunicar e orquestrar a
estrutura e funcdo dos biofilmes bacterianos, regulando negativamente os genes QS e anulando
a biossintese de fatores envolvidos na viruléncia bacteriana e na formacao de biofilme (Chada et
al., 2022).
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6 CONCLUSAO

Os resultados dos ensaios sobre a atividade antibacteriana do TC com os valores de
CIMs obtidas mostram-se promissoras, apresentando efeito bactericida contra todas as estirpes
em concentragdes de 500 pug/mL. E, em especial, pelo fato de se tratar de microrganismos
isolados de pacientes portadores de infec¢do hospitalar e resistentes a varias drogas sintéticas,
incluindo o meropenem. Quando combinados 0 TC com 0 meropenem, 0 composto apresentou
interferéncia cinética contra o crescimento planctonico de A. baumannii MDR, apresentando
reducdo da populagdo bacteriana mesmo em concentra¢Ges mais baixas do antibidtico. Ainda,
a acdo combinada do TC com meropenem foi estendida para avaliacdo antibiofilme, mostrando
eficacia na diminuicdo da biomassa pré-formada desses microrganismos.

Nesse sentido, visto que os PNDPs sdo substancias em potencial para formacao de
novos farmacos, este trabalho trouxe uma perspectiva de possiveis combinagfes entre 0 TC e 0
meropenem, para aumentar o efeito antibacteriano do farmaco e contribuir para a eficacia
terapéutica contra cepas multirresistentes de A. baumannii quando ha combinacdo das

substancias.
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