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RESUMO

Acinetobacter baumannii € um dos principais patégenos nosocomiais
resistentes a antibioticos em todo mundo, tornando necessaria a busca por
alternativas terapéuticas. Nesse contexto, os 6leos de origem vegetal, surgem
como uma opg¢ao viavel. Aqui avaliamos o potencial antimicrobiano de Oleos de
plantas da Caatinga e dos terpendides timol e carvacrol contra isolados clinicos
de A. baumannii pelo método de microdiluicho em caldo. Dentre os Oleos
testados, apenas os 6leos essenciais de Lippia alba (OELA) e Lippia macrophylla
(OELM), além do timol e carvacrol, apresentaram forte inibicdo no crescimento
bacteriano (MICs entre 32-128ug/mL). A interacdo do OELA e do OELM com
antibioticos convencionais, assim como a interacdo do timol com o carvacrol, pelo
método de Checkerboard, resultou em efeitos aditivos e sinérgicos e, em alguns
casos, reversdo da resisténcia do isolado. A microscopia eletrbnica de
transmissao do OELM isoladamente e em combinacdo com a ceftazidima revelou
alteracdes na célula bacteriana incluindo perda de estruturas envolvidas na
adeséo e inibicdo do processo de divisao celular. Os efeitos de timol e carvacrol
no transcriptoma de A. baumannii foram avaliados por meio de RNA_seq sendo
observadas diferencas nos niveis de expressao génica do isolado Acb35 apds os
diferentes tratamentos e comparado ao controle sem tratamento. Os ensaios com
eritrocitos apresentaram taxas de hemdlise abaixo de 4% e efeitos citotoxicos
foram observados em concentracdes a partir de 128ug/mL. Nossos resultados
sugerem que timol, carvacrol e LMEO aparecem como uma opcao terapéutica
promissora para A. baumannii multirresistentes, isoladamente ou como

adjuvantes de antibioticos.

Palavras-chave: Acinetobacter baumannii. Resisténcia. Oleos essenciais.
Adjuvantes de antibioticos. Transcriptoma.



ABSTRACT

Acinetobacter baumannii is one of the leading antibiotic-resistant
nosocomial pathogens worldwide, making the search for therapeutic alternatives
necessary. In this context, oils of plant origin appear as a viable option. Here we
evaluate the antimicrobial potential of Caatinga plant oils and thymol and carvacrol
terpenoids against clinical isolates of A. baumannii by the broth microdilution
method. Among the oils tested, only Lippia alba (LAEO) and Lippia macrophylla
(LMEO) essential oils, besides thymol and carvacrol, showed strong inhibition in
bacterial growth (MICs between 32-128ug/mL). The interaction of LAEO and
LMEO with conventional antibiotics, as well as the interaction of thymol with
carvacrol by the Checkerboard method, resulted in additive and synergistic effects
and, in some cases, reversal of isolate resistance. Transmission electron
microscopy of LMEO alone and in combination with ceftazidime revealed changes
in the bacterial cell including loss of adhesion structures and inhibition of the cell
division process. The effects of thymol and carvacrol on A. baumannii
transcriptome were evaluated by RNA_seq and differences in gene expression
levels of Acb35 isolate were observed after different treatments when compared to
control without treatment. Erythrocyte assays showed hemolysis rates below 4%
and cytotoxic effects were observed at concentrations from 128ug/mL. Our results
suggest that thymol, carvacrol and LMEO appear as a promising therapeutic

option for multidrug resistant A. baumannii alone or as adjuvant antibiotics.

Keywords: Acinetobacter baumannii. Resistance. Essential oils. Antibiotic
adjuvants. Transcriptome.
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1 INTRODUCAO

Acinetobacter baumannii € um cocobacilos Gram-negativo estritamente
aerobico, com baixas necessidades nutricionais, capacidade de crescer em uma
ampla faixa de temperatura e pH, positivo a catalase, negativo & oxidase e ndo
fermentador de glicose. Além disso, A. baumannii caracteriza-se por ser um
patdogeno oportunista responsavel por infecgcdes de pele e tecidos moles, trato
urinario, pneumonia e bacteremia; ocasionar infeccdées na comunidade, sendo
também isolado em soldados durante guerras e desastres naturais. Os principais
fatores que influenciam na predisposicao as infeccées por A. baumannii incluem
internacbes prolongadas, supressao imunoldgica, idade avancada, presenca de
comorbidades, traumas graves ou queimaduras, uso prévio de antibidticos,
procedimentos invasivos e presenca de cateteres internos ou ventilagao
mecanica.

Embora seja considerado um patdégeno de baixa viruléncia alguns fatores
responsaveis pela patogenicidade de A. baumannii, ja foram elucidados. No que
se refere a resisténcia, A. baumannii apresenta mecanismos que contribuem na
resisténcia a mdltiplas drogas. Estes incluem beta-lactamases, enzimas
modificadoras de aminoglicosideos, bombas de efluxo, defeitos de
permeabilidade e modificagdes no sitio alvo. Em decorréncia da necessidade de
combater a resisténcia aos antibiéticos, ha uma urgéncia na pesquisa e
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos.

Neste contexto, os potenciadores da atividade antibidtica, também
conhecidos como adjuvantes antibidticos (AA) — compostos com pouca ou
nenhuma atividade, mas que sdo capazes de aumentar a atividade antibibtica —
surgem como uma alternativa promissora. Estudos prévios de compostos
derivados de plantas identificaram alguns potenciadores de antibi6ticos
principalmente através da inibicdo da bomba de efluxo. Estas caracteristicas
podem ser atribuidas ao fato de que muitos destes compostos sdo produzidos
com a finalidade de protecdo, para que a planta sobreviva as condi¢cbes do
ambiente no qual ela se encontra. As vantagens dos produtos naturais de origem
vegetal ja sdo bem conhecidas na literatura e incluem sua facil obtencdo e
selecdo com base em seu uso etnomedicinal.

Oleos essenciais (OEs) sdo uma mistura complexa do metabolismo
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secundarios das plantas com propriedades farmacolégicas ja descritas contra
bactérias, fungos, virus, protozoarios e artropodes; e quando combinado com
antibioticos utilizados na clinica podem potencializar os efeitos desses por meio
de interacdes sinérgicas e aditivas. A composicdo quimica dos OEs incluem
principalmente terpendides e fenilpropandides, mas outros componentes como
constituintes aromaticos e alifaticos também podem estar presentes.

Os compostos terpénicos mais frequentes nos Oleos volateis sdo o0s
monoterpenos, 0s quais ja sao descritos por diversas propriedades, dentre elas as
atividades antifangica e antibacteriana. Como, por exemplo, 0s monoterpenos
timol e carvacrol os quais sdo componentes comuns de muitos 6leos essenciais e
gue tém sido amplamente estudados como agentes antimicrobianos.

Considerando a necessidade de identificar novos agentes terapéuticos
para o tratamento e controle de infeccbes ocasionadas por bactérias resistentes,
o0 presente trabalho avaliou o potencial antimicrobiano de Attalea speciosa;
Caryocar coriaceum; Acrocomia intumescens; Acrocomia aculeata; Syagrus
coronata; Eugenia brejoensis; Lippia alba e Lippia macrophylla, além dos efeitos

dos terpendides timol e carvacrol na expressao génica em A. baumannii.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar 6leos fixos e essenciais isoladamente ou como potenciais adjuvantes de

antibioticos em isolados clinicos de Acinetobacter baumannii

1.1.2 Objetivos Especificos

1. Determinar o potencial antimicrobiano de Oleos fixos e essenciais e seus
componentes majoritarios em isolados resistentes de Acinetobacter baumannii;
2. Analisar o efeito citotéxico dos Oleos Essenciais (OEs) e Compostos

majoritarios (CMs) sobre células de mamifero;
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3. Avaliar os efeitos da interagédo entre os OEs do género Lippia e antimicrobianos
convencionais frente aos isolados de A. baumannii;

4. ldentificar alteracdes morfo-fisioldgicas induzidas pelo Oleo Essencial de Lippia
macrophylla (OELM) em isolados de A. baumannii resistentes e susceptiveis;

5. Investigar alteragdes no transcriptoma de A. baumannii devido a ag&o do timol

e carvacrol.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 GENERO ACINETOBACTER
2.1.1 Aspectos taxondémicos

O género Acinetobacter esta atualmente classificado na familia
Moraxellaceae, dentro da ordem Pseudomonadales (Rossau et al. 1991). No
entanto, devido a capacidade que os membros desse género possuem de se
adaptar a maioria dos substratos por diferentes vias catabdlicas — o que, por sua
vez, pode resultar em interpretacfes equivocadas de testes bioquimicos — este
género passou por extensas mudancas taxonémicas desde sua descoberta em
1911 (Peleg et al. 2008).

A primeira bactéria pertencente a este género foi identificada pelo
microbiologista holandés Martinus Willem Beijerinck no ano de 1911, tendo sido
isolada de uma amostra ambiental, sendo denominada Micrococcus calcoaceticus
(Howard et al. 2012). O nome Acinetobacter (proveniente do grego “akinetos”, que
significa imével) so foi proposto 43 anos depois (1954) por Brisou e Prevot com o
intuito de diferenciar as espécies deste género dos organismos moveis presentes
no género Achromobacter (Almasaudi 2018).

Um grande avanco na classificacdo dos individuos pertencentes ao género
Acinetobacter se deu em 1986, a partir dos estudos de hibridacdo DNA-DNA de
Bouvet e Grimont que resultaram na descricdo de 12 espécies deste género,
incluindo Acinetobacter baumannii, Acinetobacter calcoaceticus, Acinetobacter
haemolyticus, Acinetobacter johnsonii, Acinetobacter junii e Acinetobacter Iwoffii
(Vijayakumar et al. 2019). Nos anos subsequentes, um total de 31 espécies
gendbmicas foram identificadas, 17 das quais receberam nomes de espécies,
sendo as demais referidas como "Espécies Genbmicas". Atualmente 59 espécies
desse género ja foram identificadas e receberam nomes validos ou provisorios
(Peleg et al. 2012; Vijayakumar et al. 2019).

Os estudos utilizando hibridagdo DNA-DNA mostraram ainda que dentro do
género Acinetobacter, as espécies Acinetobacter calcoaceticus, Acinetobacter
baumannii, Acinetobacter pittii (anteriormente denominada espécie gendémica 3) e
Acinetobacter nosocomialis (anteriormente denominada como espécies
gendmicas 13TU) compartiihavam um alto grau de semelhanca entre si (em

comparacdo com outras espécies) sendo, por isso, reunidas em um Unico grupo



22

denominado complexo Acinetobacter calcoaceticus — Acinetobacter baumannii
(complexo ACB). Além das espécies ja mencionadas, recentemente duas novas
espécies, Acinetobacter seifertii (anteriormente conhecidas como espécies
gendmicas proximas a 13TU) e Acinetobacter dijkshoorniae (intimamente
relacionadas a A. pittii) foram identificadas como parte desse complexo (Rani et
al. 2017; Vijayakumar et al. 2019).

Dentro do complexo ACB apenas a espécie ambiental A. calcoaceticus ndo
€ considerada patogénica (Peleg et al., 2008). Entretanto, todas as espécies
deste grupo exibem propriedades fenotipicas e bioquimicas semelhantes, o que
torna a identificacdo taxonémica das espécies que compdem este complexo
extremamente dificil, de maneira que a identificacdo precisa dos membros
clinicamente importante deve ser realizada por métodos moleculares (Harding et
al. 2017; Lee et al. 2017).

Embora o esquema de hibridacdo DNA-DNA proposto por Bouvet e
Grimont (1986) continue sendo um método de identificacdo valido para a
deteccdo de varias espécies de Acinetobacter, com os avanc¢os tecnologicos uma
grande variedade de métodos gend6micos foram desenvolvidos com forma de
identificar as espécies deste género de maneira mais precisa (Lee et al. 2017).
Dentre os quais podemos citar a reacdo em cadeia da polimerase baseada na
sequéncia repetitiva extragénica palindrémica (rep-PCR), eletroforese em gel de
campo pulsado (PFGE), espectrometria de massa por ionizacdo e dessorcédo a
laser assistida por matriz tempo de voo (MALDI-TOF MS), ribotipagem, andlise de
restricdo do DNA ribossémico amplificado (ARDRA), anélise de DNA amplificado
de forma aleatéria (RAPD) e tipagem de sequéncias multilocus (MLST) (Lee et al.
2017; Vijayakumar et al. 2019).

2.1.2 Caracteristicas gerais

Acinetobacter spp. sdo cocobacilos Gram-negativos que caracterizam-se
por apresentar de 1,0 a 1,5 por 1,5 a 2,5um na fase logaritmica de crescimento,
mas geralmente tornando-se mais cocdides na fase estacionaria (Figura 1)
(Bergogne-Bérézin and Towner 1996; Almasaudi 2018). S&o facilmente cultivadas
em meios solidos e liquidos comuns, tendo a maioria das espécies deste género
crescimento em temperaturas que variam de 25°C a 45°C, sendo a temperatura

de 37°C ideal para o crescimento de espécies implicadas em infec¢des humanas
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e temperaturas abaixo de 30°C favorecem, preferencialmente, o crescimento de
espécies ambientais (Towner 1992; Peleg et al. 2008; Antunes et al. 2011).

Pelo fato de ndo terem reagido de forma positiva a testes tradicionais de
motilidade, as espécies pertencentes ao género Acinetobacter foram, durante
muito tempo, classificadas como ndo moveis. Contudo, estudos mais recentes
demonstraram que alguns microrganismos deste género sdo capazes de exibir
motilidade de superficie ou de contracdo (Brisou e Prevot, 1954; Peleg et al. 2008;
Antunes et al., 2011). Além disso, as espécies deste género caracterizam-se por
serem estritamente aerodbios, ndo fastidiosos, ndo fermentadores, positivos a
catalase e negativos a oxidase, além de apresentarem um contetdo de G + C que
varia de 39% a 47% (Howard et al. 2012; Lee et al. 2017; Almasaudi 2018).

Figura 1: Micrografia eletronica de varredura de A. baumannii ATCC 19606 (ampliacéo final, x
18.000)

Fonte: Bergogne-Bérézin e Towner (1996)
2.1.3 Habitat

Acinetobacter spp. sdo organismos saprofitos, de vida livre e encontram-se
amplamente distribuidas nas mais variadas partes do mundo e em diferentes
ambientes, podendo ser isoladas de solo, agua e aguas residuais, plantas,
artropodes e pele de animais e humanos. Durante as décadas dos anos 60 e 70,
0 género Acinetobacter comecou a ser relatado em hospitais e, devido a sua
capacidade de sobreviver por periodos prolongados em objetos inanimados,

passa a ser isolado nos mais variados sitios (Peleg et al. 2008; Atrouni et al.
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2016; Gonzalez-Villoria e Valverde-Garduno 2016; Asif et al. 2018).

Embora o primeiro relato de infeccbes ocasionadas por Acinetobacter em
ambiente hospitalar seja da década de 1960, até o inicio dos anos 70 as espécies
deste género costumavam ser suscetiveis a maioria dos agentes antimicrobianos;
contudo, nas décadas de 80 e 90 as taxas de resisténcia aumentaram
significativamente (Peleg et al. 2008; Antunes et al. 2014).

Entre as espécies que compde o complexo ACB, A. baumannii é
clinicamente a mais importante, visto que a mesma € responsavel por cerca de
80% das infecgbes e tem sido associada ao aumento nas taxas de mortalidade,
despontando como um patégeno nosocomial de alta prioridade por se tornar um
desafio no combate as infec¢des (Doi et al. 2015; Gonzalez-Villoria e Valverde-
Garduno 2016; Vijayakumar et al. 2019).

2.2 ACINETOBACTER BAUMANNII

Atualmente, os patdgenos nosocomiais que apresentam notoria resisténcia
aos antibiéticos, bem como s&o responsaveis por elevadas taxas de
morbimortalidade, sdo referidos pela Sociedade Americana de Doencas
Infecciosas como “patégenos ESKAPE” e incluem: Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa, e Enterobacter spp.(Santajit and Indrawattana 2016).

Como ja mencionado anteriormente, Acinetobacter baumannii € o membro
mais importante do género Acinetobacter estando associado a infeccbes
adquiridas em hospitais em todo o mundo (Lee et al. 2017). Ademais, esta
espécie caracteriza-se por apresentar baixas necessidades nutricionais, além da
capacidade de crescer em uma ampla faixa de temperatura e pH, e de resistir em
superficies abiodticas por longos periodos, possibilitando sua sobrevivéncia e,
consequentemente, sua disseminagdo no ambiente (Harding et al. 2017,
Almasaudi 2018; Asif et al. 2018). Embora seja descrito na literatura por ocasionar
taxas crescentes de infeccbes na comunidade, especialmente casos de
pneumonia relacionados a pacientes com historico de abuso de alcool (Dexter et
al. 2015; Lee et al. 2017), A. baumannii também é descrita por estar relacionada a
infeccbes decorrentes de ferimentos em soldados durante guerras (Camp e
Tatum, 2010; Huang et al., 2012; Salloum et al., 2018), além de ter sido isolada de

ferimentos em sobreviventes de desastres naturais (Hiransuthikul et al. 2005; Tao
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et al. 2009; Potron et al. 2011). Contudo, € no contexto das infec¢des hospitalares
que este patdbgeno apresenta maior notoriedade, sendo os principais fatores que
influenciam na predisposicdo as infecgdes por A. baumannii internacdes
prolongadas, supressdo imunolégica, idade avancada, presenca de
comorbidades, traumas graves ou queimaduras, uso prévio de antibioticos,
procedimentos invasivos e presenca de cateteres internos ou ventilagdo mecanica
(Nowak and Paluchowska 2016; Asif et al. 2018; Morris et al. 2019; Palmer et al.
2019).

No que se refere as infecgdes, A. baumannii tem sido implicada,
principalmente, por ocasionar quadros de pneumonia associada ao ventilador
(PAV), que consiste em uma inflamagdo nos pulmdes, sendo comumente
observada em pacientes mais graves e que apresentem comorbidades; infeccfes
do trato urinario (ITUs), podendo afetar qualquer um dos 6rgéos do trato urinério,
incluindo a bexiga, os rins e a uretra; infec¢des de feridas na pele e das camadas
de tecidos moles ao redor de uma ferida aberta, principalmente em pacientes que
apresentem feridas por queimaduras; Bacteremia, que pode ser fatal em casos
que evoluem para choque séptico; além de relatos de casos de endocardites e
endoftalmites, ambas relacionadas a procedimentos cirlrgicos anteriores e/ou ao
uso de valvulas cardiacas e lentes de contato, respectivamente; e meningite,
sendo esta associada a varias comorbidades, podendo em alguns casos ser fatal
(Peleg et al. 2008; Antunes et al. 2014; Almasaudi 2018; Morris et al. 2019).

Com relacdo as taxas de mortalidade ocasionadas por A. baumannii,
devido ao progndstico critico dos pacientes que adquirem as infeccdes é dificil
atribuir uma taxa de mortalidade definitiva. No entanto, as taxas brutas de
mortalidade variaram de 23 a 68% no casos de infec¢Bes hospitalares e chegam
até 64% em casos de infecgdes adquiridas na comunidade (Morris et al. 2019).
Todo o conjunto de caracteristicas apresentadas por A. baumannii contribuem
para seu sucesso como patdgeno e reforcam a necessidade de compreender sua

biologia e, desta forma, criar estratégias para conter seus avangos.
2.2.1 Fatores de viruléncia em A. baumannii

A. baumannii é considerado um patdgeno de baixa viruléncia, visto que
possui um numero limitado de fatores de viruléncia “tradicionais”, que nem

sempre estao presentes ou sdo conservados em todas as linhagens (Morris et al.
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2019). Contudo alguns fatores, que sédo responsaveis pela sua patogenicidade, ja
foram elucidados. Na figura 2 s&o apresentados alguns dos fatores de viruléncia
encontrado nas bactérias, senos 0s principais encontrado em A. baumannii

brevemente apresentados nos topicos seguintes.

Figura 2. Fatores de viruléncia bacteriana
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Legenda: Diagrama esquemético do envelope celular bacteriano que descreve alguns dos fatores

de viruléncia conhecidos, incluindo OmpA, os sistemas de secrecéo Tipo Il, IV e V, fosfolipase D
(PLD), sistemas de aquisi¢do de ferro (Acinetobactin e FecA), o sistema de dois componentes da
membrana interna , GacAS e fatores extracelulares, incluindo oligossacarideo lipidicos,
polissacarideo capsular e vesiculas da membrana externa. Fonte: Adaptado de Morris et al.
(2019)

2.2.1.1 Componentes da membrana externa

No contexto das interacdes hospedeiro-patdgeno, as proteinas da
membrana externa (Omps) desempenham um papel fundamental na adesao
celular, transducgédo de sinal e patogénese. Além disso as Omps também atuam na
regulacdo da entrada de antibidticos nas células por meio da reducdo da

permeabilidade da membrana externa e pela ativacdo de bombas de efluxo de
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multiplas drogas (Vashist et al. 2010). As porinas sédo proteinas da membrana
externa associadas a modulacdo da permeabilidade celular. A proteina de
membrana externa A (OmpA, anteriormente denominada de Omp38) é a proteina
de membrana externa mais abundante em A. baumannii e um dos fatores de
viruléncia mais bem caracterizados. (Lee et al. 2017; Morris et al. 2019). A OmpA
consiste em uma porina do tipo barril B e possui uma variedade de propriedades
biolégicas ja identificadas in vitro as quais incluem, a capacidade de ligar-se as
células epiteliais do hospedeiro, atingindo as mitocéndrias e induzindo a apoptose
e desempenhar um papel importante na adeséo e invasdo de células epiteliais.
Além disso, OmpA também esta envolvida na resisténcia antimicrobiana de A.
baumannii uma vez que, a interrup¢cdo do gene ompA ocasiona uma diminuicao
significativa nas concentracfes inibitérias minimas (CIMs) de varios antibioticos,
sugerindo que esta proteina participa da extrusdo de antibidticos do espaco
periplasmico através da membrana externa e se une a membrana interna de
sistemas de efluxo (Lee et al. 2017; lyer et al. 2018; Morris et al. 2019). Ademais,
OmpA melhora a sobrevivéncia e persisténcia de A. baumannii, facilitando a
motilidade superficial e a formacéo de biofilme, além de regular a biogénese das
vesiculas da membrana externa. Desta forma, a proteina OmpA desponta um alvo
interessante para o desenvolvimento de novos antibidticos e estratégias de

prevencado (Ahmad et al. 2016; Lee et al. 2017).

As fosfolipases (PLs), que também constituem o0s componentes da
membrana externa, sdo enzimas com capacidade de hidrolisar fosfolipidios e
contribuem para a patogénese de bactérias Gram-negativas facilitando a lise na
membrana da célula hospedeira (Kareem et al. 2017). Trés classes de
fosfolipases foram definidas de acordo com sua preferéncia de posicdo de
clivagem: fosfolipase A (PLA) que hidrolisa os acidos graxos do esqueleto do
glicerol, fosfolipase C (PLC) que cliva o grupo principal fosforilado do fosfolipidio e
fosfolipase D (PLD) que consiste em uma transfosfatidilase que atua na
separacédo do grupo principal. A degradacéo dos fosfolipidios afeta a estabilidade
das membranas celulares do hospedeiro, e o grupo principal clivado pode
interferir na sinalizacdo celular, resultando em alteracdes na resposta imune do
hospedeiro (Kareem et al. 2017; Lee et al. 2017). Duas enzimas fosfolipase C e

trés fosfolipase D, todas com especificidade de substrato em relagdo ao
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componente da membrana eucariotica, a fosfatidilcolina, foram identificadas como
fatores de viruléncia em A. baumannii, ambas séo reguladas transcricionalmente
pelo regulador de captacao férrica (Fur) e exibem atividade hemolitica contra
eritrocitos humanos, auxiliando na aquisicéo de ferro (Morris et al. 2019).

Outros fatores de viruléncia relacionados aos componentes da membrana
externa incluem a producdo de exopolissacarideos capsulares e
Lipopolissacarideos (LPS). A. baumannii € capaz de produzir o polissacarideo
capsular K1 o qual desempenha a funcdo de proteger a bactéria contra as
adversidades encontradas no hospedeiro, além de estar envolvido na resisténcia
antimicrobiana, uma vez que foi observado que mutantes deficientes em
polissacarideos capsulares apresentam menor resisténcia intrinseca aos
antibioticos peptidicos e que a presenca de antibidticos induz a hiperproducéao de
polissacarideos capsulares (Harding et al. 2017; Lee et al. 2017).

O LPS é o principal componente do folheto externo da membrana externa
na maioria das bactérias Gram-negativas e, além de desempenhar funcdo de
protecdo para a célula bacteriana, também estd atrelado a respostas
imunoldgicas do paciente. Sao tipicamente formados pelo lipideo A, um nucleo
interno, um nudcleo externo e o antigeno O. O lipidio A € o que ancora o LPS na
membrana externa da bactéria e corresponde ao componente imunoestimulador
dos LPSs. Os ndcleos interno e externo séo oligossacarideos nao repetidos que
sdo proximais ao lipidio A, e o antigeno O é um segmento de oligossacarideos
repetidos de comprimentos variaveis (Harding et al. 2017; Morris et al. 2019).
Estudos mostram que o bloqueio da sintese de LPS pode ser uma estratégia
eficiente na identificacdo de novos antimicrobianos, uma vez que modificacées no
LPS sdo capazes de diminuir a susceptibilidade de A. baumannii a muitos
antibiéticos importantes, como a colistina. Evidenciando, assim, o seu papel na

resisténcia aos antibioticos (Lee et al. 2017).

2.2.1.2 Formacéo de Biofilme

Os biofilmes podem ser definidos como um estilo de vida bacteriano,
constituindo ambientes comunitarios dinamicos, que apresentam em sua
composicdo uma matriz heterogénea de proteinas, acidos nucléicos,

polissacarideos e microcolonias bacterianas, dispersas pelos canais de agua.
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Além disso, os biofiimes desempenham a funcdo de protecdo das células
bacterianas contra agentes antimicrobianos e ataques de macrofagos além de
condicles de estresse, como dessecacao e desinfeccdo (McConnell et al. 2013;
Morris et al. 2019).

A. baumannii possui a habilidade de formar biofilmes tanto em superficies
bi6ticas quanto abidticas, promovendo a sobrevivéncia em dispositivos médicos
residentes, superficies hospitalares ou em condicbes desfavoraveis. Essa
capacidade de A. baumannii de crescer como biofilme em superficies abibticas
desempenha um papel importante nas infeccbes nosocomiais, devido a
colonizacdo superficial de equipamentos hospitalares e dispositivos médicos de
permanéncia, como cateteres urinarios, cateteres venosos e tubos endotraqueais
(Longo et al. 2014; Doi et al. 2015; Eze et al. 2018).

A formacédo de biofilme consiste em um processo de varios estagios, que
se inicia com a ligacdo, seguida de forte adesdo e agregacdo de células em
microcolénias e, por fim, crescimento e maturacdo do biofilme (Morris et al. 2019).
Vérios genes estdo envolvidos na formacgéo de biofilme em A. baumannii. O bap,
OmpA e pgaABCD, além do operon que contém seis genes csuA/B, A, B, C, D, e
E, sdo alguns deles. No entanto, inUmeras cepas de A. baumannii contém
mutacBes que interrompem a producdo de alguns desses genes que formam
biofilme, indicando a presenca de mecanismos compensatoérios alternativos para
que a sua formacao seja mantida (McConnell et al. 2013; Harding et al. 2017; Eze
et al. 2018; Pakharukova et al. 2018).

Ainda que alguns estudos relatem a relacéo entre a formacao de biofilme e
a resisténcia aos antibidticos (Qi et al. 2016; Yang et al. 2019; Zeighami et al.
2019), sugerindo que a formacdo do biofilme proporciona uma diminuicdo na
difusdo de drogas através das células bacterianas e possibilitam a persisténcia de
isolados clinicos com resisténcia a multiplas drogas em ambientes agressivos,
atualmente ndo esta claro se existe uma correlagdo quantitativa entre a formacéo

de biofilme e a resisténcia a antibiéticos (Qi et al. 2016; Yang et al. 2019).
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2.2.1.3 Vesicula de membrana externa

As vesiculas de membrana externa (OMVs) sdo pequenas vesiculas
esféricas que medem de 10 a 300nm de diametro e sdo secretadas pelas
membranas externas de varias bactérias patogénicas Gram-negativas. Sao
compostas de LPS, membrana externa e proteinas periplasmicas, fosfolipidios e
DNA ou RNA, e participam da viruléncia bacteriana, fornecendo fatores de
viruléncia para o interior das células hospedeiras, facilitando a transferéncia
horizontal de genes e protegendo as bactérias da resposta imune do hospedeiro
(Koning et al. 2013; McConnell et al. 2013; Morris et al. 2019).

Por meio de andlise de protedmica foi possivel identificar cepas de A.
baumannii capazes de secretar OMVs que apresentam varios fatores de
viruléncia, incluindo OmpA, proteases e fosfolipases. Além disso, acredita-se que
as OMVs funcionam como mecanismo de defesa bacteriana contra o sistema
imunolégico inato do hospedeiro devido a sua associacdo com sinalizacao
bacteriana, modulacdo das interacdes patdgeno-hospedeiro e evasdo imune
(Beceiro et al. 2013; Lee et al. 2017). Estudos mostram que A. baumannii
utilizam OMVs como veiculos de disseminacdo de plasmideos contendo genes de
resisténcia aos carbapenémicos, incluindo blaOXA-24 e blaNDM-1 (Lee et al.
2017; Morris et al. 2019)

Considerando a importancia que as vesiculas de membrana externa
apresentam na viruléncia de A. baumannii, acredita-se que as OMVs poderiam
ser utilizadas como vacina acelular com o propésito de elevar a imunidade do
hospedeiro e, desta forma, controlar as infecgbes por A. baumannii (Lee et al.
2017).

2.3. HISTORICO DOS ANTIMICROBIANOS

A era pré-antibidtica corresponde ao periodo no qual ndo se havia
entendimento sobre o percurso, prevencao e formas de tratamento das infeccdes.
Desse modo, por séculos a humanidade sofreu com inimeras epidemias que
dizimaram milhdes de vida em todo mundo (Mohr 2016).

Ainda durante o século XIX, a Revolu¢do Industrial e o processo de
urbanizacdo culminaram na mudanca da populacdo para as cidades o que,

consequentemente, aumentou a incidéncia de doengcas como a tuberculose e
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sifilis devido as precarias condi¢cdes de higiene e saneamento dentro dos centros
urbanos (Zaffiri et al. 2012).

O século XX marca o inicio da era antibiotica e, embora haja a crenca
comum de que a exposicdo aos antibidticos esteja limitada a este periodo, os
estudos realizados por Nelson (Nelson et al. 2010) e Bassett (Bassett et al. 1980)
revelaram a existéncia de vestigios de tetraciclina em restos de esqueletos
humanos da antiga Nubia Sudanesa, datados de 350-550 d.C. , assim como 0s
trabalhos de Cokk e colaboradores que identificaram, por meio de estudos
histologicos de amostras femorais de esqueletos, que datam do periodo romano
antigo, a presenca do mesmo antibiético (Cook et al. 1989).

Em meados de 1904 o bacteriologista alemao Paul Ehrlich, juntamente
com o quimico Alfred Bertheim e o bacteriologista Sahatshiro Hata, iniciam suas
pesquisas na busca por um medicamento contra a sifilis. No ano de 1909 — Paul
Ehrlich chega ao Salvarsan — uma droga que se mostra promissora, mesmo
diante dos efeitos colaterais apresentados (Aminov et al. 2010; Mohr 2016).

Embora uma das maiores conquistas cientificas tenha se dado com a
descoberta de uma substancia produzida pelo fungo Penicillium chrysogenum
(anteriormente denominado Penicillium notatum) capaz de inibir o crescimento
bacteriano, no ano de 1928 pelo britanico Alexander Fleming, foi a descoberta das
sulfonamidas — a classe mais antiga de antibi6ticos sintéticos sendo, até os dias
atuais, muitos de seus derivados uma opcao viavel para terapia — em 1932 por
Gerhard Domagk, que ganharam maior notoriedade no mundo cientifico (Zaffiri et
al. 2012; Gould 2016; Mohr 2016).

Estas descobertas iniciais fomentaram a industria farmacéutica que
buscava por novas formas de terapia e levaram a chamada “era de ouro” na
descoberta de antibidticos — ou seus derivados — entre os anos de 1940 a 1960
na qual, quase todos os antibiéticos em uso hoje foram descobertos (Figura 1)
(Gould 2016).

No ano de 1942, Selman Waksman — bioquimico e ganhador do prémio
Nobel de Fisiologia/Medicina de 1952, pela descoberta da estreptomicina — e
colaboradores, definiram o termo antibiético como “uma substancia quimica, de
origem microbiana, com capacidade de inibir o crescimento ou as atividades
metabodlicas de bactérias e outros microrganismos” (Waksman 1947). Com o

passar dos anos alguns outros significados foram sendo aplicados a este temo
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como “um produto quimico organico de origem natural ou sintética que inibe ou
mata bactérias patogénicas”; “qualquer substancia antimicrobiana” ou ainda,
“substancias antimicrobianas de origem microbiana” (Mohr 2016).

Independentemente da definicdo aplicada, é notorio que a descoberta e
introducéo dos antimicrobianos na pratica clinica foi uma das maiores revolucdes
na histéria da medicina (Aminov et al. 2010). Estes contribuiram, ndo apenas,
para o controle de doencas infecciosas — principais responsaveis por morbidades
e mortalidade humana durante boa parte de nossa existéncia — como
possibilitaram avancos nas intervengdes médicas, como quimioterapia contra o
cancer, transplantes de 6rgdos e essencialmente todas as principais cirurgias
invasivas (Wright 2010), proporcionando uma diminuicdo nas taxas de infeccao
cirdrgica de 40% para 2% (Zaffiri et al. 2012).

Figura 3. Ano de descoberta das diferentes classes de antimicrobianos
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2.4 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA EM ACINETOBACTER BAUMANNII

A baumannii possui diversos mecanismos de resisténcia aos agentes
antimicrobianos, podendo um mesmo isolado apresentar mais de um mecanismo.
Este fato, garante a bactéria a capacidade de resistir a um numero variado de
antibioticos das diferentes classes existentes. De acordo com seu perfil de
resisténcia os isolados podem ser classificados como Resistente a mudltiplas
drogas (Multidrug resistant — MDR),quando apresentam resisténcia a pelo menos
um agente antimicrobiano em trés ou mais classes; Extensivamente resistente a
drogas (Extensively drug resistant — XDR), quando nao suscetivel a pelo menos
um agente antimicrobiano em todas, exceto duas ou menos classes de
antibiéticos; e Pan resistente a drogas (Pandrug resistant — PDR) ndo susceptivel
para todos os agentes em todas as categorias antimicrobianas (Basak et al.
2016).

2.4.1 OpcoOes de tratamento em Acinetobacter baumannii

O tratamento de infec¢des por A. baumannii MDR, bem como por bactérias
Gram-negativas multirresistentes (MDR-GNB) em pacientes criticos apresenta
muitos desafios, uma vez que a resisténcia a muitas classes antimicrobianas
proporciona uma reducdo na probabilidade de cobertura empirica adequada,
ocasionando consequéncias desfavoraveis(Bassetti et al. 2019). Nos tépicos a
seguir os agentes antimicrobianos atualmente utilizados no tratamento de
infeccbes por A. baumannii serdo, brevemente, apresentados e, posteriormente,

0S mecanismos de resisténcia presentes neste patdégeno seréo descritos.
2.4.1.1 Antibiéticos Beta-lactamicos

Os beta-lactamicos constituem uma classe de agentes antimicrobianos que
abrangem uma ampla gama de moléculas com acao bactericidas administradas
no tratamento das infeccbes ocasionadas por diversos patdgenos, incluindo A.
baumannii (Kong et al. 2010). A presenca de um anel beta-lactamico define
guimicamente essa familia de antibibticos, os quais sdo agrupados em penicilinas,
cefalosporinas, monobactamicos e carbapenémicos, além de inibidores de beta-
lactamase (Marin and Gudiol 2003). O mecanismo de acdo dos beta-lactamicos

esta relacionado a inibicdo da sintese da camada bacteriana do peptidoglicano,

ligando-se com diferentes afinidades as Proteinas de Ligacdo a Penicilina (PBPs)
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0 que, consequentemente, ocasiona a interrupcdo da sintese da parede celular
(Bush e Bradford, 2016).

Os carbapenémicos sdo os agentes antimicrobianos de amplo espectro de
maior poténcia dentro da classe dos beta-lactamicos, tendo por iSso seu uso
restrito ao ambiente hospitalar como terapia de Ultima escolha no tratamento de
pacientes criticos (Nowak e Paluchowska, 2016). Os carbapenémicos incluindo
imipenem, meropenem e doripenem, geralmente tém sido considerados o0s
agentes para tratar infecgcbes por A. baumannii, devido a sua atividade efetiva
contra esse organismo e a sua seguranca favoravel (Lee et al. 2017). Contudo, o
uso extensivo desses antimicrobianos tem promovido, nos ultimos anos, um
aumento acentuado na resisténcia entre isolados de A. baumannii (Chen et al.
2015)

As beta-lactamases (que serdo abordadas adequadamente mais adiante)
sdo enzimas que rompem o0 anel beta-lactdmico inativando o antibidtico,
conferindo as bactérias resisténcia a esta classe de antimicrobiano (Kong et al.
2010). O sulbactam é um potente inibidor de beta-lactamases e, da mesma, forma
que os demais componentes desta classe, também apresenta afinidade pelas
PBPs de A. baumannii (Doi et al. 2015). Devido as semelhancas estruturais entre
os inibidores de beta-lactamases e antibidticos peptidicos, alguns autores
sugerem que os inibidores de beta-lactamase podem atuar potencializando a
atividade de antibiéticos peptidicos (Lee et al. 2017). A utilizacdo do sulbactam
em terapias combinadas com ampicilina € eficaz no tratamento de infec¢bes da
corrente sanguinea por A. baumannii MDR, da mesma forma que a combinacao
entre ampicilina / sulbactam / Carbapenem. Entretanto, um aumento constante na
resisténcia ao sulbactam em isolados clinicos de A. baumannii tem sido
observada na ultima década (Garnacho-Montero et al. 2015).

As cefalosporinas de terceira geracdo, ceftazidima e ceftriaxone, assim
como a cefepima, que corresponde a uma cefalosporina de quarta geragao ainda
podem ser consideradas como opc¢do no tratamento das infeccdes por A.
baumannii. Entretanto, alguns estudos tém apontado um declinio na
susceptibilidade na A. baumannii a estes agentes antimicrobianos em decorréncia
do aumento da resisténcia sugerindo que a utilizacdo destas op¢des terapéuticas
no tratamento das infeccbes esta ameacado (Chen et al., 2015; Harrison e
Bratcher, 2019).
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2.4.1.2 Antibiéticos Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos sdo agentes antimicrobianos bactericidas que atuam
inibindo a sintese proteica por meio de uma ligacdo, com alta afinidade, ao sitio A
da regido decodificadora na porcdo 16S da subunidade 30S do RNA ribossémico
bacteriano. Como consequéncia, ocorrem erros de tradugdo do mRNA, causando
a interrupcdo dos processos metabolicos das células (Krause et al. 2016). Esta
classe tem antibidticos frequentemente empregado no tratamento das infeccfes
ocasionadas por bactérias Gram-negativas resistentes aos carbapenémicos.
Entretanto, o potencial nefrotoxico e ototdxico apresentado pelos
aminoglicosideos sdo fatores que, juntamente com o aumento das taxas de
resisténcia, poderiam inviabilizar seu uso clinico (Ahmed et al. 2012; Bassetti et
al. 2019).

Dentre os antibidticos desta classe, gentamicina, tobramicina e amicacina,
sao os indicados no tratamento de infec¢des por A. baumannii. Desta forma, uma
revisdo sobre uma posologia mais adequada, que atenuem seus efeitos téxicos, é
de extrema importancia para a manutencdo desta opcao terapéutica no
tratamento das infec¢des ocasionadas por este patégeno (Durante-Mangoni et al.
2009).

2.4.1.3 Antibi6ticos Polimixinas

As polimixinas constituem um grupo de antibidticos peptidicos
policatibnicos, sendo eficientes contra a maioria das bactérias Gram-negativas.
Dos cinco tipos de polimixinas existes, apenas polimixina B e E (também
denominada de colistina) sdo utilizados na clinica (Lee et al. 2017). A colistina tem
acdo bactericida contra as espécies de Acinetobacter e atua perturbando a
membrana celular bacteriana, aumentando assim a permeabilidade, levando a
morte celular (Maragakis e Perl, 2008). Apresenta ainda efeito dependente da
concentracdo, sendo administrada por via intravenosa de forma inativa, levando
até 72h para ser convertida em sua forma ativa no plasma. Desta forma, a
colistina costuma ser administrada, inicialmente, com uma dose elevada e,
posteriormente, o tratamento segue com doses de manutencdo (Mohamed et al.
2012).

Casos de nefrotoxicidade e neurotoxicidade tém sido associados a colistina

e permanecem como uma das principais preocupacdes no uso de altas doses,
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além disso, foi relatado que isolados de A. baumannii adquirem resisténcia a
colistina durante o tratamento e com propensdo a ocasionarem surtos
hospitalares. Contudo, devido as opcfes terapéuticas limitadas, tanto a colistina
quanto a polimixina B sdo utlizadas no tratamento das infeccdes por
Acinetobacter (Cai et al., 2012; Fishbain e Peleg, 2010; Maragakis e Perl, 2008).
Diferentemente da colistina, a polimixina B é administrada em sua forma
ativa, além de apresentar efeitos nefrotoxicos mais baixos em comparacdo a
colistina. Entretanto, o aumento da intensidade da dose deste antimicrobiano
amplifica a resisténcia a polimixina B em A. baumannii. Portanto, as terapias
combinadas com polimixina B parecem ser uma das opg¢des mais promissoras
para minimizar o surgimento de resisténcia a polimixina (Doi et al. 2015; Lee et al.
2017). De maneira geral, o uso de polimixinas deve ser otimizado o maximo
possivel em termos de dosagens e indicacdes, tanto para maximizar sua eficacia

guanto para coibir o surgimento de mais resisténcia (Bassetti et al. 2019).
2.4.1.4 Antibiéticos Minociclina e Glicilciclinas

Minociclina € uma tetraciclina de amplo espectro, proposta para o
tratamento de A. baumannii resistentes devido ao seu alto grau de suscetibilidade
a esse medicamento e seu perfil farmacocinético favoravel (Lee et al. 2017). As
tetraciclinas se ligam a subunidade ribossémica 30S e impedem a incorporacéo
do aminoacil-tRNA no sitio A, inibindo a sintese de proteinas (Haghi-Aminjan et al.
2017). A terapia com minociclina apresenta altas taxas de sucesso no tratamento
das infec¢des por A. baumannii em todo mundo (cerca de 80% dos isolados sdo
susceptiveis). Contudo, desde a sua introducdo na clinica, aproximadamente 20%
dos isolados de A. baumannii apresentam resisténcia a minociclina (Lee et al.
2017).

A ampla disseminacdo de bombas de efluxo TetB, além da presenca de
proteinas de protecdo ribossémica (RPPs) em A. baumannii sdo os principais
determinantes da resisténcia a minociclina (Doi et al. 2015). Desta forma, a
combinagdo da minociclina com outros antimicrobianos tais como rifampicina,
colistina ou imipenem, torna-se um boa opg¢ao no tratamento de infec¢des por A.
baumannii resistentes a minociclina (Lee et al. 2017)

A tigeciclina é o primeiro antibiético a ser desenvolvido em uma nova

classe de antibidticos denominada glicilciclinas e consiste em um derivado
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semissintético que apresenta uma excelente atividade in vitro contra A.
baumannii multirresistentes (Lynch et al. 2017). A resisténcia a tigeciclina em
isolados clinicos de A. baumannii ja foi relatada em varios centros médicos e
identificada em diferentes clones, sendo esta resisténcia associada a
superexpressao de bombas de efluxo (Doi et al. 2015). Entretanto, devido a sua
toxicidade relativamente baixa e resultados clinicos positivos a tigeciclina ainda
pode ser utilizada em alguns casos de infec¢cdes por A. baumannii, sendo seu
uso, mais comumente observado, em combinagcdo com outros agentes
antimicrobianos para o tratamento de infec¢coes graves por CRAB. (Lee et al.
2017; Bassetti et al. 2019).

2.4.1.5 Terapias combinadas

A. baumannii vem apresentando taxas crescentes de resisténcia a
diferentes agentes antimicrobianos, o que dificulta o tratamento das infeccbes
ocasionadas por este patdgeno. Desta forma, as terapias combinatérias tém sido
aplicadas como uma alternativa para viabilizar o uso de antibiéticos disponiveis e,
consequentemente, combater a resisténcia (Xu et al. 2018). A avaliacdo dos
efeitos sinérgicos decorrente da combinacdo entre antibidticos tem sido
amplamente avaliada, ainda que a monoterapia de algum dos antibidticos
utilizados ndo seja recomendada (Karakonstantis et al. 2019). Alguns exemplos
deste tipo de interacdo serdo mencionados abaixo.

A rifampicina € um antibiético que exerce sua atividade ligando-se a RNA
polimerase bacteriana e inibindo o inicio da transcricdo. Embora seu uso em
monoterapia ndo seja indicado no tratamento das infec¢des por A. baumannii,
devido aos varios mecanismos de resisténcia apresentados pela bactéria a este
antibiotico, sua combinacdo com, colistina ou imipenem mostrou resultados
sinérgicos promissores (Pachon-lIbafiez et al. 2010; Doi et al. 2015) De
modo semelhante ao observado na rifampicina, a fosfomicina — que consiste em
um inibidor da biossintese de peptidoglicano - nédo é ativa contra A. baumannii,
mas os efeitos sinérgicos da sua interacdo com a colistina ou sulbactam entre
isolados resistentes aos carbapenémicos ja foram relatados, bem como os efeitos
da sua combinacdo com a amicacina (Doi et al., 2015; Leite et al., 2016;
Sirijjatuphat e Thamlikitkul, 2014). Outros estudos descrevem ainda a interagao da

vancomicina, um glicopeptideo utilizado no tratamento das infec¢des ocasionadas
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por bactérias Gram-positivas, com a colistina em isolados de A. baumannii
(Gordon et al. 2010; Wareham et al. 2011; Liu et al. 2016)

A combinacdo entre antibioticos carbapenémicos com a rifampicina ou
sulbactam se mostrou promissora quando aplicada em modelos animais,
sugerindo que infecgdes causadas por CRAB poderiam ser tratadas por este tipo
de terapia. Contudo, testes clinicos em pacientes com bacteremia CRAB néo
foram satisfatorios (Garnacho-Montero et al. 2015).

Embora boa parte das combinacdes entre os antimicrobianos tenham seus
resultados in vitro, varios estudos apontam uma reducao nas taxas de mortalidade
apos infeccdo por A. baumannii multirresistentes, quando aplicados na terapia
combinada com antimicrobianos (Batirel et al. 2014). Reforcando a importancia

dos testes de sinergia como forma de controlar a resisténcia bactéria.
2.4.2 Mecanismos de resisténcia

A resisténcia antimicrobiana é um fendmeno antigo que antecede a
descoberta dos antimicrobianos e pode ser considerado como um resultado
esperado da interacdo destes organismos com 0 meio ambiente (Munita e Arias,
2016). A. baumannii apresenta um numero variado de mecanismos de resisténcia
as diferentes classes de antibidticos existentes, estes incluem beta-lactamases,
bombas de efluxo, enzimas modificadoras de aminoglicosideos, defeitos de
permeabilidade e alteracdo dos locais-alvo.

Embora a maioria desses mecanismos de resisténcia afetem classes
distintas de antibidticos, sabe-se que varios mecanismos diferentes podem
trabalhar juntos para contribuir para a resisténcia a uma Uunica classe de
antibioticos (Lin e Lan, 2014; Lupo et al., 2018).

2.4.2.1 Resisténcia Intrinseca

Considerando que a maioria dos compostos antimicrobianos sdo moléculas
produzidas naturalmente é natural que as bactérias co-residentes desenvolvam
mecanismos resisténcia e, desta forma, garantindo a sua sobreviver. Assim
sendo, esses organismos sdo considerados "intrinsecamente” resistentes a um ou
mais antimicrobianos (Munita e Arias, 2016). Na figura 4 sdo apresentados
exemplos de resisténcia intrinseca que podem ser encontradas em bactérias.

Acinetobacter baumannii possui mecanismos de resisténcia intrinseco a
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diversos antibiéticos. Dentre estes, podemos mencionar a cefalosporinase AmpC
que confere resisténcia a grande parte das cefalosporinas espectro ampliado e a
sequéncia de insercdo ISAbal que promove a resisténcia subsequente a

ceftazidima e cefepima (Howard et al. 2012).

Figura 4. Mecanismos intrinsecos de resisténcia
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A, é eficientemente removido pelo sistema de efluxo. O antibiético C ndo pode atravessar a

membrana externa e, portanto, é incapaz de acessar a PBP. Fonte: Adaptado de Blair et al.
(2014)

Além das cefalosporinases intrinsecas, também se observa, nos diversos
clones de A. baumannii, a presenca de blapxasiike QuUe consiste em uma
oxacillinase pertencente a Classe D de Ambler, naturalmente encontradas no
cromossomo dessa espécie, sendo comumente utilizada como método de
identificagdo (Cherkaoui et al., 2015; Evans e Amyes, 2014). Esta OXA
normalmente ndo resulta em resisténcia aos antibiéticos de amplo espectro, a
menos que haja superexpressao decorrente da sua associacdo com o ISAbal
(Evans e Amyes, 2014).

Ademais, sabe-se que A. baumannii expressa constitutivamente bombas

de efluxo em nivel basal que desempenham um papel em sua resisténcia
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intrinseca a varios agentes antimicrobianos, sendo a bomba de efluxo do tipo
adelJK. a principal identificada nesta espécie (Xu et al. 2019). De maneira geral,
todos esses fatores contribuem para a resisténcia intrinseca de A. baumannii a

uma ampla gama de agentes antimicrobianos.
2.4.2.2 Resisténcia Adquirida

Acinetobacter spp. podem adquirir novos determinantes de resisténcia
diferentes vias que incluem elementos genéticos moveis, como plasmideos,
transposons, integrons, sequéncias de insercéo e ilhas de resisténcia (Lynch et al.
2017). Os mecanismos de resisténcia antimicrobiana (Figura 5) sdo numerosos e
incluem (1) inativagdo enzimatica ou modificacdo de antimicrobianos; (2)
alteracdo nos sitios alvos; (3) barreiras de permeabilidade a captacdo de
antimicrobianos; (4) bombas de efluxo; (5) combinacdes de mecanismos, que
podem ocorrer como resultado de grandes ilhas genbémicas contendo multiplos
genes de resisténcia (Lee et al. 2017; Lynch et al. 2017).

Devido a sua plasticidade gendmica, A. baumannii pode montar e modular
uma série de mecanismos de resisténcia antimicrobiana para sobreviver a
pressdo seletiva que encontram, o que lhes confere uma forte vantagem
ecolégica no ambiente hospitalar (Antunes et al. 2014; Doi et al. 2015). Nos
tdpicos seguintes os principais mecanismos de resisténcia em A. baumannii seréo

brevemente apresentados.
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Figura 5. Mecanismos de resisténcia aos antibiéticos

. Antibiético .

Membrana externa A Restringe o acesso
dos antibioticos

Permeabilidade
reduzida

Bomba de
efluxo

x Enzima inativadora
de antlblohcoO

l Gene de resisténcia

‘Alteragéo do a antibiéticos
sitio alvo do
antibiético

Plasmidio
Enzima modificadora O

Citoplasma de antibiotico

Modificacao
do antibiético

l D Q
Inativagédo do .

antibibtico

Fonte: Adaptado de Sherrard et al. (2014)

2.4.2.2.1 Hidrélise enzimatica (Beta-lactamases)

A inativacdo dos beta-lactdmicos pelas beta-lactamases, através da
hidrolise da ligacdo amida do anel beta-lactamico, representa um importante
mecanismo de resisténcia em A. baumannii. Com base na homologia de
sequéncia, as beta-lactamases sédo agrupadas em classes moleculares, A, B, C e
D, de acordo com a classificagcdo de Ambler, sendo os quatro tipos identificados
em A. baumannii (Tabela 1 e Tabela 2) (Ambler 1980; Lee et al. 2017). As classes
A, C e D atuam por um mecanismo baseado em serina, enquanto a classe B ou

metalo-beta-lactamases precisam de zinco para sua acgéo (Kong et al. 2010).

As beta-lactamases de classe A s&o responsaveis, principalmente, pela
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hidrolise de penicilinas e cefalosporinas e sao inibidas pelo acido clavulanico
(Nowak e Paluchowska, 2016). Alguns destes tipos de beta-lactamases foram
identificados em A. baumannii incluindo TEM, SHV, GES, CTX-M, SCO, PER,
VEB, KPC e CARB, sendo algumas dessas enzimas, como TEM-1, CARB-4 e
SCO-1, classificadas como beta-lactamases de espectro estreito, enquanto outras
enzimas (por exemplo, PER-1, TEM-92 CARB-10, SHV-5, PER -2, CTX-M-2,
CTX-M-15, VEB-1, GES-14 e PER-7) sédo beta-lactamases de amplo espectro
(ESBLS) (Lee et al. 2017; Almasaudi 2018).

As ESBLs sdo responsaveis pela resisténcia as cefalosporinas, incluindo
cefotaxima e sdo consideras de grande importancia clinica devido ao fato de
serem plasmidiais, o que possibilita sua transferéncia horizontal (Munita e Arias,
2016; Peleg et al.,, 2008; Peterson and Kaur, 2018). Acinetobacter. baumannii
apresenta mecanismos especificos para a aquisicdo de uma variedade de ESBL.
Contudo, devido a presenca de outros mecanismos que interferem nos testes de
ESBLs, sua identificacdo fenotipica laboratorial apresenta algumas dificuldades
(Peleg et al. 2008). Dentre as quais a presenca da cefalosporinase AmpC, que
pertence as beta-lactamases de Classe C, codificada cromossomicamente e que
em nivel basal ndo confere resisténcia as cefalosporinas; entretanto, a presenca
do elemento de insercédo, ISAbal, atua na sua regulacdo génica resultando na
resisténcia a penicilinas e as cefalosporinas de 12 a 32 geracdes (Howard et al.
2012). Além da AmpC, algumas variantes ainda sem significado clinico bem
definido, como ADC-33 e ADC-56, e que apresentam um espectro mais amplo de
atividade contra as cefalosporinas, também foram identificadas (Potron et al.
2015).

Ao contrario das beta-lactamases de classes A, C e D (dependentes de
serina), as beta-lactamases da classe B sdo metalo-beta-lactamases (MBLSs) que
requerem zinco ou outro metal pesado para a catdlise (Jeon et al. 2015; Lee et al.
2017). As MBLs apresentam um amplo espectro de substrato e podem catalisar a
hidrolise de praticamente todos os antibiéticos beta-lactamicos, incluindo
carbapenémicos, exceto os monobactamas. Eles ndo sao inibidos por inibidores
baseados em mecanismos, como clavulanato, sulbactam e tazobactam e sim por
guelantes de metais como EDTA (&cido etileno diamina tetraacético) (Bonomo,
2017; Queenan e Bush, 2007).

As familias mais comuns de MBLs classe B adquiridas incluem os grupos
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Imipenemase (IMP), Vernona imipenemase (VIM), e a metalo beta-lactamase de
Nova Déli (NDM). Todos os trés tipos foram identificados em isolados de A.
baumannii (Tabela 1), sendo IMP e VIM mais frequentemente encontrados
(Bonomo 2017; Lee et al. 2017).

As beta-lactamases de classe D sdo chamadas oxacilinases (OXAs), pelo
fato de hidrolisarem de maneira rapida e eficiente a isoxazolilpenicilina oxacilina.
Até o momento, mais de 400 enzimas do tipo OXA foram identificadas e muitas
variantes realmente possuem atividade de carbapenemases (Evans e Amyes
2014; Cavalcanti et al. 2017; Lee et al. 2017). As oxacilinases séo classificadas
em nove subgrupos de acordo com os tipos de sequéncia de aminoéacidos, sendo
0S subgrupos OXA-23, OXA-24, OXA-51 e OXA-58, sdo predominantes em A.
baumannii (Rodriguez et al. 2018). O subgrupo OXA-51 é o maior grupo
identificado até o momento, sendo a enzima OXA-51, que nomeia 0 grupo,
intrinseca em A. baumannii e encontradas naturalmente no cromossomo da
espécie (Cherkaoui et al. 2015).

A enzima OXA-23 foi inicialmente identificada em isolados de A. baumannii
em 1985 no Reino Unido, sendo o gene blapxa-23 amplamente disseminado e
altamente frequente nesta espécie (Rodriguez et al. 2018). Um relat6rio da india
mostrou que blapxa-s1 € blapxa-23 estavam presentes em todos os 103 isolados de
A. baumannii resistentes a carbapenémicos e quase 80% dos isolados tinham
ISAbal a montante do gene blapxa23, indicando a prevaléncia da insercdo de
ISAbal (Vijayakumar et al. 2016). De modo semelhante ao que ocorre com a
AmpC, a sequéncia de insercdo de ISAbal na sequéncia estd associada a
superexpressao de blaOXA-23, blaOXA-51 ou blaOXA-58 em A. baumannii (Lee
et al., 2017; Walther-Rasmussen e Hgiby, 2006)

Embora A. baumannii apresente diferentes classes de beta-lactamases, as
carbapenemases adquiridas tém sido relacionadas a surtos decorrentes de
isolados resistente aos carbapenémicos e, desta forma, tém se tornado um
problema de salde publica nos ultimos anos. As Oxacilinases (OXAs) e Metalo-
beta-Lactamases (MBLS) sdo as enzimas mais comumente identificadas, embora
haja uma elevada prevaléncias das OXAs em A. baumannii (Jeon et al., 2015;
Nowak e Paluchowska, 2016)



Tabela 1: Classificacdo de Ambler das beta-lactamases presentes em Acinetobacter baumannii.

Beta-lactamase Sitio ativo

Classe /subgrupo Enzima

Substratos

Penicillinases

TEM-1, TEM-92

GES-1, GES-5, GES-11, GES-12,
GES-14

PER-1, PER-2, PER-7
CTX-M-2, CTX-M-15

Penicilinas / 3° geragéo
de Cefalosporinas

Serina Classe A
VEB-1
SCO-1 .
Penicilinas
CARB-4, CARB-10
KPC-2, KPC-10 Todos os B-lactamicos
IMP-1, IMP-2, IMP-4, IMP-5, IMP-6,
IMP-8,
Metallo- IMP-11, IMP-19, IMP-24 A
beta-lactamases Zinco Classe B ’ ' Todos os B-lactamicos
VIM-1, VIM-2, VIM-3, VIM-4, VIM-11  axceto Monobactamicos
NDM-1, NDM-2, NDM-3
SIM-1
. _ Cefamicinas/ 3° geracéo

Fonte: Adaptado de Lee et al. 2017;

Jamal et al. 2018; Eichenberger e Thaden 2019
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Tabela 2: Classificacdo de Ambler das beta-lactamases presentes em Acinetobacter baumannii. (Continuacgéo)

Beta-lactamase Sitio ativo Classe /subgrupo Enzima Substratos
Classe D
Subgrupo OXA-2 OXA-21
Subgrupo OXA-10 OXA-128
Subgrupo OXA-20 OXA-37

Subgrupo OXA-23

Subgrupo OXA-24

Oxacillinases Serina

Subgrupo OXA-51

Subgrupo OXA-58

Subgrupo OXA-
143

Subgrupo OXA-
235

OXA-23, OXA-133, OXA-239

OXA-24, OXA-25, OXA-26,
OXA-27, OXA-40, OXA-72,
OXA-143, OXA-182

OXA-51, OXA-64, OXA-65,
OXA-66, OXA-68, OXA-70,
OXA-71, OXA-69, OXA-75,
OXA-76, OXA-77, OXA-79,
OXA-80, OXA-104,

OXA-106~0XA-112, OXA-82,

OXA-83, OXA-83, OXA-84,
OXA-86, OXA-87, OXA-88,
OXA-91, OXA-93, OXA-94,
OXA-95, OXA-96, OXA-92,
OXA-113

OXA-58, OXA-96, OXA-97
OXA-253

OXA-235

Todos os beta-lactamicos
(embora as enzimas da
classe D apresentem
variados espectros de
atividade)

Fonte: Adaptado de Lee et al. 2017; Jamal et al. 2018; Eichenberger e Thaden 2019
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2.4.2.2.2 Enzimas modificadoras de aminoglicosideos

Como ja descrito anteriormente, os antibioticos pertencentes a classe dos
aminoglicosideos caracterizam-se pela inibicdo da sintese proteica e atuam por
meio de sua ligacdo ao ribossomo bacteriano. Assim sendo, um dos mecanismos
de resisténcia aos aminoglicosideos presente em A. baumannii € a modificacédo
do sitio ribossomal através da metilagdo (Krause et al. 2016). Devido as sua
caracteristicas moleculares, estes antimicrobianos sao particularmente
susceptiveis a acdo de enzimas, que agem por meio da adicdo de grupos
quimicos a sitios vulneraveis na molécula do antibiético, denominadas de enzimas
modificadoras de aminoglicosideos (Aminoglycoside-Modifying Enzymes AMES)
(Esterly et al. 2011; Krause et al. 2016).

As AMEs podem ser classificadas em acetiltransferases, adeniltransferases
e fosfotransferases. Essas enzimas s&o evolutivamente diversas e variam nos
aminoglicosideos que sédo capazes de modifica e estdo tipicamente presentes em
elementos transponiveis e sdo transferidas entre bactérias patogénicas(Jamal et
al., 2018; Lee et al., 2017; Munita e Arias, 2016). No que se refere a A. baumannii,
varios estudos mostram que todos os isolados apresentam enzimas modificadoras
de aminoglicosideos, com producdo de ndo apenas uma enzima, mas uma
combinacéo delas, conferindo altos niveis de resisténcia as estes antimicrobianos
(Lee et al. 2017).

Além dos fatores acima mencionados, a resisténcia a aminoglicosideos
também esta associada a bombas de efluxo ativas. A superexpressdo da bomba
de efluxo do tipo AdeABC pode aumentar a resisténcia aos aminoglicosideos e,
soma-se a isto, o fato de que a gentamicina e canamicina sdo substratos da
bomba AbeM, um membro da familia de bombas de efluxo do tipo MATE
(multidrogas e extrusdo de compostos toxicos) (Almasaudi 2018; Jamal et al.
2018).

2.4.2.2.3 Sistemas de bomba de efluxo

Os sistemas de bomba de efluxo constituem um mecanismo de resisténcia
que se encontra presente em todas as ceélulas desempenhando funcdo de
protecdo contra a acdo de compostas que venham a ser tOxicos para as mesmas
(Figura 6). A superexpressao deste mecanismo tem sido constantemente

associada ao surgimento de cepas multirresistentes. Embora o efluxo de
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composto ocorra com gasto energético, este processo ndo tem por caracteristica
alteracdes ou mesmo a degradacdo do antibidtico (Blanco et al. 2016; Du et al.
2018).

Figura 6. Representacéo esquematica dos principais sistemas de efluxo bacteriano

RND SMR MFS MATE  ABC

Meio extracelular

Periplasma

ADP+Pi

@ Antibictico @

Citoplasma

Legenda: Superfamilia de resisténcia-nodulagdo-divisdo (RND), a familia de pequenas
resisténcias a mdltiplas drogas (SMR), superfamilia de facilitadores principais (MFS) a familia de
multiplas drogas e extrusdo de compostos toxicos (MATE) e a superfamilia do cassete de ligacédo
a adenosina trifosfato (ATP) (ABC). Mi: Membrana interna. ME: Membrana externa. OMP: Proteina

da membrana externa. Fonte: Adaptado de Blanco et al. (2016)

Dentre as vérias classe de sistemas de efluxo ja identificados, quatro
categorias, como a superfamilia de resisténcia-nodulagéo-divisdo (RND), a familia
de extrusdo de multidrogas compostos toxicos (MATE) , a superfamilia de
facilitadores principais (MFS) e a familia de pequena resisténcia a multidrogas
(SMR), estdo relacionados a resisténcia antimicrobiana em A. baumannii
(Courvalin e Pe, 2011; Coyne et al., 2011; Temgoua e Wu, 2019). O sistema de
bomba de efluxo do tipo AdeABC, que pertence a superfamilia RND e esta
relacionado a resisténcia aos aminoglicosideos, a diminuigdo da suscetibilidade a
tigeciclina, além de antibidticos nédo fluoroquinolonas, foi o primeiro a ser descrito

em Acinetobacter spp. e é regulado por um sistema de dois componentes
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denominado AdeRS (Vila et al. 2007; Lee et al. 2017).

Outros dois sistemas da familia RND, também estéo relacionados com o
efluxo e, consequentemente, resisténcia de antimicrobianos em A. baumannii. Os
sistemas AdeFGH e AdelJK que séo regulados, respectivamente, pelos sistemas
AdeL e AdeN e estdo sinergicamente associadas a resisténcia a tigeciclina.
Algumas outras bombas de efluxo também ja foram descritas em A. baumannii
tais como a EmrAB-TolC, A1S 1535, A1S 2795 e ABAYE_0913 que conferem
resisténcia a varios antibioticos e estdo sendo melhor estudadas (Lee et al., 2017,
Nowak e Paluchowska, 2016; Rumbo et al., 2013).

De maneira geral, as bombas de efluxo estdo associadas a resisténcia a
muitas classes diferentes de antibiéticos em A. baumannii, como imipenem e
tigeciclina. Com isso, a reversdo da resisténcia a antibioticos por inibidores da
bomba de efluxo (Zechini and Versace 2009), como a 1- (1-naftilmetil) -piperazina
e o cianeto de carbonila 3-clorofenil-hidrazona, tem se mostrado promissora e
reforca a importancia destes sistemas na aquisicao da resisténcia aos antibioticos

neste patdégeno (Lee et al. 2017).
2.4.2.2.4 Modificac&o no sitio alvo

A modificacdo do alvo de agentes antimicrobianos corresponde a outro
mecanismo de resisténcia presente em A. baumannii. A resisténcia as quinolonas
estd associada a mutacdes pontuais em GyrA (uma subunidade da DNA girase) e
ParC (uma subunidade da topoisomerase V), sendo mutacdes Ser83Leu em gyrA
e Ser80Leu em parC as mais comuns nos genes da topoisomerase em A.
baumannii (Esterly et al. 2011; Kwon et al. 2017; Lupo et al. 2018).

Além dos mecanismos de resisténcia aos aminoglicosideos ja descritos, a
alteracdo de seu alvo pelas metilases 16S rRNA (Doi e Arakawa, 2007a) também
pode ser observada, sendo ArmA e RmtB os tipos mais prevalentes entre A.
baumannii. A andlise do contetdo de G + C dos genes que codificam essas
enzimas sugeriu que elas ndo sao intrinsecas a esta espécie, mas foram
adquiridas por transferéncia horizontal de genes e incorporadas ao genoma
(Esterly et al. 2011; Doi et al. 2015; Lynch et al. 2017).

Outra modificacéo de alvo identificada em A. baumannii é o mecanismo de
protecdo ribossémica em decorréncia da acdo de genes tet. Nesse mecanismo,

proteinas de protecado ribossémica se ligam ao ribossomo capturando-o e, desta
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forma, inviabilizando a acdo das tetraciclinas(Esterly et al. 2011). Além de ser
amplamente difundido entre isolados de A. baumannii, este mecanismo funciona
de maneira conjunta com bombas de efluxo, conferindo niveis elevados de
resisténcia a esta classe de antibioticos (Esterly et al. 2011; Potron et al. 2015;
Lee et al. 2017).

2.4.2.2.5 Defeitos de permeabilidade

Porinas sdo proteinas da membrana externa que formam canais que
permitem o transporte de moléculas através da membrana externa e
desempenham um papel significativo na viruléncia de A. baumannii (Lee et al.
2017). Contudo, uma vez que as porinas afetam a permeabilidade da membrana,
elas também desempenham um papel significativo no mecanismo de resisténcia
(Peleg et al. 2008). A regulacédo negativa de porinas € outro mecanismo que atua
concomitantemente com bombas de efluxo, exercendo sua funcdo através da
diminuicdo da permeabilidade da membrana da bactéria, impedindo a entrada do
antibiotico na célula apds o efluxo (Fernandez e Hancock, 2012; Vila et al., 2007).

Algumas das porinas presentes em A. baumannii e que estdo associadas a
resisténcia aos carbapenémicos incluem a CarO, Omp22-33, Omp33-36, Omp37,
Omp43, Omp44 e Omp47 (Lee et al. 2017). Além disso, estudos mostram que
OmpA e CarO interagem fisicamente com o OXA-23, e essas interacfes estdo
associadas a resisténcia a antibioticos (Wu et al. 2016)

Além das proteinas da membrana externa, os componentes do envelope,
como LPS e peptidoglicanos, também afetam a resisténcia a A. baumannii aos
antibioticos., uma vez que a perda ou modificagcdo do LPS diminui a integridade
da membrana e, desta forma, aumenta a resisténcia a colistina em A. baumannii
(Moffatt et al. 2010).

2.5 ADJUVANTES DE ANTIBIOTICOS

Embora a resisténcia bacteriana seja um fenbmeno natural relacionado ao
carater evolutivo intrinseco e a adaptabilidade das bactérias, o comportamento
humano foi, sem duvidas, determinante para que este processo tenha alcangado
0S niveis alarmantes atuais (Gonzalez-Bello 2017). O uso indiscriminado,
inapropriado e inadequado de antibidticos ao longo dos anos em seres humanos,
animais e plantas, inclusive no tratamento de doencas ndo bacterianas, favoreceu

o desenvolvimento da resisténcia de forma que esta se tornou um dos problemas
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de saude mais urgentes em todo mundo (Acharya e Wilson, 2019; Munita e Arias,
2016).

A combinacdo dos varios mecanismos de resisténcia a antibioticos levou
ao surgimento de agentes patogénicos multirresistentes, que constituem uma
séria ameaca para os cuidados médicos (Bernal et al., 2013; Peterson e Kaur,
2018). Estima-se que a partir de 2050 as bactérias resistentes aos antibiéticos
serdo responsaveis por 10 milhdes de mortes por ano em todo o mundo (Figura
7), aléem de ocasionarem perdas econémicas de cerca de 100 trilhdes de ddlares
(O’Neill 2016; Liu et al. 2019). Além disso, o desenvolvimento de antibiéticos pela
industria farmacéutica — que se mostrou bastante eficaz durante a chamada “era
de ouro” antibidtica — sofreu uma enorme desaceleracdo (Figura 8) devido a
obstaculos econdémicos e regulatérios (O’Neill 2016; Gonzalez-bello 2017). Cabe
ressaltar que os antibidticos sdo usados por periodos relativamente curtos e,
geralmente, sdo curativos 0 que os torna menos lucrativos que os medicamentos
utilizados no tratamentos de doencas crbnicas (Ventola 2015; Gonzélez-bello
2017).

Figura 7. Numero de mortes atribuidas & resisténcia antimicrobiana a partir de 2050
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Figura 8. Numero de novas drogas antimicrobianas aprovadas por intervalo de anos
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Fonte: Adaptado de Ventola (2015)

Em contraste com o desenvolvimento de antibiéticos, os esforcos em
abordagens alternativas que incluem, dentre outros, a utilizacdo de potenciadores
de antibiéticos foram intensificados nos ultimos anos (Pieren and Tigges 2012)

Os potenciadores da atividade antibiética, também conhecidos como
adjuvantes antibiéticos (AA) sdo compostos com pouca ou henhuma atividade,
mas que sdo capazes de aumentar a atividade antibidtica bloqueando a
resisténcia através de varios mecanismos tais como: favorecendo a entrada e a
acumulo de antibidticos no interior da célula; atuando em mecanismos
bactericidas complementares, inibindo vias de sinalizacdo e reguladoras ou ainda,
aumentando a resposta do hospedeiro a infeccdo (Bernal et al. 2013; Liu et al.
2019).

Os AA podem ser agrupados em duas classes gerais de acordo com
mecanismo de acdo. A classe | que atua juntamente com antibiéticos em alvos
bacterianos e a Classe 1l que age melhorando a atividade antibiotica no
hospedeiro. Os adjuvantes de classe | podem ser ainda mais diferenciados com
base em seus mecanismos, sendo os compostos da Classe |. responsaveis pela
inibicdo direta a resisténcia aos antibiodticos (enzimas inativadoras, sistemas de

bombas de efluxo ou alvos alternativos) enquanto que os de Classe IB que
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aumentam a atividade antibidtica, contornando os mecanismos de resisténcia
intrinseca, incluindo vias metabdlicas ou fisiologia, além da inibicdo direta de
elementos de resisténcia especificos (Wright 2016).

Os AA de classe IA sdo os unicos adjuvantes no uso clinico atual e trés
principais ja foram desenvolvido. Estes incluem: (a) inibidores de beta-lactamase
(ex.: acido clavulanico, sulbactam e tazobactam); (b) inibidores de bomba de
efluxo (ex.: reserpina, rhamnoside e pheophorbide A); e (c) permeabilizantes da
membrana externa (ex.: colistina, aminoglicosideos, peptideos cati6nicos)
(Schindler et al. 2013; Gonzélez-Bello 2017).

Para resolver a crise atual relacionada a resisténcia aos antibiéticos, é
necessario que haja varias abordagens paralelas, as quais incluem identificacao
de novos antibidticos capazes de contornar os mecanismos de resisténcia dos
patégenos, preservacdo do arsenal antibidtico ja disponivel e, por fim, exploracéo
de estratégias anti-infecciosas nao tradicionais. Neste contexto, os produtos
naturais podem contribuir na resolucdo de todas estas questdes (Wright 2017).

Estudos prévios de compostos derivados de plantas identificaram alguns
potenciadores de antibidticos (Barreto et al. 2014; Yap et al. 2014), principalmente
através da inibicdo da bomba de efluxo. As vantagens dos produtos naturais de
origem vegetal ja sdo bem conhecidas na literatura e incluem sua facil obtencéo e
selecdo com base em seu uso etnomedicinal. (Chusri et al. 2009; Bernal et al.
2013).

2.6 OLEOS ESSENCIAIS

As plantas aromaticas tém sido empregadas na medicina popular desde a
antiguidade — particularmente devido a sua atividade antimicrobiana — e suas
propriedades medicinais tém sido objeto de estudo cientifico frequente (Vale-Silva
et al. 2010a).

Os oleos essenciais (OEs) sdao misturas liquidas, volateis, naturais e
complexas de compostos de baixo peso molecular e sao naturalmente
sintetizados como metabdlitos secundarios, pelas plantas em resposta a ataques
de insetos, herbivoros e outros organismos (Bassolé e Juliani, 2012; Vale-Silva et
al., 2010b). Os 6leos essenciais sao caracterizados por um odor forte, podendo
ser produzido por todos os 6rgdos da planta (sementes, flores, folhas, brotos,

caules, frutas, raizes, madeira ou casca) e armazenados em células secretoras,
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cavidades, canais, células epidérmicas ou tricomas glandulares (Bakkali et al. 2008;
Chéavez-Gonzalez et al. 2016).

A composigéo quimica dos OEs incluem principalmente terpendides
e fenilpropandides, mas outros componentes como constituintes aromaticos e
alifaticos também podem estar presentes. Dentro do grupo terpenos sao
encontrados monoterpenos, sesquiterpenos e seus derivados oxigenados de
baixo peso molecular. De maneira geral, pode-se dizer que o0s principais
componentes dos OEs sao responsaveis pelas propriedades biologicas
observadas; entretanto, a interacdo entre as moléculas presentes na sua
constituicdo também podem exercer atividades sinérgicas ou antagdnicas (Faleiro
M.L., 2011; Faleiro e Miguel, 2013). Embora pouco se saiba sobre o que rege este
sinergismo/antagonismo entre os constituintes dos OEs, foram propostos quatro
mecanismos para interacdes sinérgicas: (l) inibicdo sequencial de varios passos
de uma via bioquimica particular; (II) inibicdo de enzimas que degradam
antimicrobianos; (Ill) interacdo de varios antimicrobianos com a parede celular;
(IV) interacdo com a parede celular ou membrana que leva ao aumento da
entrada de outros componentes. Outros trés mecanismos foram propostos para
as interacBes antagonicas: (I) combinagdo entre antimicrobianos bacteriostaticos
e bactericidas, (II) antimicrobianos concorrem pelo mesmo sitio de acéo, e (lll)
antimicrobianos que interagem entre si (Hyldgaard et al. 2012).

Conhecidos por seus efeitos antissépticos, bactericidas, virucidas e
fungicidas, além das suas propriedades medicinais e a sua fragrancia, os OEs
sdo comumente utilizados como agentes aromatizantes em produtos alimenticios,
bebidas, perfumarias, produtos farmacéuticos e cosméticos (Bakkali et al. 2008).
Os oOleos essenciais sozinhos ou em combinacdo possuem propriedades
medicinais significativas, e por isso, podem ser usados na quimioterapia de
doencas infecciosas e ndo infecciosas, na embalagem e preservacao de
alimentos e como antimicrobianos, analgésicos, sedativos, anti-inflamatorios,

espasmoliticos e anestésicos locais (Chavez-Gonzalez et al. 2016)

A atividade antimicrobiana apresentada pelos OEs relaciona-se
diretamente com a presenca de seus componentes volateis bioativos. A
composicdo do Oleo essencial de qualquer planta em particular depende da parte

da planta usada, sejam as flores, as partes verdes (folhas e caules), casca,
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madeira, frutos inteiros, pericarpo, semente ou raizes (Chavez-Gonzalez et al.
2016). Dependendo da sua composicdo e concentracfes utilizadas, os 0leos
essenciais podem apresentar efeitos citotéxicos nas células vivas. Contudo, eles
ainda constituem uma rica fonte de substancias que desempenham um papel

importante na descoberta de novos medicamentos (Sayeed Akthar et al. 2014).

Além disso, devido ao fato de que os OEs n&do possuem um unico alvo
especifico, mas podem ter modos de acdo distintos; a presenca de varios
componentes com atividade antibacteriana pode dificultar a inducéo de resisténcia
aos OEs. Considerando que a membrana € um potencial alvo dos OEs, pode ser
dificil desenvolver um mecanismo de resisténcia que proteja um alvo bacteriano
tdo grande, uma vez que a alteracdo das estruturas e/ou composicdo da
membrana é provavelmente ineficaz para a viabilidade da bactéria (Langeveld et
al. 2013).

2.6.1 Terpendides

Os terpendides sdo terpenos que sofrem modificagdes bioquimicas por
meio de enzimas que atuam adicionando moléculas de oxigénio e movendo ou
removendo grupos metil e representam a maior e mais diversa classe de produtos
quimicos produzidos pelas plantas (Hyldgaard et al. 2012). Embora
desempenhem funcdo no crescimento e desenvolvimento das plantas, os
terpendides estdo mais relacionados a processos de interacdes quimicas
especializadas e na protecdo da planta. (Tholl 2015). Os compostos terpénicos
mais frequentes nos Oleos volateis sdo os monoterpenos (~ 90%) e os
sesquiterpenos. Os monoterpenos podem ser divididos em trés subgrupos:
aciclicos; monociclicos e biciclicos; tendo cada um destes subgrupos outras

subdivisbes (Simdes e Spitzer, 2004).

Os monoterpenos (C10H16) sdo formados por duas unidades de isopreno
(C5H8) e incluem, no sentido estrito, apenas hidrocarbonetos. Contudo, o termo
monoterpeno costuma ser aplicado a monoterpendides que sdo caracterizados
por grupos funcionais contendo oxigénio (Marmulla e Harder 2014). Muitas
propriedades dos monoterpenos ja foram descritas na literatura, dentre elas as
atividades antifungica (Abbaszadeh et al. 2014) e antibacteriana (Garcia-Salinas
et al. 2018). O Carvacrol e seu isbmero timol sdo monoterpenos amplamente

encontrados em Oleos essenciais e apresentam diversas atividades
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antibacterianas e antifangicas e também efeitos anti-inflamatdrios e analgésicos
(Costa et al. 2019).

Alguns mecanismos de acdo que explicam os efeitos biolégicos observados
para timol e carvacrol incluem o fato de ambos serem compostos hidrofébicos que
se integram as membranas celulares bacterianas, causando alteragbes na fungéo
normal da membrana, se acumulam nas cadeias de acidos graxos da membrana,
resultando em alteracdes conformacionais da bicamada lipidica da membrana
(Kachur and Suntres 2019), além da presenca do grupo hidroxila que permitem
que o carvacrol e o timol atuem como um trocador de prétons, reduzindo assim o
gradiente através da membrana citoplasmética, resultando em colapso da forca
motriz do préton e deplecdo do pool de ATP e, subsequentemente, levando a

morte celular (Guimarées et al. 2019).
2.7 BIOMA CAATINGA

A Caatinga € um bioma coberto por vegetacado semiarida e abrange uma
area com cerca de 844.453 km? do interior da regido Nordeste, que corresponde a
11% do territorio nacional (Figura 9). Com caracteristicas Unicas, este bioma
exclusivamente brasileiro, possui uma enorme biodiversidade endémica, e cerca
de 50% de sua cobertura vegetal original permanece relativamente intacta, apesar
da alta densidade populacional humana e elevadas taxas de desmatamento
(Gariglio et al. 2010; Ribeiro et al. 2016).

A Caatinga possui uma rica biodiversidade vegetal e muitas destas plantas
sdo utilizadas na medicina tradicional, a exemplo da Lippia macrophylla, Attalea
speciosa; Caryocar coriaceum; Acrocomia intumescens; Acrocomia aculeata;
Syagrus coronata; Eugenia brejoensis e Lippia alba. Além disso, as
caracteristicas climaticas e do solo possibilitam a estas plantas desenvolver
caracteristicas quimicas Unicas que as tornaram uma excelente fonte de

compostos antibacterianos bioativos (Nascimento Da Silva et al. 2013).
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Figura 9. Abrangéncig__do bioma Caatinga
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Por ser um bioma unico, pouco explorado cientificamente e que vem sendo
grandemente ameacado e afetado pelas acdes antrdpicas, existe a enorme
necessidade de criacdo de areas de protecdo. Entre as areas protegidas ja
implementadas, o Parque Nacional Vale do Catimbau (Figura 10) (PARNA
Catimbau) — criado em 13 de dezembro de 2002 e localizado no estado de
Pernambuco, com uma extensdo de 607 km? — encontra-se inserido em uma
regido definida como uma area prioritaria para pesquisas cientificas (Moura et al.
2015).
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Figura 10. Localizacdo geografica do PARNA do Catimbau (municipios de Buique, Tupanatinga e
Ibimirim), estado de Pernambuco, Brasil
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2.7.1 Acrocomia spp.

Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. Ex Mart. pertence ao género Acrocomia
da familia Arecaceae é uma palmeira nativa da América tropical e subtropical,
sendo amplamente distribuida no Brasil e em paises como México, Paraguai e
Argentina. Devido a sua abrangéncia no territorio nacional, apresente um nimero
variado de nomes populares que incluem macalba, macalva, coco-de-catarro,
macaibeira, mucaja, mucaia, chiclete-de-baiano (Magosso et al. 2016). Na
medicina popular a polpa da fruta é utilizada como laxante e o dleo exibe
propriedades analgésicas, anti-inflamatérias, além de ser aplicado no tratamento
de doencas respiratdrias e como diurético. As raizes de A. aculeata sdo usadas
pelos povos indigenas no México no tratamento da diabetes e, devido as
propriedades antioxidantes da planta, ha descricbes de seu uso na producéo de
cosmeéticos para hidratacdo e rejuvenescimento da pele (Magosso et al. 2016;
Arena et al. 2018; da Silva et al. 2019).

Acrocomia intumescens Drude, mais conhecida popularmente pér macaiba,
macauba ou palmeira, € uma planta encontrada na Mata Atlantica e mata de
brejos de altitude do Nordeste, ocorrendo ao longo do sul de Alagoas, Ceara,
Paraiba, Pernambuco e Bahia (Lorenzi et al., 2004; Lorenzi et al., 2010).

Apresenta importancia econbmica, social e ecoldgica; seu Oleo possui
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propriedades anti-inflamatoria, seu fruto € uma fonte potencial de lipideos,
proteinas e carotenoides, além de &acidos graxos de interesse na industria

alimenticia, energética e cosmética (Bora e Rocha, 2004; Silva et al., 2015).
2.7.2 Attalea speciosa Mart. ex Spreng

Attalea speciosa Mart, conhecida popularmente como babacu, também
pertence a familia Arecaceae e destaca-se por ser uma das palmeiras mais
abundantes da Amazbnia, com ampla distribuicdo no sul da regido e
especialmente nas zonas de transicdo entre a bacia amazbnica e o semiarido
nordestino do Brasil. E encontra no Piaui, Maranhdo e, em menor escala, nos
estados do Tocantins, Goias, Mato Grosso e Para (Gonzalez-Pérez et al. 2012; de
Almeida et al. 2016). Sob o ponto de vista econdmico, trata-se de uma das
espécies de grande importancia na cultura de subsisténcia de muitas
comunidades tradicionais (Arruda et al. 2014). Além disso, esta espécie € de
grande interesse para industria cosmética, principalmente na preparacdo de

sabdes e glicerina (Gonzalez-Pérez et al. 2012)
2.7.3 Caryocar coriaceum Wittm

Caryocar coriaceum Wittm. é wuma planta pertencente a familia
Caryocaraceae e encontra-se amplamente distribuida no planalto de Araripe,
localizado na regido Nordeste do Brasil. Seu fruto popularmente chamado Pequi,
€ muito apreciado na culinaria local devido ao seu sabor Unico e a sua relevancia
nutricional em termos de antioxidante e de acidos graxos essenciais (Alves et al.
2017; Oliveira et al. 2017).

Na medicina popular a polpa do pequi e os 6leos extraidos das suas
sementes tém sido utilizados na cicatrizacdo de feridas, como um agente anti-
inflamatério e no tratamento de doengas do trato respiratorio, incluindo tosse,
bronquites e asma e no tratamento de dores reumaticas e musculares. Além
disso, suas atividades bactericida, fungicida, leishmanicida e nematicida ja foram

relatadas na literatura (Alves et al. 2017)
2.7.4 Eugenia brejoensis Mazine

Eugenia brejoensis Mazine € uma planta pertencente a familia Myrtaceae e
encontra-se predominantemente na regido da Caatinga com relatos de sua

ocorréncia também na regido sul do pais (Giaretta e Peixoto, 2014; Mazine e
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Souza, 2008). Com relacéo as suas propriedades farmacolégicas, estudos in vitro
demonstram que os extratos de folhas, frutos e ramos de E. brejoensis, conhecida
popularmente por Cutia, apresentam atividade antimicrobiana frente a bactérias
gram-positivas e gram-negativas e seu 6leo essencial (Azevedo et al. 2012) é
descrito por suas atividades larvicida e tripanocida (da Silva et al. 2015; De Souza
et al. 2017).

2.7.5 Lippia spp.

O género Lippia pertence a familia Verbenaceae e compreende cerca de
200 espécies de ervas, arbustos e arvores de pequeno porte distribuidas em
paises das Américas Central e do Sul, além de territérios da Africa Tropical (Reis
et al. 2014; Gomes et al. 2019). Tradicionalmente, espécies do género Lippia sdo
utilizadas para o tratamento de desordens respiratorias (resfriados, gripes,
bronquites, tosse e asma) e gastrointestinais. (Pascual et al. 2001; Escobar et al.
2010). Na literatura ja sdo descritos o potencial farmacolégico do 6leo essencial e
extratos de diversas espécies deste género tais como suas atividades
antimicrobianas, antifingica, antimalarica, larvicida e antiespasmaédica, bem como
seus efeitos analgésico, anti-inflamatério e anestésico (Pascual et al. 2001).

Lippia alba (Mill.) NE Brown é uma planta nativa da América do Sul,
conhecida popularmente como “erva cidreira”, “erva-cidreira-brasileira” ou
“alecrim”. Na medicina popular, suas raizes e folhas sdo utilizadas no tratamento
de doencas géstricas, antipiréticas, como analgésicos e sedativos (Machado et al.
2014). Na literatura séo descritas suas atividades antibacteriana, antiparasitaria,
inseticida, antiinflamatorio e antiespasmadico (Santos et al. 2016).

Lippia macrophylla (Cham.) Linnaea (anteriormente denominada de
Lantana macrophylla) (Silva e Salimena 2002), conhecida popularmente por
“Cambara-de-folha-grande”, é uma planta subarbustiva caracterizada por ser
nativa e endémica do Brasil sendo predominantemente encontrada no bioma da
Caatinga. Na medicina popular é utilizada para o tratamento de desordens
respiratérias e menstruais (Conceicdo et al. 2012). Na literatura, apenas as
atividades tripanocida e antifiungica desta espécie ja foram relatadas (Oliveira et
al. 2013; De Souza et al. 2017). Contudo, com base no potencial farmacolégico
apresentado por outras espécies do mesmo género, assim como o0 potencial

antimicrobiano apresentado por plantas da Caatinga, a Lippia macrophylla
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apresenta-se como uma rica fonte de estudos para a descoberta de propriedades
ainda n&ao conhecidas.

2.7.6 Syagrus coronata (Mart.) Beccari.

Syagrus coronata (Mart.) Becc., conhecida popularmente como ouricuri ou
licuri, € uma planta que pertence a familia Arecaceae, distribuida na regido Nordeste
(Rufino et al. 2008). Na medicina popular, algumas das partes desta planta sao
utiizadas no tratamento de picadas de cobra, inflamacdo ocular, micoses e
cicatrizacdo de feridas. Além disso, o extrato do fruto possui atividade antimicrobiana
contra Bacillus cereus e Staphylococcus aureus (Hughes et al. 2013). Por outro lado,
0 extrato aquoso isolado da casca do fruto de S. coronata apresentou atividade
leishmanicida (De Souza et al., 2017). (Rodrigues et al. 2011; De Souza et al. 2017)
também relataram a atividade tripanocida desta planta

Tendo em vista 0 aumento na resisténcia bacteriana, a possibilidade de
utilizar os Gleos essenciais e/ou seus componentes majoritarios diretamente como
agentes antibacterianos ou em combinacdo com antibiéticos de uso clinico, pode
ser uma ferramenta Gtil no tratamento/controle das infec¢cdes ocasionadas por
estes patdogenos. Desta forma, neste trabalho avaliamos o potencial
antimicrobiano de Attalea speciosa; Caryocar coriaceum; Acrocomia intumescens;
Acrocomia aculeata; Syagrus coronata; Eugenia brejoensis; Lippia alba e Lippia
macrophylla, além dos efeitos dos terpendides timol e carvacrol na expressao

génica em A. baumannii.
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3 Resultados

ARTIGO | — THE COMBINATORY EFFECT OF ESSENTIAL OIL FROM LIPPIA

MACROPHYLLA ON CLINICAL RESISTANT ISOLATES OF ACINETOBACTER
BAUMANNII

Manuscrito submetido a revista Journal of Natural Products (Qualis Al) em

novembro de 2019. Manuscrito atualmente em analise pelo periddico.
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ABSTRACT

Multidrug resistant Acinetobacter baumannii causes a serious life-threatening
infection to health-care facility inpatients. In this work we investigated the
antibacterial activity of essential oil from Lippia macrophylla (LMEO), alone or in
combination with reference antibiotics, against clinical resistant isolates of A.
baumannii. Our results showed that LMEO strongly inhibited the bacteria growth
(MIC< 500ug/mL). This oil in combination with antibiotics presented synergism
(FICI = 0.5) or additive effects (0.5 < FICI < 4) on selected resistant clinical isolates
and proven to revert A. baumannii resistance or/and decrease the MIC values for
the antibiotics. The combination of LMEO with imipenem was the most effective
presenting synergism for most of tested-isolates. The ultrastructural analysis
corroborated the synergism for the combination of LMEO +CTZ on the Acb35
isolate, showing loss of membrane integrity, leakage of cytoplasmic content and
increased formation of Outer Membrane Vesicles (OMVs). Taken together our
results point for the use of LMEO alone or in combination as antibacterial agent

against A. baumannii
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The indiscriminate and inappropriate use of conventional antibiotics and
synthetic antimicrobial drugs have led to the widespread emergence of drug
resistant bacteria’. Nowadays, multidrug-resistant nosocomial pathogens, referred
by the American Society of Infectious Disease as ESKAPE (Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, and Enterobacter spp), have been
responsible for higher levels of morbimortality worldwide. In this regard, such
nosocomial infections posing a challenge to scientists to find alternatives to
combat them %2,

Acinetobacter baumannii is a coccobacillus Gram-negative, nonfermentative,
nonmotile, oxidase-negative, and responsible for healthcare-associated infection
with elevated morbidity and mortality. These infections are difficult to treat because
the causative strains often show broad antimicrobial resistance®®. This pathogen is
an opportunistic microorganism, which causes skin and soft-tissue infections,
mainly in elderly, immunocompromised patients and those submitted to invasive
procedures or treated with broad-spectrum antibiotics for long periods °.
Furthermore, A. baumannii is also associated with urinary tract infections,
pneumonia and bacteremia ’.

The increased antibiotic-resistant bacteria make the search of new alternatives
to cope with infections an urgent need. An attractive strategy to circumvent the
bacterial resistance may be the combination of phytochemicals and antibiotics to
enhance the efficacy of these latter. Essential oils are a mixture of lipophilic, highly
volatile, small weight (molecular mass <300) molecules resulting from the
secondary plant metabolism. These compounds have shown different
antimicrobial properties against Gram-positive and Gram-negative bacteria, fungi
and protozoa®. The antibacterial activity of EOs is attributed to their constituents,
mainly those belonging to the class of monoterpenes and sequisterpenes, and
their oxygenated derivatives. These constituents can interact synergically, by
different mechanisms, reducing the possibility of occurrence of resistance®. On the
other hand, the interaction of EOs constituents with bacterial membranes proteins
or enzymes can alters its permeability leading to cell rupture and cytoplasmic
content leakage. EOs can also protect the active substance (antibiotic) from
enzymatic degradation by the pathogen or/and facilitating its passage throughout

the bacterial membranes®®.
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The genus Lippia (Verbenaceae) comprises about 200 species of plants widely
distributed in African, South and Central America countries. These plants are
known as aromatic species commonly used in the folk medicine for the treatment
of a number of pathological conditions, including those associated with diseases of
respiratory/ gastrointestinal tracts and skin disorders. A number of species from
this genus were also reported as having antibacterial, antifungal and antiprotozoal

activities®1?,

Lippia macrophylla (Cham) (Synonym: Lantana macrophylla
(Cham.) Schauer) are commonly used in indigenous medicine for treatment of
respiratory and menstrual disorders®®. Previous study of our group showed that
Lippia macrophylla essential oil has an inhibitory effect on the protozoan
Trypanosoma cruzi, moderate cytotoxicity to mammalian cell and an hemolytic
activity below 4% for all the concentrations tested®. However, the biological
activity of essential oil of L. macrophylla against multiresistant bacteria was not yet
explored. In this work, we investigated the antimicrobial essential oil from Lippia
macrophylla (LMEQO) alone or in combination with antibiotics, on clinic MDR

isolates of A. baumannii.
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RESULTS AND DISCUSSION
Gram-negative bacteria, as A. baumannii, cause serious infections that are
difficult to treated due to their membrane structure and the emergence of

multidrug-resistant (MDR) strains™**°

. The decreased efficacy of conventional
antibiotics have motivated scientist to explore novel sources of chemicals with
antimicrobial activity '°. One of the promising methods in coping with bacterial
resistance is combining conventional antibiotic and natural products, especially
those derived from secondary metabolism of plants, as essential oils %1722,
Therefore, in this study we have investigated, for the first time, the effect of
essential oil from Lippia macrophylla alone or in combination with reference
antibiotics against resistant strains of A. baumannii.

The chemical composition of LMEO was previously elucidated by de Souza et
al.'® and it is in agreement with those found for other species from Lippia genus?>.
According to Souza et al.'® 13 compounds were identified as constituents of
LMEO, with a prevalence of monoterpenes (98%). The main constituents of this
essential oil were thymol (49.81%) carvacrol (31.62%) and o-cymene (10.27%)
(Table 1). Thymol and its isomer carvacrol are naturally occurring phenolic
compounds usually found as main constituents of essential oils from plants
belonging to the Lippia genus'®!??*% The antibacterial activity of thymol and
carvacrol has been already also reported in the literature against Gram-positive

and Gram-negative bacteria®?°

. Monoterpenes, as p-cymene, a precursor of
thymol and carvacrol, have been reported as having antibacterial and antifungal
activities. O-cymene, the third more abundant compound in LMEO, was also
reported as the major component of essential oil from Echinophora platyloba®’.
This oil was effective against bacteria present in food as well as the pathogenic
gram-negative bacteria Escherichia coli. The activity of cymene and their isomers
on microorganisms is variable and used in combination with carvacrol can
enhance the activity of this latter compound against V. cholera and other

foodborne pathogens?®.
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Table 1: Chemical composition of essential oil of Lippia macrophylla'®

Composition

Compound in % of total Chemical Chemical structure
o formula
essential oil
O-Cymene 10.27 CioH1s
Carvacrol 31.62 C1oH140
Q
0%
HO
Thymol 49.81 C10H14O

The MIC values of LMEO and reference antibiotics were evaluated for clinical

isolates of A. baumannii from different hospital sources (Table 2).

Table 2: Characterization of clinical isolates of Acinetobacter baumannii

Strain ID Hosp. Source Year STs
Acb06 Hpl Cerebrospinal fluid 2012 ST79
Acb09 Hpl Bloodstream 2012 ST1
Acb34 Hp2 Urinary tract 2014 ST15
Acb35 Hp2 Catheter tip 2014 ST113
Acb45 Hp3 Catheter tip 2010 ST1

Hosp= Hospital; STs = sequence types
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In order to confirm the resistance profile of our clinical isolates, the MIC for the
antibiotics ceftazidime (CTZ), gentamicin (GEN) and imipenem (IPM) were also
determined, using the reference strains, Escherichia coli (ATCC® 25922) and A.
baumannii (ATCC® 19606), as a control of antibiotic susceptibility. According to
the breakpoints established by CLSI?®, all the isolates analyzed were
characterized as resistant to CTZ (MIC = 64) and IPM (MIC = 16). The isolates
Acb06 e Acb34 were sensible to GEN with a MIC of 4ug/mL and 2ug/mL,
respectively, whereas Acb09, Acb35 and Acb45 were resistant (MIC 264).

According to Espinoza et al.* the efficacy of a hit-compound as antimicrobial
agent can be classified by their MIC values as; strong inhibitors (MIC < 500ug/mL),
moderate inhibitors (MIC ranging 600-1,500ug/mL) and weak inhibitors (MIC >
1,600pg/mL. Therefore, LMEO presented a strong inhibitory effect on all of the A.
baumannii strains tested (MIC< 500ug/mL). Except for Acb34, which presented a
MIC of 64ug/mL, the other four isolates presented the same value of MIC
(128ug/mL) for LMEO. This result, suggest that the mechanisms of action of
LMEO is conserved between these strains.

Because Gram-negative bacteria have an additional outer membrane, acting as
an effective barrier to compounds, and frequently overexpressing efflux pumps
responsible for innate antimicrobial resistance, most natural products have shown
activity predominantly on Gram-positive bacteria’®. In this regard, an active
compound against Gram-negative bacteria, or having the ability of modulate the
antibiotic susceptibility, can be a promissory as chemotherapeutic'’*®?*%2 The
analysis of checkerboard testing method®* was used to evaluate the effect of
LMEO in combination with the reference antibiotics (CTZ, GEN, IPM) on our
clinical isolates. All the LMEO + antibiotic combinations were characterized as
having only synergic or additive effect on the isolates. None of combinations
presented antagonistic effect. The values of MIC for LMEO alone or in

combination with antibiotics and the FICI were depicted in (Table 3 and 4).
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Table 3: Effect of Lippia macrophylla Essential Oil alone or in combination with reference
antibiotics on clinical isolates of A. baumannii strains.

MIC (ug/mL)

A. baumannii

strains Antibiotic LMEO CTZ+ LMEO GEN+LMEO IPM+LMEO

CTZz >256

Acb06 GEN 4 128 256 (2) 0.5 (8) 1 (64)
IPM 64

CTZ 64

Acb09 GEN 64 128 16 (4) 1 (64) 1 (16)
IPM 16

CTZ 128

Acb34 GEN 2 64 64 (2) 0.25 (8) 4 (8)
IPM 32

CTZ >256

Acb35 GEN >128 159 4 (128) 64 (4) 2 (16)
IPM 32

CTZ >256
Acb45 GEN 128 128 128 (4) 8 (16) 16 (4)

IPM 64

CTZ - ceftazidime; GEN — Gentamicin, IPM- Imipenem, LMEO - Lippia macrophylla essential oil.
The numbers between parentheses represents the fold of MIC reduction for the antibiotic in
combination with LMEO
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Table 4: Fractional inhibitory concentration index (FICI) for the combined treatment of A. baumannii
strains with LMEO and antibiotics

FICI
A.baumannii - ~p7 L) MEO GEN+LMEO  IPM + LMEO
strains

Ach06 2.0 (A) 0.6 (A) 0.5 (S)
Acb09 0.7 (A) 0.5 (S) 0.5 (S)
Acb34 0.7 (A) 0.6 (A) 0.6 (A)
Acb35 0.5 (S) 1.5 (A) 0.3 (S)
Ach45 1.0 (A) 0.5 (S) 0.5 (S)

CAZ — Ceftazidime, GEN - Gentamicin, IPM — Imipenem and LMEO - Lippia macrophylla
Essential Oil. The letter between parentheses corresponding to (A) additive and (S) synergism

Gentamicin is an aminoglycoside antibiotic that binds to the subunit 30S of
bacterial ribosome impairing the protein synthesis®>. The main mechanism of
aminoglycosides resistance towards Gram-negative bacteria is by the modification
of amino or hydroxyl groups of these antibiotics by bacterial enzymes*3. However,
alterations of the binding site of antibiotic to ribosome and changes in cell
permeability were also found in GEN-resistant strains®. In our study, the
combination of LMEO with gentamicin (LMEO + GEN) resulted in additive effect on
Acb06 (FICI = 0.6), Acb34 (FICI = 0.6), and Acb35 (FICI = 1.5), with reduction of
MIC ranging 4 — 8-fold. Synergism was observed for Acb09 and Acb45 (FICI =
0.5), with 16 and 64-fold MIC reductions, respectively. Synergism and additive
effects of essential oils with GEN have been already reported in the
literature'®?23* Although the isolates Acb06 and Acb34 have been previously
characterized as susceptible to GEN treatment, its combination with LMEO was
able to reduce considerably the MIC value for this antibiotic. This finding was
particularly important taking in account that high doses and prolonged treatment
with GEN can lead to serious side effects as nephrotoxicity and ototoxicity™°.

The combination of LMEO and IMP was the most efficient with a synergistic
effect for Acb06 (FICI = 0.5), Acb09 (FICI = 0.5), Acb35 (FICI = 0.3), and Acb45
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(FICI = 0.5) and MIC reductions ranging 4 — 64 fold. LMEO + IMP was also able to
revert the resistance of Acb06, Acb09, Acb35, but not for Acb45, which presented
a MIC reduction of only 4-fold. For this combination, an additive effect was
observed for Acb34, with 8-fold MIC reduction of Imipenem. The imipenem is
carbapenem antibiotic that acts inactivating penicillin-binding proteins (PBP)
leading to the lysis of bacteria or inhibition of cell wall formation®. The resistance
of A. baumannii to imipenem is mainly associated to the enzymatic hydrolysis of
antibiotic by bacterial carbapenemases®’. On the other hand, the antimicrobial
activity of essential oil is attributed to various mechanism of action and/or multiple
targets. The synergic effect of LMEO in combination with IMP can be related to its
ability to permeate cytoplasmic membrane, increasing the membrane permeability,
which ultimately can lead to the rupture of bacterial energetic metabolism ¢ .
The presence of thymol and carvacrol as major constituents of LMEO may favour
the antibacterial activity of this oil. These monoterpenes have a reactive hydroxyl
with ability to form hydrogen bounds with proteins and other molecular targets
essential for bacteria integrity and survival®®.

Differently from LMEO+IMP, which presented synergism for most tested-
isolates, the combination of LMEO with CTZ was predominantly additive for Acb06
(FICI = 2), Acb09 (FICI = 0.7), Acb34 (FICI = 0.7), e Ach45 (FICI = 1), with a 2 to
4-fold reduction in the values of MIC for this antibiotic. Interestingly, the
combination LMEO+CTZ presented a synergism only for Acb35 (FICI =0.5) and
stronger ability to revert the resistance of this isolate, with 128-fold reduction of
MIC. Ceftazidime (CTZ) is a third-generation cephalosporin with broad-spectrum
activity against Gram-negative bacteria, including A. baumannii®®. As IMP, CTZ
also binds to PBP (penicillin-binding protein) enzymes responsible for the
polymerization of peptidoglycan, the main component of the bacterial cell wall.
However, the IMP and CTZ may have different affinity for PBPs, which explains
the diverse spectrum of action existing between these B-lactams.

For long time, synergism has been the main focus for combinatory therapy
as it greatly reduced the effective dosage of antimicrobial required for antibiotic
treatment Therefore, only synergic combination was considered for further
investigation of mechanism of action**. However, additive effects, as observed in
our work for most LMEO combinations and strains, should be not neglected. Yang

et al.*! investigating the additive interactions of cinnamon bark oil (CBO) and
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Meropenem in combinatory therapy, unequivocally showed that additive and
synergistic interaction between CBO and antibiotic were comparable in their ability
to cause bacterial membrane disruption. According to these authors, the additive
interaction may not be able to substitute synergic interaction, but its importance in
studies on combinatory therapy must have to be taken in account.

Because the isolate Acb 35 presented the best results in the combinatory
assays, this strain was chosen for the evaluation of the effects of LMEO, alone or
in combination with the antibiotic ceftazidime (CTZ), on the morphology of A.
baumannii (Fig. 1). Untreated control cells presented characteristic morphology
with well-preserved wall and cytoplasmic membrane (Figs. 1A-B). The cell surface
of untreated A. baumannii was decorated with fimbriae (Fig.1B). The control cells
also presented homogeneous cytoplasm in which scantly distributed
electrondense deposits could be found. Although not all cells were affected by
tested-drugs (confirming the resistant profile of this clinical isolate), in the most
cells treated with both CTZ (Figs. 1C-D) and LMEO alone (Figs 1E-F) there was
an intense peeling of bacteria surface and loss of bacteria fimbriae, as compared
with control. The pili/fimbriae are thin proteinaceous non-flagellar structures
present at the surface of Gram-negative bacteria and play pivotal role on the
bacteria-host cell interactions during infection. The fimbriae also reflect the
bacterial adaptations to the environmental conditions** and mediate the contact
between bacteria and other surfaces, or between neighbouring bacteria, being
essential for biofim formation*®. Therefore, the pathogenicity of A. baumannii is
mainly attributed to its high ability to adhere to and form biofilms on both biotic and
abiotic surfaces. Outer membrane protein A (OmpA) and fimbriae play a key role
in this process, whereas pili and biofilm-associated protein are involved in biofilm
formation®*. The loss of fimbriae, as observed in LMEO and CTZ-treated bacteria,
can lead to impairment of biofilm formation and other processes relevant for the
success of bacterial infection, as adhesion and virulence®®. The treatment with
both LMEO and CTZ alone also caused the appearance of bacterial ghost (BG).
However, ruptured cell wall was not usually observed in cells treated with both
drugs alone. BG, are referred as non-living cell envelope of gram-negative
bacteria produced by the controlled expression of Iytic gene E of bacteriophage
phiX174. In E. coli this gene encodes for a transmembrane protein of 91 amino

acids, possessing non-enzymatic lytic activity. The oligomerization of E-protein
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lead to tunnel formation associated with the fusion of the inner and outer
membrane®. Then, the high intracellular osmotic pressure causes the cytoplasmic
content to be expelled through the tunnel, whereas the entire cell surface
structures, including outer membrane proteins and peptidoglycan layer remain
preserved®®. Previous ultrastructural study showed that the tunnel structures are
preferentially located at site of cell division*®. Consistently, our results showed high
number of incomplete dividing cells on samples treated with LMEO compared with
the control.

Interestingly, our ultrastructural observations showed that the combination
of antibiotic with LMEO (Figs. 1G-H) altered the treated-bacteria in different way
when compared with the effects of CTZ (Figs 1C-D) or LMEO (Figs.1E-F) alone.
The treatment with CTZ and LMEO in combination caused severe rupture of
bacterial membranes and extravasation of the full intracellular content in the
affected cells (Fig 1H) Bulk of bacterial cytoplasm could be observed at
extracellular space (Fig. 1G). However, BG was not usually found in cell treated
with LMEO+CTZ. It is possible that LMEO alters the permeability of bacteria
membranes causing an osmotic imbalance, which was strong enough to cause
their rupture. These results reinforce the synergic effect of the combination of
LMEO e CTZ, as observed in checkerboard assay.

In both LMEO and CTZ-treated cell alone or in combination was possible to
observe an increased production of outer membrane vesicles (OMVs), as
compared with non-treated cells (Figs 1A-B) or A. baumannii susceptible strain
(Fig.1J). This activity was higher on CTZ-treated cells than on LMEO-treated ones,
but it is lower in cells submitted to the combined treatment compared with cells
treated only with CTZ (Figure 1C, inset). Gram-negative bacteria constitutively
secrete various biologically active molecules and virulence factors via OMVS,
throughout non-conventional secretory systems. The OMVs are 10 to 300 nm*’
spherical membrane-bound vesicles usually composed of lipopolysaccharides
(LPS), proteins, lipids, and DNA or RNA*. Their role in intracellular and
intercellular signalling, transfer of virulence factors and eliciting immune response
in host cells has been established in many pathogens, including Acinetobacter®®4°.
The higher production of OMVs in A. baumannii treated with CTZ can be an
important factor of resistance of this isolate against the deleterious effect of this

antibiotic. Our results are in accordance with previous work showing that the
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exposure of A. baumannii to sub-inhibitory concentration of the antibiotic
ceftazidime (CTZ), resulted in an increased formation of OMVs *°. No difference
between untreated Acb35 resistant isolate (Figs 1A-B) and A. baumannii
susceptible strain (ATCC® 19606) (Fig. 11) was observed. On the other hand, the
treatment of susceptible strain with LMEO (Fig. 1J) caused intense surface
peeling, as also observed in Acb35 treated with LMEO and CTZ alone or in
combination and severe alteration of bacterial nucleoid. No OVMs production was
observed in susceptible treated-cells samples, corroborating the hypothesis that

these vesicles are associated to the drug resistance in our A. baumannii isolates.
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Figure 1- Ultrastructural effects of LMEO and CTZ alone or in combination on A. baumannii (A-B)
Untreated Acb35 resistant isolate cells presenting an intact membrane and preserved cytoplasm.
(B) High magnification of control bacterial cell surface decorated with numerous fimbriae (black
arrow). (C-D) CTZ-treated Acb35 cells. Note in (C) the presence of smaller OMVs in extracellular
space (inset) and a vesicle budding from the cell surface (white arrow). (D) High magnification of
CTZ-treated cell showing the absence of fimbriae at the cell surface. (E-F) LMEO-treated Ach35
cells. (E) Low magnification of bacterial culture showing the presence of bacterial ghost (black star)
and membrane peeling (black arrow). (F) Detail of damaged bacteria presenting intense surface
peeling, the appearance of membrane profiles in extracellular space and absence of fimbriae at cell
surface, and condensation of nucleoid. (G-H) Acb35 treated with LMEO+CTZ. (G) Low
magnification of cell culture showing bulk of cell cytoplasm in the extracellular space (arrow). (H)
Detail of cell showing the extravasation of cytoplasm content (black star) and condensed nucleoid
(nu). (J) Untreated susceptible ATTC strain of A. baumannii (H) Susceptible strain treated with
LMEO. Bars: A, C, G, H, I and J =500 nm; B, D, F= 200 nm; E= 1um

Taken together, our results demonstrated the high antibacterial activity of LMEO,
alone or in combination with reference antibiotics, on resistant isolates of A.
baumannii. These results pointed to the use of LMEO alone or in combination as
potential antibacterial agent. In addition, LMEO can be also applied as a surface

sanitizer for management of MDR A. baumannii in health-care units

Experimental Section

Plant material and essential oil - The essential oil from Lippia Macrophylla was
obtained from the leaves of mature plants collected (March 2013) at the Parque
Nacional do Catimbau (8° 24 00 and 8° 36 35 S and 37° 09 30 and 37° 14 40
WG), in the state of Pernambuco, Brazil. The plant were identified by Dr.
Alexandre.Gomes da. Silva and voucher specimen were deposited (IPA 93,622) at
the Herbarium of the Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA). The LMEO was
extracted by hydrodestilation and kindly provided by Dra. Marcia Vanusa da Silva
(Departament of Biochemistry, Federal University of Pernambuco). The chemical
characterization of LMEO was previously performed by Dr. Daniela Navarro

(Chemistry Department, Federal University of Pernambuco) *°.

The sample
collections were carried out in accordance with the principles adopted by Brazilian
environmental law and authorized by Brazilian Ministry of Environment (SISBIO

under number 26743-3).
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Bacterial strains — Five clinical isolates of Acinetobacter baumannii (Acb06,
Acb09, Acb34, Acb35 and Acb45) with different STs, were obtained from three
hospitals in the Metropolitan Region of Recife/Pernambuco state, in the years
2010, 2012 and 2014. The isolates were collected from different sites of infection
(blood, catheter, cerebrospinal fluid and urinary tract). The reference susceptible
A. baumannii ATCC 19606 was also included. The bacterial samples were stored
in the Department of Microbiology at the Instituto Aggeu Magalhdes (1AM, Fiocruz-
PE). The identification of genus and species were performed in previous study by
matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry
(MALDI-TOF MS) technique °* using the software MALDI Biotyper system version
2.0 (Bruker Daltonics).

Minimum Inhibitory Concentration (MIC) Determination - The minimal
inhibitory concentration (MIC) was determined by broth microdilution test,
accordingly to the Clinical and Laboratory Standards Institute guidelines (CLSI,
2005). The reference antibiotics used in this study were ceftazidime, gentamicin
and imipenem. A stock solution of LMEO and the antibiotics were prepared in
DMSO and ultrapure water at 100 ug/mL for the LMEO and 64-256 ug/mL for
antibiotics, respectivelly. At this concentration, DMSO did no exert any
antibacterial effect on bacterial isolates or the reference strains of (data not
shown). A. baumannii strains were incubated overnight agar MH (Sigma-Aldrich,
United States) at 37°C. The bacterial cultures were then diluted in MH broth
(Cation-adjusted Mueller-Hinton broth, Fluka — Sigma-Aldrich, United States) to
McFarland 0.5 (1x10® CFU/mL). To each well, 50 mL of dilution of the LMEO or
antibiotic (2-256 pg/mL), and 50 pL of a bacterial suspension were added to
McFarland 0.5 to achieve a final volume of 100 pL. Wells containing only culture
medium were used as a blank. E. coli (ATCC® 25922) and A. baumannii (ATCC®
19606) were used as control. After incubation, 20 pl of 0.01% of resazurin (Sigma
Aldrich — USA) was added to each well. The plates were reincubated for 2h at
37°C and subsequently evaluated visually for colour change. Blue/purple colour
indicated no bacterial growth while pink/colourless indicated bacterial growth. The
MIC value was taken at the lowest concentration of antibacterial agents that
inhibits the growth of bacteria (colour remained in blue) *3. These assays were

performed in duplicate in two independent experiments.
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Checkerboard Assays - The analysis of the effect of LMEO in combination
with antibiotics (ceftazidime, gentamicin and imipenem), against multidrug
resistant A. baumannii strains, were performed by using the checkerboard method
described by Motyl et al. (2005), with modifications. Briefly, the bacterial
suspension (50 puL at McFarland 0.5/1x10® CFU/mL) were added to previously
prepared 96-well plates containing combined serial twofold dilutions of LMEO
along horizontal rows and the reference antibiotic along the vertical rows. Bacteria
cultivated with LMEO or antibiotic alone (fist horizontal and vertical rows,
respectively) were used as a control. The concentrations used ranged from 4 to
256 pg/mL for LMEO, 0.25 to 256 pg/mL for ceftazidime and 0,125 to 128 pg/mL
for gentamicin and imipenem. The plates were incubated at 37°C for 24h and the
Fractional inhibitory concentration index (FICIs) were calculated by the formula

FICI= (MIC, combination/MIC, alone) + (MIC, combination/MIC;, alone).

Where, a=LMEO and b= reference antibiotic

The results were interpreted as follows: FICI < 0.5 synergic effect, 0.5 < FICI < 4
additive effect and FICI > 4 as a antagonistic effect.

Transmission Electron Microscopy analysis - Suspensions of resistant
Acinetobacter baumannii (isolate Acb 35) growth in MH broth (Cation-adjusted
Mueller-Hinton broth, Fluka — Sigma-Aldrich, United States) were exposed to
LMEO alone or LMEO + CTZ CTZ (1/2 MIC LMEO + 1/128 MIC CAZ) in culture
medium for 24 hours, at 37°C. Untreated cells and susceptible A. baumannii
ATCC strains were used as a control. After incubation time, the samples were
centrifugated at 1,500 x g for 5 min, the pellets were fixed for 1 hour in 2.5%
glutaraldehyde/4% paraformaldehyde/ in 0.1 M cacodylate buffer at room
temperature. After fixation, the cells were washed in the same buffer and post-
fixed in 1% osmium tetroxide/0.8 % potassium ferricyanide/SmM CaCl, in 0.1 M
cacodylate buffer, pH 7.2 at room temperature for 1 hour in dark conditions. Then,
the samples were dehydrated in a graded acetone and embedded in PolyBed 812
resin. Ultrathin sections were collected in grids of 300 mesh, stained with uranyl
acetate and lead citrate and examined with a Tecnai Spirit Biotwin G2 (FEI

Company, Germany) transmission electron microscope operated at 80 KV.
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ABSTRACT

Acinetobacter baumannii is a gram-negative opportunistic pathogen that due to its
ability to present resistance to multi-drug, extended-drug or pan-drug resistance
has become a serious problem of public health and a real medical challenge. In
this work we investigated the antibacterial activity of thymol and carvacrol alone
and in combination, against clinical resistant isolates of A. baumannii . We also
carried out a comparative transcriptomic analysis through sequencing, using RNA-
sequencing protocol, on Acb35 strain under different treatments with the
compounds isolated or in combination. Our results showed that thymol e carvacrol
alone strongly inhibited the bacteria growth (MIC< 500ug/mL) presenting
synergism (FICI < 0.5) or additive effects (0.5 < FICI £ 4) when used in
combination on of multi-resistant A. baumannii clinical isolates. The cytotoxicity
assays showed that at concentrations of thymol and carvacrol able to inhibiting
bacterial growth these compounds were neither cytotoxic to Vero cells or
presented haemolytic effect on the erythrocytes. In addition, our results indicated
protein coding mMRNA associated with ribosomal subunit assemble are down-
regulated under all experimental conditions tested. However, the up-regulation of
some genes encoding proteins in response to carvacrol and thymol varied
according to the experimental condition. The combination of carvacrol and thymol
caused a positive regulation of stress response genes encoding proteins and
transcriptional regulators. The results suggest thymol and carvacrol as a potential

chemotherapeutic agent in the control MDR A. baumannii infections.
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INTRODUCTION

Acinetobacter baumannii is an important pathogen associated with hospital-
acquired infections worldwide. This microorganism is able to survive and grow in
diverse environments, including intensive care units (ICUs). Ventilator-associated
pneumonia, wound and catheter-associated urinary tract infections are the most
common manifestations of Acinetobacter in the ICUs. (Lee et al., 2017; Qin et al.,
2018) (Badave and Dhananjay, 2015; Harding et al., 2017; Jha et al., 2017). Due
to its ability to acquired resistance genes to a vast array of antimicrobials, the
treatment of A. baumannii-associated infections has become a major challenge in
recent decades. Recent studies strongly suggest that the acquisition of the
multidrug resistant (MDR) phenotype is a determining factor for the success of A.
baumannii as a nosocomial pathogen (Antunes et al., 2014; Bialvaei et al., 2017,
Qin et al., 2018).

Traditionally, plants have been considered as an important source of
biological active molecules which can be prospecting as drug candidates for
treating a variety of diseases (Karumathil et al.,, 2018). Essential oils, from
medicinal plants consist of a mixture of aromatic and volatile compounds with
recognized biological properties including antibacterial, antifungal, trypanocidal
and larvicidal activities (Bassolé and Juliani, 2012b; Hyldgaard et al., 2012; Cirino
et al.,, 2015; De Souza et al., 2017; Engel ; Silva et al., 2017). Carvacrol and
thymol isomers are terpenoids found as major constituents of essential oils
Origanum spp., Thymus spp. and Lippia macrophylla with proven antimicrobial
activities, related to the presence of carvacrol and thymol terpenes (Hyldgaard et
al., 2012; De Souza et al., 2017; Engel et al., 2017; Kachur and Suntres, 2019;
Memar et al., 2017). Additionally, carvacrol and thymol are generally considered
safe and both of them have been approved by the Federal Drug Administration
(FDA) for human consumption, as food additives (Kachur and Suntres, 2019). In
this study, we evaluated the antimicrobial potential of thymol and carvacrol alone
or in combination in clinical isolates of A. baumannii. We also analyzed,
comparatively, the bacterial transcriptome, in attempt to identify the possible
molecular mechanisms of action of thymol and carvacrol alone or in combination

on this microorganism.
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MATERIALS AND METHODS
Chemicals and preparation of stock solutions for the antimicrobial assays

The carvacrol and thymol were obtained from Sigma-Aldrich, Co. (St. Louis, MO).
Stock solutions of carvacrol and thymol, at a final concentration of 1024ug/mL
each, were freshly prepared in DMSO. The combination of carvacrol and thymol
was prepared by mixing equal volumes of the stock solutions of the two

compounds.
Bacterial strains

Five clinical isolates of Acinetobacter baumannii (Acb06, Acb09, Acb34, Ach35
and Acb45) with different STs (ST1, ST15, ST79, ST113), were obtained from
three hospitals in the Metropolitan Region of Recife/Pernambuco state, in previous
study.. These isolates were collected in the years 2010, 2012 and 2014, from
different sites of infection (blood, catheter, cerebrospinal fluid and urinary tract).
The reference susceptible A. baumannii ATCC 19606 was also included. The
bacterial samples were stored in the Department of Microbiology at the Aggeu
Magalhédes Institute (Fiocruz-PE). The identification of genus and species were
performed by matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass
spectrometry (MALDI-TOF MS) technique (Claydon et al., 1996) using the

software MALDI Biotyper system version 2.0 (Bruker Daltonics).
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) Determination

The minimal inhibitory concentration (MIC) was determined by broth microdilution
test, accordingly to the Clinical and Laboratory Standards Institute guidelines
(CLSI, 2005). The reference antibiotics used in this study were ceftazidime,
gentamicin and imipenem. A stock solution of thymol, carvacrol and the antibiotics
were prepared in DMSO and ultrapure water at 1024ug/mL for the thymol or
carvacrol and 64-256 pg/mL for antibiotics, respectively. At this concentration,
DMSO did no exert any antibacterial effect on bacterial isolates or the reference
strains of (data not shown). A. baumannii strains were incubated overnight agar
MH (Sigma-Aldrich, United States) at 37°C. The bacterial cultures were then
diluted in MH broth (Cation-adjusted Mueller-Hinton broth, Fluka — Sigma-Aldrich,
United States) to McFarland 0.5 (1x10® CFU/mL). To each well, 50 mL of dilution
of the thymol or carvacrol or antibiotic (2-256 pg/mL), and 50 uL of a bacterial
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suspension were added to McFarland 0.5 to achieve a final volume of 100 pL.
Wells containing only culture medium were used as a blank control. E. coli
(ATCC® 25922) and A. baumannii (ATCC® 19606) were used as control of
susceptibility to antibiotics. After incubation, 20ul of 0.01% of resazurin (Sigma
Aldrich — USA) was added to each well. The plates were reincubated for 2h at
37°C and subsequently evaluated visually for colour change. Blue/purple colour
indicated no bacterial growth while pink/colourless indicated bacterial growth. The
MIC value was taken at the lowest concentration of antibacterial agents that
inhibits the growth of bacteria (colour remained in blue) (Loo et al., 2018). These

assays were performed in duplicate in two independent experiments.
Cytotoxicity to Vero Cells

In order to determine the cytotoxic potential of thymol and carvacrol, Vero cells
linage was used. Initially, Vero cells were seeded in a 96-well microplates at a
concentration of 2x10°cells/mL in RPMI medium without phenol red supplemented
with 10% FBS and then incubated for 24h in 5% CO, at 37°C. Afterwards, the cells
were treated for 24h in 5% CO, at 37°C with different concentrations of thymol or
carvacrol (512-32ug/mL). After incubation, the cells were washed and MTT (3-
[4,5-dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) at 50ug/mL was
added to each well. The microplate was incubated for 3h in 5% CO, at 37°C. Cell
cultivated in drug-free medium were used as a control. DMSO was added to each
well to solubilize the formed-formazan crystals, and absorbance was read in
540nm in a microplate reader (Benchmark plus Bio-Rad®, California, EUA). The
concentration able to kill 50% of the cells (CCsp) was calculated by linear
regression. Each assay was carried out in quadruplicate of two individual

experiments.
Hemolytic activity

The hemolytic activity was performed by incubating 75uL of serially diluted thymol
or carvacrol in saline solution (NaCl 0.85%+CacCl,) with 75uL of 2% red blood cells
suspension (human O+) for 3h at 37°C in a 96-well microplate (U-bottom shape)
under constant agitation. The microplate was centrifuged at 1500 g for 4min. Cell
lysis was measured in 540nm at microplate reader (Benchmark plus Bio-Rad®,
California, EUA). Erythrocytes in saline or treated with Triton X-100 were used as

negative and positive control of hemolysis, respectively. The results were
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determined by the percentage of hemolysis compared to the positive control
(100% hemolysis) and negative control (0% hemolysis), and all tests were

performed in quadruplicate in two individual experiments.
Statistical analysis

Statistical analysis was performed using ANOVA. The data were analyzed by
GraphPad Prism 5.0 program (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

Checkerboard Assays

The analysis of the effect of thymol and carvacrol in combination, against
multidrug resistant A. baumannii strains, were performed by using the
checkerboard method described by Motyl et al. (2005), with modifications. Briefly,
the bacterial suspension (50 pL at McFarland 0.5/1x10® CFU/mL) were added to
previously prepared 96-well plates containing combined serial twofold dilutions of
thymol along horizontal rows and carvacrol along the vertical rows. Bacteria
cultivated only with thymol (fist horizontal row) and carvacrol (fist vertical row) were
used as a control. The concentrations used ranged from 2 to 256ug/mL for both
compounds. The plates were incubated at 37°C for 24h and the Fractional
inhibitory concentration index (FICIs) were calculated by the formula:

FICI= (MIC, combination/MIC, alone) + (MIC, combination/MIC;, alone).

Where, a=LMEO and b= reference antibiotic
The results were interpreted as follows: FICI < 0.5 synergic effect, 0.5 < FICI < 4

additive effect and FICI > 4 as a antagonistic effect.
RNA-seq library construction

For the RNA-seq, 2,5x108 cells of Acinetobacter baumannii, treated with thymol,
carvacrol or both combined were incubated for 24h at 37°C. Non-treated cells
were used as the negative control. The RNA was extracted with SV Total RNA
Isolation System Kit (Promega, Wisconsin) and the RNAs obtained were quantified
using Qubit® 2.0 fluorochemical apparatus (Invitrogen; Thermo Fisher Scientific,
Inc., Massachusetts) with the HS Assay Kit RNA reagent (Invitrogen; Thermo
Fisher Scientific, Inc., Massachusetts). Depletion of ribosomal RNA was realized
with the RiboMinus™ Transcriptome Isolation Kit (Invitrogen; Thermo Fisher
Scientific, Inc., Massachusetts) and the samples having = 100 ng RNA were used
to make the cDNA libraries with TruSeq Stranded mRNA Library Prep Kit system
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(Mlumina Inc.). The sequencing was performed in the MiSeq (lllumina Inc.). with
MiSeq® Reagent Kit v3 cartridge 150 cycles (lllumina Inc.).

RNA-seq analysis

Data from lllumina were analyzed by FastQC to check the sequences quality, the
adapters and low quality sequences were removed using Trimmomatic 0.36
(http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic), STAR (DOBIN, et al., 2012) was
used to map the sequences to A. baumannii genome (Abaumannii_35_ Genome.fasta)
and to count the number of reads.

The identification of differentially expressed genes was performed using Galaxy package
and EdgeR package (Robinson et al., 2009). This package normalizes the data by
negative binomial distribution to compare the samples with the highest accuracy. Once
the p-values of each gene were obtained, the False Discovery Rate (FDR) correction was
applied in order to correct errors associated with multiple tests. Differentially expressed
genes were those that had a corrected p-value of less than 0.05. The results were plotted
on graphs according to protein annotation. The minimum of 2-fold increase over the
negative control (Log2 (I Ratio) >1) was considered.

RESULTS
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) Determination

MICs of carvacrol, thymol and antibiotics were evaluated in A. baumannii strains
Acb06 (ST79), Acb09 (ST1), Acb34 (ST15), Acb35 (ST113) and Acb45 (ST1)
(Table 1). Carvacrol MIC values remained constant (MIC = 128ug/mL), varying
only for Acb34 and Acb35 isolates (64ug/mL). Regarding thymol, MICs were
slightly lower compared to carvacrol, showing values between 32 and 64ug/mL.
MICs of ceftazidime (CAZ), ciprofloxacin (CIP), gentamicin (GEN) and imipenem
(IPM) were determined against A. baumannii clinical isolates to confirm the
resistance of these isolates. E. coli (ATCC® 25922) and A. baumannii (ATCC®
19606) strains were used as controls. Based on Clinical and Laboratory Standarts
Institute (CLSI, 2017) breakpoints, all isolates were classified as resistant to CAZ
(MIC> 64 pg/mL), CIP (MIC> 32 pg/mL) and IPM (MIC> 16 pg/mL). Regarding
GEN, isolates Acb06 and Acb34 were considered susceptible with MICs of 4ug/mL
and 2ug/mL, respectively. Acb09, Acb35 and Acb45 isolates showed GEN
resistance with MIC > 64 pg/mL.
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Table 1: MICs of thymol, carvacrol and antibiotics on A. baumannii strains

MIC (ng/mL)

Strain Sequence type CAZ CIP GEN IPM Thymol  Carvacrol

:b06 ST79 >128  >32 4 32 64 64
:b09 ST1 64 >32 >64 16 64 64
:b34 ST15 128 >32 2 32 32 64
:b35 ST113 >128  >32 >64 32 32 32
:b45 ST1 >128  >32 >64 64 64 128

Cytotoxicity assay

The cytotoxic potential of thymol and carvacrol on the Vero Cells was
evaluated by MTT methodology (Figures 1A e 1B). Compared to the control cells
(100% of viability), a significant decrease of A. baumannii viability was observed
only at higher concentrations (128 and 256ug/mL) for both compounds. For
concentrations bellow 128ug/mL the percentage of cell viability varied from 80 to
90% for thymol and carvacrol, respectively. The concentration able to reduce the
cell viability by 50% (CCsp) was estimated 242.3 = 4.2 pg/mL for carvacrol and
232.5+ 19.7 for thymol. Independent on the bacterial isolate, our results showed
that both thymol and carvacrol were more selective against the bacteria than to
mammalian cell, when the cytotoxicity for Vero cells was compared with the
antibacterial effect of these compounds. The selectivity index of these molecules
varying from 1.89 to 7.57 (Table 2). No significant haemolytic activity was
observed in all the concentrations tested of both compounds tested and the
concentration able to cause haemolysis to 50% of erythrocytes was estimated as
higher than 256pug/mL.
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Table 2: Thymol and carvacrol selectivity index

A baumannii MIC (ng/mL) Selectivity Index (Sl)

Strain Thymol Carvacrol Thymol Carvacrol
Achb06 64 64 3.63 3.78
Acb09 64 64 3.63 3.78
Acb34 32 64 7.26 3.78
Acb35 32 32 7.26 7.57
Ach45 64 128 3.63 1.89
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Figure 1. Effects of carvacrol (A) and thymol (B) on the viability of Vero cells lines cell

viability. The asterisk indicates no significant differences between the concentrations tested

(***P < 0.0001)
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The effects of the interaction between thymol and carvacrol were determined by

the Checkerboard assay. Data of the MICs of compounds alone and in

combination, as well as fractional inhibitory concentration indices (ICFs) are

showed in Table 2. The meaning of FICI as synergistic effect (FICI < 0.5), additive

effect (0.5 <FICI < 4) and antagonism (FICI> 4) have been previously described.

The combination of thymol with carvacrol had an additive effect on Acb06 (FICI
0.62) and Acb35 (FICI 0.75) isolates, with a reduction in MIC values of 2-4 fold

and 2-8 fold for timol and carvacrol, respectively. As a result of the interaction
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fold and 2-8 fold for thymol and carvacrol MICs respectively.
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Table 3: Effect of thymol and carvacrol alone or in combination on clinical isolates of A.

baumannii strains.

MIC (ng/mL)
. Thymol Carvacrol Thymol in Carvacrol in
A. baumannii o o FICI
alone alone combination combination
strains
Acb06 64 64 32(2) 8(8) 0.62 (A)
Acb09 64 64 16 (4) 16 (4) 0.50 (S)
Acb34 32 64 16 (2) 16 (4) 0.50 (S)
Acb35 32 32 8(4) 16 (2) 0.75 (A)
Acb45 64 128 32(2) 16 (8) 0.37 (S)

The numbers between parentheses represents the fold of MIC reduction for the thymol and

carvacrol in combination. The letter between parentheses corresponding to (A) additive and (S)

synergism.

RNA_Seq

To investigate which genes were significantly modulated after treatment with

thymol, carvacrol and the combination of both, the untreated Acb35 isolate

transcriptome (control) was compared with the same isolate transcriptome after

treatment (S1). A total of 64 genes were up-regulated and 63 genes were down-

regulated. However, most of them consisted of genes encoding hypothetical

proteins and were excluded from the analysis. Thus, 55 genes remained for further

analysis, of which 20 were up-regulated and 35 down-regulated. Among the down-
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regulated genes, 14 were present under the three previously described treatment
conditions. Protein-encoding mRNA involved in the structural composition of
ribosomes constituted the largest gene group. The expression of genes encoding
outer membrane proteins, precursor proteins in the formation of fimbriae and the
type IV secretory pathway were also altered. Although Acb35 presented similar
responses with regard to down-regulated genes, it was observed that the strain
produced distinct responses to up-regulated genes. Thymol specifically induced
down-regulation of 28 genes, but only one was up-regulated (Fig. 2). When
exposed to carvacrol treatment, nine genes (involved with cellular stress response,
ribosomal hibernation processes and iron and sulfur metabolism) were up-
regulated (Fig. 3). Considering the combination of thymol and carvacrol treatment,
it was observed that a total of 11 genes (which encodes proteins related to
biological processes, transcriptional regulation of resistance mechanism and

virulence and protein exportation) were up-regulated (Fig 4).
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Figure 2: Positively and negatively genes regulated after treatment with Thymol
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Figure 4: Positively and negatively genes regulated after treatment with Thymol plus Carvacrol
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DISCUSSION

Carvacrol and its isomer thymol, has been identified as the main
constituents of essential oils from medicinal plants, with recognized antibacterial
activity (ref). These compounds alone have been also evaluated for their biological
activity against Gram positive and Gram negative pathogens (Cirino et al., 2015;
Memar et al., 2017; Raei et al., 2017). However, most of these studies are limited
by the use of reference susceptible strains, which are usually strikingly different
from relevant multi-resistant clinical isolates (Fux et al., 2005). In this regard, in
this study we investigated, for the first time, the bactericidal effect of carvacrol and
thymol alone or in combination on multiresistant clinical isolates of Acinetobacter
baummanni from different hospital source, as well as their impact on the gene
expression using comparative transcriptome analysis.

Our results showed that both compounds alone are able to significantly
decrease the bacterial growth in a similar way, with MIC values varying from 32-64
and 32-128ug/mL for thymol and carvacrol, respectively. Compared to reference
antibiotics our results showed that carvacrol and thymol present lower MIC values.
These promissory results prompted us to investigate whether the antibacterial
effected of carvacrol and thymol could be enhanced by their use in combination.
Taking in account the current scenario of antibiotic resistance worldwide and the
urgent need for the discovery of novel efficacious drug against A. baumannii, the
association of different molecules can be an interesting strategy for the discovery
of novel antimicrobial drugs against A. bamannii. (WHO, 2017). Accordingly, the
synergism between drugs has been considered a important weapon in the
prevention and combat of resistance in bacteria, including A. baumannii (Li et al.,
2017). Our checkboard assay indicated that the combination of carvacrol and
thymol presented a synergic effect for most of isolates whereas against the
isolates Acb06 and Acb35 carvacrol-thymol association presented additive effect.
The difference existing between the isolates may be due to the distinct resistance
profile of these distinct clones. In agreement with this hypothesis the previous
genomic analysis demonstrated that the clone Acb35 presents higher resistance
among these clinical isolates (data not shown).

The bactericidal activity of thymol and carvacrol has been mainly attributed

to the presence of reactive hydroxyl, which can form hydrogen bounds with
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catalytic site of relevant membrane enzymes, leading to its inactivation and
ultimately, the bacteria rupture (Guimarées et al., 2019). However, our previous
ultrastructural studies, using these same Acinetobacter baumannii isolates tested
in the present study, revealed no significant cell membrane rupture when these
bacteria were treated with thymol and carvacrol-rich essential oil from Lippia
macrophylla (unpublished data). Thus, it is possible that other antibacterial
mechanism are been trigger by these compounds. To better investigate the
mechanism behind the effect of thymol and carvacrol alone or in combination on
A. baumannii isolates a comparative transcriptome analysis was performed.

Concerning to down-regulated genes thymol and carvacrol alone or in
combination induced similar response. Interestingly, a set of gene related to
ribosomal proteins of both small and large ribosomal subunits is affected by the
treatments. These proteins play an important role in the assemble and binding of
mature ribosomes. They also are related to t-RNA binding. Some of these gene
products are usually found circling the exit of polypeptide channel (Gabashvili et
al., 2001; Lecompte et al., 2002). As carvacrol and thymol, ribosomal structures
are the target of several antibiotics. Macrolide antibiotics, for instance was shown
to inhibit the bacterial protein biosynthesis by preventing peptidyltransferase from
adding the growing peptide in the nascent peptide exit tunnel (Gabashvili et al.,
2001). The expression of genes coding for proteins responsible for the virulence of
bacteria, as those acting as precursors of out membrane, fimbriae formation, and
belonging to type IV secretion system are also negatively affected by these
compound. As a possible consequence, the bacteria may become more
permeable and susceptible to lysis. The down regulation of transcript products of
fimbriae could lead to impairment of bacteria adhesion and biofilm formation, a
pivotal process for the success of infection. Finally, by negatively interfere with the
type IV secretion the treatment with the compounds alone or in combination could
reduce the conjugative transference of DNA, plasmids and other mobile genetic
elements (Morris et al., 2019). Individually, thymol down-regulated the expression
of genes encoding outer membrane proteins, DNA-bind proteins and one beta-
lactamase, suggesting this compound as promissory adjuvant in combination with
beta-lactam antibiotics. This compound also inhibited coding mRNA entericidin B a
bacteriolytic lipoprotein responsible for the response to toxic substance (Lopez et
al., 2017).
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The comparative transcriptome analysis of A. baumannii treated with
carvacrol alone revealed other negatively regulated genes for proteins as ATP-
synthases, which are responsible for the coupled transport of protons, synthesis or
hydrolysis of ATP (Nakanishi-Matsui et al., 2016). The down regulation of ATP-
synthase together with the deleterious effect of carvacrol on the membrane
potential can result in collapse of the proton motive force and depletion of ATP
pool, leading to bacteria death (Ultee et al., 2002; Kachur and Suntres, 2019).
Differently from thymol, which down regulated the expression of gene for
bacteriolytic lipoprotein entericidin B, the treatment with carvacrol caused a up
regulation of genes for this protein as well as other genes related to stress
responsabile for dimerization of 70S yield inactive hibernating 100S complexes.
Because the protein synthesis is one the most energy demanding cellular process,
the ability of bacteria to control this process is essential for life. The inactivation of
100S complexes via 70 S ribosome is a reversible response which tend to be
revert at more favourable environmental conditions (Beckert et al., 2018; Matzov
et al., 2019). Thus, a compound able to induce ribosome hibernation could be an
attractive target for the development of novel antimicrobial agents (Matzov et al.,
2019). Genes coding for proteins related to iron metabolism were also affected by
the treatment of A. baumannii with carvacrol alone. Iron-sulphur cluster are
considered a key cofactors on proteins intervening in a multiple conserved cellular
process, such as gene expression, DNA repair, RNA modification, central
metabolism and respiration. Here, we demonstrated an up-regulation of genes for
iron-surphur cluster proteins IscA and IscU which participate in the iron
metabolism as well as in the bacterial response to oxidative stress (Brzdska et al.,
2006; Zimbler et al., 2012).

For the combination carvacrol-thymol the down-regulated genes were
mainly those related to ribosomal assemble and function as observed for cells
treated with these compounds alone. Interestingly, the transcriptome analysis for
the combination of compounds showed up-regulated response that differs from
those found for these molecules alone. For instance, genes for transcriptional
regulator belongs to the TetR family were positively regulated in presence of the
combination of carvacrol-thymol. These proteins have a key role on the gene
regulation of virulence factors responsible for the commutation between opaque

and transparent phenotypes (Morris et al., 2019). The genes for AraC proteins
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were up-regulated in presence of carvacrol-Thymol combination. These proteins
are positive transcriptional activators related to sugar degradation, as arabinose
(Gallegos et al., 1997). Genes for phage integrase were also positively regulated.
These enzymes mediate the unidirectional site-specific recombination between a
short sequence of phage DNA, the phage attachment site, attP, and a short
sequence of bacterial DNA, the bacterial attachment site, attB (Groth and Calos,
2004).

The cytotoxicity of carvacrol and thymol to mammalian cell has been a
matter of controversies. Ruiz-Cabello et al. (2014) showed that high
concentrations of carvacrol and its misture with thymol cause cytotoxic effect in
Caco-2 Cells. Paradoxically, these same authors demonstrated that these
molecules have a protective effect on these cells and are able to reverse oxidative
damage. In this work we showed that both compound did not exert significant
cytotoxicity on Vero cells or haemolytic effect on human erythrocytes. Carvacrol
and thymol have also reported as nontoxic for dermal fibroblast and keratinocytes
with cell viability higher than 80%, at analogous concentration used in our study
(Garcia-Salinas et al., 2018). Furthermore, the CCsy for Vero cells were higher
than MIC values for bacteria.

CONCLUSION

Taken together, our results showed that treatment of bacteria with carvacrol
and thymol alone or in combination caused up-regulation of gene transcripts
mainly involved in stress response and energy metabolism. The most common
down-regulated genes were related to ribosome assembling and processing of
polypeptide chain. Interestingly, Rao et al, demonstrated that treatment of fungus
Saccharomyses cerevisiae with terpenoid phenols including thymol and carvacrol
also caused down-regulation of gene involved in ribosomal biogenesis (Rao et al.,
2010) . These data corroborate the hypothesis that the thymol and carvacrol
activate a complex cascade of bacterial responses besides the simply induce
membrane injury (Rao et al., 2010). The low cytotoxicity of carvacrol and the
antibacterial activity of these compounds reinforce the use of these molecules as a
start point for the development of new drugs against multiresistant A. baumannii

infection.
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4 DISCUSSAO GERAL

Ha uma enorme variedade de 6leos essenciais que podem ser obtidos de
diferentes plantas e, tem sido demonstrado que a maioria deles exercem atividade
antimicrobiana bem caracterizada contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, além de outros microrganismos, como leveduras e tripanossomatideos
(Bassolé and Juliani 2012a; De Souza et al. 2017; Valdivieso-Ugarte et al. 2019).
Neste trabalho, avaliamos o potencial antimicrobiano dos O6leos fixos de Attalea
speciosa (OFAS); Acrocomia intumescens (OFAI); Acrocomia aculeata (OFAA);
Caryocar coriaceum (OFCC) e os 6leos essenciais de Syagrus coronata (OESC);
Eugenia brejoensis (OEEB); Lippia alba (OELA) e Lippia macrophylla (OELM).
Seguindo a classificacdo adotada por Espinoza (Espinoza et al. 2019) para
valores de MIC (MIC<500ug/mL inibidores fortes, MIC entre 600 e 1.500ug/mL
inibidores moderados e MIC> 1.600ug/mL inibidores fracos), podemos dizer que
apenas os Oleos essenciais das espécies do género Lippia apresentaram forte
inibicdo da atividade bacteriana, com MICs entre 64 e 128ug/mL (Tabela 1 —
apéndice). Os resultados obtidos confirmam a atividade antimicrobiana
caracteristica do género Lippia (Pascual et al. 2001; de Souza et al. 2017; Porfirio
et al. 2017)

As propriedades antimicrobianas observadas nos 6leos essenciais tém sido
atribuidas aos seus constituintes, que, normalmente, agem de forma sinérgica ou
aditiva para exercer seus efeitos. Alguns mecanismos de a¢ao descritos incluem a
ruptura da parede celular e da membrana, levando ao vazamento do contetdo
intracelular e lise da bactéria; inibicdo de bombas de efluxo; distlrbios no
equilibrio do ATP que alteram as atividades celulares mediadas por energia;
alteracdo na sintese proteica; inibicdo da formacédo de biofilme e disturbios no pH
(Kachur e Suntres 2019; Valdivieso-Ugarte et al. 2019).

As analises de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
(GC/MS) realizadas no OELM e OELA (Tabelas 2 e 3 -apéndice) revelaram que a
composicdo quimica de ambos € quase que em sua totalidade representada por
monoterpenos, sendo carvacrol e seu isbmero timol os compostos em maior
proporcao. O timol e carvacrol caracterizam-se pela presenca de uma hidroxila
reativa capaz de formar ligacdes de hidrogénio com sitios ativos de enzimas alvo,

ocasionando sua inativacao e levando a uma disfun¢do ou ruptura da membrana
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celular (Guimarées et al. 2019).

Com base na boa atividade apresentada pelos 6leos do género Lippia
frente aos isolados de A. baumannii, foi realizada a interacdo destes com
antibiéticos de uso clinico para os quais os isolados apresentavam resisténcia.
Tanto a interacdo do OELM ( dados presente no capitulo l)quanto a interacdo do
OELA (tabelas 3 e 4 — apéndice) produziram efeitos aditivos e sinérgicos. Embora
a literatura descreva com mais interesse as interacdes do tipo sinérgica, os efeitos
aditivos observados ndo devem ser ignorados visto que a aditividade também
pode diminuir a dose minima eficaz de qualquer agente antimicrobiano (Yang et
al. 2017)

Os efeitos biologicos observados no 6leos essenciais sdo comumente
creditados aos componentes majoritarios e alguns estudos mostram que varios
desses compostos exibem propriedades antimicrobianas significativas quando
testados isoladamente (Bassolé e Juliani 2012). Desta forma, avaliamos o efeitos
do carvacrol e seu isbmero timol contra isolados clinicos de A. baumannii
multirresistentes. Os resultados obtidos para os compostos demonstraram que
ambos foram capazes de inibir o crescimento bacteriano de forma semelhante
com valores de MICs entre 32-64ug/mL e 32-128ug/mL para timol e carvacrol,
respectivamente. Em comparacdo com os dados obtidos da atividade
antimicrobiana dos Oleos essenciais de Lippia macrophylla e Lippia alba,
podemos dizer ndo houve diferenca nas concentracdo necessarias para inibir o
crescimento bacteriano.

O efeito da interacdo entre timol e carvacrol também foi avaliado nos
isolados de A. baumannii sendo observada uma reduc¢éo no valor da MIC tanto de
timol quanto de carvacrol. Quando comparamos o0s valores das concentracdes
inibitérias dos antibidticos com o0s obtidos da interagdo entre 0s compostos
podemos dizer que tanto timol quanto carvacrol tiveram um efeito antimicrobiano
mais eficaz frente aos isolados. Os resultados obtidos tem uma significativa
relevancia considerando que timol e carvacrol sdo geralmente considerados
seguros para consumo humano, sendo ambos aprovados pela Federal Drug
Administration (FDA) para uso em alimentos, bem como aditivos alimentares
(Kachur e Suntres 2019), o que torna ainda mais promissora a utilizacdo destes
compostos como agentes antimicrobianos.

Considerando os possiveis efeitos ja descritos dos 6leos esséncias e do



114

timol e carvacrol nas células bacterianas (Bassolé e Juliani 2012; Memar et al.
2017; Kachur e Suntres 2019), avaliamos por meio da microscopia eletrénica de
transmissdo os efeitos do OELM e do antibidtico ceftazidima isoladamente e em
combinacéo no isolado Acb35, bem como realizamos uma analise comparativa do
transcriptoma deste mesmo isolado quando tratado com timol e carvacrol
isoladamente e com a combinagao dos dois compostos. (FIGURAS 1, 2 e 3 —
Apéndice)

Os dados obtidos da analise da microscopia das células tratadas com
OELM e CAZ isoladamente revelaram a presenca de descamacdo na superficie
da célula e perda de fimbrias — uma importante estrutura relacionada a adesao da
bactéria nas superficies bidticas e abiodticas e na comunicacao celular (Eijkelkamp
et al. 2014). Estes dados foram confirmados com os resultados obtidos na analise
dos transcriptomas 0s quais apresentaram uma regulacdo negativa de genes que
codificam proteinas precursoras de fimbrias e genes que codificam precursores
da proteina de membrana externa A (OmpA). Os resultados similares obtidos nos
ensaios com o OELM e seus componentes majoritarios timol e carvacrol podem
ser explicados devido a alta concentracdo dos terpendides na composicao do
0leo, o que sugere que timol e carvacrol sejam o0s responsaveis pela atividade
observada no OELM.

Com relacéo ao timol e ao carvacrol, a literatura descreva que seus feitos
estdo, principalmente, relacionados a alteragcdes na estrutura da membrana da
célula bacteriana (Memar et al. 2017; Raei et al. 2017; Kachur e Suntres 2019),
informacBes estas confirmadas em nosso estudo pela analise comparativa do
transcriptoma da bactéria apos o tratamento com os compostos isoladamente e
em combinacdo, visto que houve majoritariamente uma regulacdo negativa dos
genes que codificam proteinas envolvidas na formacéao e ligacdo dos ribossomos.
Desta forma, ha um comprometimento no processo de sintese proteica na
bactéria o que, consequentemente ird ocasionar alteracdes na sua estrutura.

Interessante observar também que carvacrol e a combinagédo de timol e
carvacrol induziram uma regulacédo positiva de genes relacionado a resposta a
substancias toxicas, algo ainda né&o relatado na literatura e que se torna um
interessante alvo nas terapias antimicrobianas.  Outros genes regulados
positivamente envolvem o0s relacionados ao metabolismo de acgucares e

viruléncia, sugerindo que sob presséo das drogas, varios mecanismos de defesa
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sdo ativados ao mesmo tempo, o que pode explicar os efeitos sinérgicos e
aditivos encontrados para a combinagao destes compostos.

Em conjunto, a baixa citotoxicidade do Oleo essencial de Lippia
macrophylla e seus compostos majoritarios, aliada a sua forte atividade
antimicrobiana, tanto de maneira isolada quanto em combinag&o, apontam para o
uso dos Oleos essenciais bem como seus compostos majoritarios como
promissores no tratamento de infecgbes causadas por cepas resistentes de A.

baumannii.
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5 CONCLUSOES

a) Os 6leos essenciais do género Lippia e seus componentes majoritarios atuam
como fortes inibidores do crescimento bacteriano em concentragbes mais baixas

que antimicrobianos de uso clinico;

b) Os dleos essenciais de Lippia alba e Lippia macrophylla potencializam a
atividade antimicrobiana de antibiéticos convencionais com potencial reversao da

resisténcia nos isolados clinicos de A. baumannii;

c) O Oleo Essencial de Lippia macrophylla isoladamente ou em combina¢do com
ceftazidima provocam danos nas estruturas interna e externa da célula

bacteriana;

d) O timol e carvacrol provocam alteracbes no transcriptoma bacteriano de
maneira significativa com inducdo de resposta ao estresse e danos na sintese

proteica;

e) Considerando a baixa toxicidade em células de mamiferos e a ndo inducéo de
hemdlise em eritrdcitos, o Oleo Essencial de Lippia macrophylla, timol e carvacrol
podem ser considerados uma opc¢ao terapéutica no tratamento das infec¢des por

A. baumannii .
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APENDICE A - Tabela 3: Concentracao inibitoria minima (MIC) dos 6leos essenciais e fixos de plantas da Caatinga
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MIC (ug/mL)

TGen o morocomia - acocomia o, pecosa cotaceum coraceun  corsceum S99 jppaapa PP
baumannii (frio) (quente) (&@mbar) (luz) (semente)

:b06 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 128 128
:b09 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 128 128
:b34 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 64 64
:b35 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 64 128
:b45 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 128 128
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APENDICE B - Tabela 4: Composi¢do quimica do 6leo essencial de Lippia

macrophylla.

Kratz Kovatz Composicdo
(% total do dleo essencial)
Composto Calc Lit® calc Lit @ Lippia macrophylla
Myrcene 991 988 992 990 1,01
0-Cymene 1023 1022 1026 1026 10,27
y-Terpinene 1059 1054 1062 1059 1,62
Terpinene-4-ol 1178 1174 1180 1177 0,44
Thymol methyl ether 1236 1232 1238 1235 0,27
Thymol 1294 1289 1294 1290 49,81
Carvacrol 1303 1298 1303 1299 31,62
Thymol acetate 1356 1349 1358 1352 1,68
Carvacrol acetate 1375 1370 1376 1372 1,36
trans-Caryophyllene 1423 1417 1424 1419 0,47
Butylated hydroxyanisole 1487 1488 1487 1489 0,40
B-Bisabolene 1512 1505 1512 1505 0,32
Caryophyllene oxide 1588 1582 1588 1583 0,74
Compostos identificados 100
(%)
Total 100

Dados obtidos em estudos anteriores de De Souza et al. 2017



APENDICE C - Tabela 3: Composicao quimica do 6leo essencial de Lippia

135

alba
indice de retencéo Composicdo
(% total do 6leo essencial)

Composto Cal. Lit. Lippia alba
a-thujene 925 924 0,09
myrcene 991 988 1,07
a-phellandrene 1003 1002 0,06
0-3-carene 1009 1008 0,04
a-terpinene 1016 1014 0,81
o-cymene 1024 1022 7,17
limonene 1028 1024 0,27
1,8-cineole 1030 1026 0,28
(2)-B-ocimene 1039 1032 0,15
(E)-B-ocimene 1049 1044 0,13
y-terpinene 1059 1054 5,09
trans-sabinene hydrate 1067 1065 0,19
terpinolene 1089 1086 0,05
trans-sabinene hydrate 1099 1098 0,25
linalool 1102 1095 0,28
ipsdienol 1148 1140 0,61
borneol 1167 1165 0,13
umbellulone 1177 1167 0,03
terpinen-4-ol 1179 1174 0,02
a-terpineol 1193 1186 0,02
methyl ether thymol 1238 1232 3,29
methyl ether carvacrol 1247 1241 0,37
thymol 1289 1289 5,00
carvacrol 1298 1298 48,63
thymol acetate 1358 1349 0,04
cyclosativene 1371 1369 0,07
carvacrol acetate 1376 1370 0,72
a-copaene 1380 1374 0,25
(E)-caryophyllene 1424 1417 1,29
a-trans-bergamotene 1440 1432 0,11
aromadendrene 1444 1439 0,04
a-humulene 1458 1452 1,35
B-bisabolene 1513 1505 0,24
O-cadinene 1529 1522 0,32
spathulenol 1583 1577 0,15
caryophyllene oxide 1589 1582 0,43
Total 79,03
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APENDICE D - Tabela 4: Efeito do 6leo essencial de Lippia alba sozinho e

em combinacdo com antibioticos de referéncia em isolados clinicos de A.

baumannii
MIC (ug/mL)

Isolado de . CTZ+ GEN + IPM +

A baumannii Antibiotico  OELA — p ) OELA OELA
CTz >128

Acb06 GEN 2 128 128 (2) 0.25 (8) 2 (8)
IPM 16
CTz 32

Acb09 GEN 128 32 0,125 (64) 0,125 (32)
IPM
CTZ 64

Acb34 GEN 0,5 64 32 (2) 0.125 (4) 2 (8)
IPM 16
CTZ >128

Acb35 GEN >32 64 128 (2) >32 0,25 (32)
IPM 8
CTz >128

Acb45 GEN >32 128 >128 0,5 (128) 8 (2)
IPM 16

CTZ - ceftazidima; GEN — Gentamicina, IPM- Imipenem, OELA — 6leo essencial de Lippia alba.
O numero entre paréntese representa o valor de reducao da MIC do antibiético em combinacédo
com OELA.
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APENDICE E - Tabela 5: indice de Concentrac&o inibitoria fracional (FIC))
para o tratamento combinado dos isolados de A. baumannii com OELA e

antibiéticos.
FIC,

Isolado de CAZ + OELA GEN+ OELA  IPM + OELA
A. baumannii

Acb06 1,0 (A) 0.6 (A) 0,6 (A)
Acb09 1,5 (A) 0.5 (S) 0,5 (S)
Acb34 1,5 (A) 0.70 (A) 0,3 (S)
Acb35 1,5 (A) 2,0 (A) 0,2 (S)
Acb45 2,0 (A) 1,0 (S) 1,0 (A)

CAZ - Ceftazidima, GEN — Gentamicina, IPM — Imipenem e OELA — 0leo essencial de Lippia

alba. A letra entre paréntese corresponde a (A) aditivo e (S) sinergismo.



APENDICE F - Figure 5: Expresséao diferencial de genes no isolado
apos o tratamento com carvacrol
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Legenda: em vermelho genes com diferenca de expresséo significativa em comparacdo ao

controle sem tratamento.
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APENDICE G - Figure 6 Expresséo diferencial de genes no isolado ACB35
apoés o tratamento com timol
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Legenda: em vermelho genes com diferenca de expresséo significativa em comparacdo ao
controle sem tratamento.
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APENDICE H - Figure 7: Expresséo diferencial de genes no isolado ACB35
apos o tratamento com timol e carvacrol
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Legenda: em vermelho genes com diferenca de expressao significativa em comparacdo ao
controle sem tratamento.
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