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Resumo

Acinetobacter baumannii tem recentemente emergido como patogéneo nosocomial
oportunista. Um dos fatores de patogenicidade e viruléncia consiste na capacidade deste
microrganismo aderir a equipamentos e superficies hospitalares, e formar biofilmes
resistentes aos antibioticos e agentes antimicrobianos disponiveis, tornando-se relevante a
procura de novas alternativas naturais. A atividade antimicrobiana dos compostos maioritarios
do dleo essencial de sementes de Coriandrum sativum foi determinada contra duas estirpes
de referéncia (LMG 1025 e LMG 1041) e trés estirpes clinicas (AcB10/10, AcB23/10 e
AcB24/10) de A. baumannii, através do método de difusdo em disco e da determinacao da
concentracao minima inibitéria (CMI). Neste estudo também foi analisado o efeito do linalool
sobre a formacao e a dispersao de biofilmes de A. baumannii, através da quantificacdo da
biomassa total do biofilme. Como a adesdo bacteriana é o primeiro passo na formacao dos
biofilmes, determinou-se a capacidade de estirpes de A. baumannii aderirem a diferentes
superficies, comuns em ambiente hospitalar, e a sua capacidade de formar biofilmes nas
mesmas. Para isso recorreu-se a medicdo do angulo de contacto, e a quantificacdo da
biomassa de biofilme formado sobre as superficies, com e sem tratamento com linalool. Como
a formacao de biofilmes é regulada por fenémenos de quorum-sensing, estudou-se ainda a
interferéncia do linalool nesse processo de comunicacdo bem como, a sua citotoxicidade em
eritrocitos humanos. Através dos resultados obtidos, verificou-se que o linalool foi o composto
que apresentou melhor atividade antibacteriana, com valores de CMI entre 2-8 pL/mL e
observou-se uma rapida acdo bactericida sobre as estirpes de A. baumannii. O linalool
apresentou capacidade de inibir a formacao de biofilmes, assim como biofilmes preformados
de A. baumannii. Através das medicées do angulo de contacto, verificou-se que as duas
estirpes de referéncia apresentaram uma distinta capacidade de adesado as superficies
testadas. Para estas mesmas estirpes, verificou-se que o linalool apresentou uma acao
inibitdria na formacédo de biofilme sobre as superficies. Esta acdo sobre os biofilmes podera
ser explicada pela interferéncia do linalool sobre o sistema de quorum-sensing. Os resultados
do teste de hemdlise demonstram uma baixa toxicidade do linalool sobre os eritrocitos
humanos. Em conclusao, o linalool revelou-se um agente antimicrobiano promissor sobre
células planctoénicas e biofilmes de A. baumannii, podendo futuramente vir a ser considerada

a sua aplicacao no controlo deste microrganismo.

Palavras-chave

Acinetobacter baumannii; linalool; antibacteriano; anti-biofilme; adesao.
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Abstract

Acinetobacter baumannii has recently emerged as an opportunistic nosocomial pathogen. One
of the pathogenicity and virulence factors is the ability of this microorganism to adhere to
equipment and hospital surfaces and form biofilms with increasing resistance to the
antibiotics and antimicrobial agents available, making it important the search of new natural
alternatives. The antimicrobial activity of the major compounds of the Coriandrum sativum
essential oil was determined against two reference strains (LMG 1025 and LMG 1041) and
three clinical strains (AcB 10/10, AcB 23/10 and AcB 24/10) of A. baumannii, by disk diffusion
assay and by the minimum inhibitory concentration (MIC). In this study, it was also evaluated
the effect of linalool on the formation and dispersion of biofilms of A. baumannii by the
quantification of the total biomass of the biofilm. Since bacterial adhesion is the first step in
biofilm formation, the ability of A. baumannii strains to adhere to different surfaces common
in hospitals, and their ability to form biofilms was evaluated. For this purpose, the sessile
drop contact angle measurements and the quantification of biofilm biomass formed on
surfaces with and without treatment with linalool were assessed. As biofilm formation is
regulated by quorum-sensing, the interference of linalool in the communication process was
studied, as well as its cytotoxicity in human erythrocytes. It was found that linalool was the
compound with better antibacterial activity with MIC values between 2-8 uL/mL, being also
observed its rapid bactericidal action against the A. baumannii strains. Linalool also showed
ability to inhibit biofilm formation, as well as pre-formed biofilms of A. baumannii. Through
contact angle measurements, it was found that the two reference strains had a distinct
ability to adhere to the tested surfaces. For these same strains, it was found that linalool had
an inhibitory effect on the formation of biofilm on the surfaces. This anti-biofilm activity may
be explained by the interference of linalool on the quorum-sensing system. The results of the
test hemolysis showed a low toxicity of linalool on human erythrocytes. In conclusion, linalool
proved to be a promising antimicrobial agent on planktonic and biofilms cells of A. baumannii

and may eventually come to be considered for use in the control of this microorganism.
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Capitulo 1 - Introducao

Nos Ultimos quinze anos, os surtos hospitalares causados pelo patogéneo nosocomial
Acinetobacter baumannii tém vindo a aumentar em todo o mundo. Este microrganismo esta a
tornar-se uma preocupacdo clinica, pois adquiriu a capacidade de resistir a quase todos os

antibioticos comercialmente disponiveis [5].

Perante a elevada resisténcia desta bactéria aos antibidticos convencionais e antimicrobianos
e, consequentemente, a capacidade de provocar inUmeros surtos de infecGes a nivel
hospitalar torna-se relevante o procura de alternativas aos antimicrobianos convencionais,
tais como os oleos essenciais, bem como os seus compostos isolados, que estdo descritos

como possuindo propriedades antimicrobianas.

Os oleos essenciais sdo considerados seguros e apresentam poucos efeitos secundarios ou
riscos associados a sua utilizacdo. Alguns o6leos essenciais sao utilizados como ingredientes na
indUstria alimentar e sdao mesmo usados como aditivos para a producao de alimentagao para

animais, devido as suas propriedades antibacterianas [6].



Capitulo 2 - Bactéria Acinetobacter baumannii

2.1. Caracterizacdo geral da espécie A. baumannii

2.1.1. Taxonomia

O género Acinetobacter tem sido sujeito a uma extensa revisao nas uUltimas décadas e, pelo
menos, 32 espécies ja foram descritas, entre elas a espécie A. baumannii, uma das espécies
mais relevantes clinicamente [7]. A analise taxonomica recente sugeriu que os membros do
género Acinetobacter devem ser inseridos na familia Moraxellaceae e na ordem
Gammaproteobacteria, onde fazem parte os géneros Moraxella, Acinetobacter, Psychrobacter
e outros organismos relacionados [8]. Das 32 espécies do género Acinetobacter, as espécies A.
baumannii e as espécies genomicas Acinetobacter 3 e 13TU, sdo responsaveis pelas infecoes
nosocomiais e adquiridas na comunidade e sao geneticamente e fenotipicamente semelhantes
a espécie ambiental A. calcoaceticus, pertencentes ao complexo A. calcoaceticus - A.

baumannii [8,9].

2.1.2. Caracterizacao fisiolégica e metabélica

As bactérias sdo organismos procarioticos, unicelulares, com uma estrutura simples, nao
apresentando membrana nuclear e organelos celulares. A parede celular da célula bacteriana
é complexa e, deste modo, as bactérias podem ser dividida em Gram-positiva (com uma
camada espessa de peptidoglicano) ou Gram - negativa (com uma fina camada de
peptidoglicano e uma membrana externa). O espaco compreendido entre a membrana
externa e a membrana citoplasmatica é designado por espaco periplasmatico, e fazem parte
da sua constituicdo os componentes dos sistemas de transporte de ferro, proteinas, acucares,
e uma diversidade de enzimas hidroliticas importantes para a célula, uma vez que tém a
capacidade de degradar macromoléculas de grandes dimensdes. A membrana externa é
atipica, pois apresenta uma distribuicao assimétrica dos lipidos sobre as membranas externa e
interna. Esta membrana é rigida e é responsavel pela manutencao da estrutura da bactéria e
representa uma barreira para a permeabilidade de moléculas de grandes dimensodes e
moléculas hidrofdbicas (como alguns antibidticos) protegendo, também, a bactéria de

condicdes ambientais adversas [10,11].

Acinetobacter baumannii é um cocobacilo Gram-negativo, aerobio estrito, ndo fermentador
da lactose, catalase-positiva e oxidase-negativa, hemolitico e com um teor de G+C de ADN de
39% e 47%, respetivamente. O género Acinetobacter tem a capacidade de crescer em meios
solidos frequentemente utilizados em laboratoérios de microbiologia clinica a temperatura de

37°C, formando colonias brancas, por vezes mucoides (figura 2.1). No entanto, a espécie A.



baumannii é capaz de utilizar uma grande diversidade de fontes de carbono e de sobreviver

numa diversa gama de temperaturas e pH [8,12,13].

Figura 2.1. Representacdo das colonias de A. baumannii (Imagem obtida de
http://openi.nlm.nih.gov/detailedresult.php?img=3442836_viru-3-243-g1&req=4; no dia
16/06/2014).

2.1.3. Epidemiologia e disseminacao

A versatilidade nutricional e metabdlica de A. baumannii faz com que este patogéneo se
adapte facilmente a diferentes ambientes [8]. A ubiquidade é outra das caracteristicas da
bactéria A. baumannii, podendo assim ser isolada a partir do solo, da agua, da pele e do trato
gastrointestinal de individuos saudaveis. No entanto, pode ser também isolada de material
médico, tal como, equipamentos de raio - x, bancadas, ventiladores e sistemas de circulacao
de ar [14]. Por outro lado, A. baumannii propaga-se rapidamente, devido a sua capacidade de
resistir a dessecacdo e a acdao dos desinfetantes, provocando infecées nosocomiais,
principalmente nos doentes imunocomprometidos e com doencas criticas. Deste modo, o
estado de salide do doente colonizado por A. baumannii é que determina a capacidade deste
patogéneo causar uma doenca [15,16]. Esta espécie bacteriana para além de ter sido
encontrada em amostras clinicas humanas, também esta associada a infecao e disseminacao
epidémica em animais. A presenca de A. baumannii na pele de individuos saudaveis foi de 4%,

mas a taxa de prevaléncia na comunidade foi baixa e a presenca no ambiente foi rara [17].

A. baumannii resistente a multiplos farmacos (MDR, do inglés multidrug-resistant) sao
frequentemente responsaveis pelas infecdes hospitalares e o aumento das estirpes com genes
que conferem resisténcia a antibioticos tem-se distribuido por novas areas geograficas [7].
Segundo um estudo desenvolvido na regiao de Espanha, as infecoes adquiridas por A.

baumannii foram maioritariamente nosocomiais (superior a 90%) e apenas uma pequena



percentagem (4%) foram adquiridas na comunidade. Assim, a disseminacao de A. baumannii é
maioritariamente clonal, dentro das instituicoes hospitalares, o que faz com que este
patogéneo nosocomial seja responsavel por elevadas taxas de mortalidade e morbilidade,
principalmente nos cuidados intensivos de salde [18]. Deste modo, as infecdes provocadas
por A. baumannii sao maioritariamente adquiridas por contacto com equipamentos
hospitalares contaminados com esta bactéria ou através dos profissionais de salde que

entraram em contacto com os doentes infetados [19].

A. baumannii é um microrganismo ubiquo em ambiente hospitalar, espalhando-se com
bastante facilidade entre os doentes e entre os hospitais. Em 2003, foi descrita uma infecao
adquirida num hospital em Franca, e no espaco de um més foram identificados cinco clusters
de A. baumannii em quatro hospitais, dentro do mesmo distrito. Posteriormente, destes
hospitais, o surto espalhou-se para 53 hospitais e do Norte da Franca para 4 regides diferentes
[20]. Por outro lado, em 2004, o Centro de Controlo de Doencas (CCD) identificou que A.
baumannii era responsavel por aproximadamente 80% das infecoes responsaveis por
patologias em seres humanos [20]. A ocorréncia de infecoes causadas por A. baumannii tem
representado uma questao clinica importante em diversas partes do mundo, nomeadamente
em muitas partes da Europa, entre as quais Portugal, com a disseminacao de um clone de A.
baumannii resistente a multiplos farmacos [8]. Os complexos clonais I, Il e Il de A. baumannii
(CC1, CC2 e CC3, respetivamente) surgiram e distribuiram-se internacionalmente ao longo de
muitas areas geograficas, de forma preocupante, nomeadamente na Europa. Assim, estas
linhagens epidémicas caracterizam-se pela resisténcia a quase todos os antibioticos utilizados
na clinica [21,22].

2.1.4. Relevancia clinica

A. baumannii é um microrganismo oportunista capaz de provocar infecbes nosocomiais e
infecoes na comunidade [23]. Assim, existem diversos fatores de risco para a aquisicao e
infecdo pelo patogéneo A. baumannii, nomeadamente doentes sujeitos a uma intervencao
cirirgica; traumas (como queimaduras); recém-nascidos prematuros; hospitalizacoes
anteriores nos cuidados intensivos de salde; tempo de internacdo; exposicao a equipamento
médico contaminado; fatores relacionados com o tratamento médico, como a ventilagdo
mecanica e a presenca de dispositivos de longa permanéncia - cateteres e tubos de
drenagem; nimero de procedimentos invasivos realizados e terapia antimicrobiana anterior
[17]. Como A. baumannii é um microrganismo oportunista causa infecoes em doentes
imunocomprometidos, principalmente os doentes que se encontram nos cuidados intensivos
de salde e doentes com uma patologia subjacente como, por exemplo, doentes pulmonares
cronicos ou diabéticos. No entanto, apesar de este patogéneo poder colonizar pessoas

saudaveis ndo apresenta risco de provocar infecoes [20].



As infecOes hospitalares, especialmente nos cuidados intensivos, provocadas por A. baumannii
podem ser, infecoes do trato urinario e respiratorio, infecoes da pele e dos tecidos moles,
infecGes do sangue, bacteremia, meningite, endocardite, infecdes em feridas e queimaduras,
abscessos intra-abdominais, infecées nas regides envolvidas em cirurgias e pneumonia
nosocomial associada a ventilacdo mecanica. Estas infecoes em meio hospitalar sao
responsaveis por uma taxa de mortalidade de 43% para os doentes presentes nos cuidados
intensivos e de 23% para os restantes doentes hospitalizados [12]. Por outro lado, as infecoes
provocadas por A. baumannii e adquiridas na comunidade nao sao tao frequentes como as
adquiridas em meio hospitalar, mas ha relatos de meningite adquirida na comunidade. No
entanto, as infecoes do trato respiratorio inferior e dos dispositivos intravasculares sdao as

infecoes mais frequentes [19,20,23,24].

2.1.5. Patogenicidade e fatores de viruléncia

Os fatores de patogenicidade e viruléncia podem estar associados a capacidade de A.
baumannii se manter viavel por longos periodos de tempo; adquirir nutrientes essenciais;
aderir a células epiteliais, levando a sua apoptose; libertar produtos toxicos, causando danos
nos tecidos; capacidade de formacao de biofilmes; interacao dos pilus bacterianos e dos
lipopolissacaridos (LPS), promovendo a adesdao as células hospedeiras e colonizando-as;
resisténcia a dessecacao; versatilidade das necessidades de crescimento e sobrevivéncia e,
provavelmente, a atividade quorum - sensing (QS) [16,17]. Por outro lado, através da analise
gendmica e fenotipica foi possivel a identificacdo de outros fatores de viruléncia,
nomeadamente exoprodutos hemoliticos, fosfolipase C e D (enzimas lipoliticas que sao
responsaveis pela lise das células hospedeiras através da clivagem dos fosfolipidos),
proteases, atividade quelante de ferro mediada por acinetobactin, motilidade e resisténcia as
condicoes de stress [19,22,25]. Por fim, existem outros fatores ambientais, tais como, a luz,
catides monovalentes e etanol no meio de cultura, que contribuem para a viruléncia e
resisténcia de A. baumannii, assim como para a formacdo de biofilmes em superficies
abidticas. A adicdao de baixas concentracoes de etanol ao meio de cultura aumenta a
formacao de biofilme, conduz a uma diminuicdo do pH do meio, devido a producédo de acido
indol-3- acético (IAA), e provoca uma reducao da motilidade celular, devido ao aumento da

producao de polimeros extracelulares ou apéndices bacterianos superficiais [26].

A proteina da membrana externa (OmpA) é responsavel pela adesao e invasado das células
epiteliais, contribuindo para a formacao de biofilme e para a capacidade de A. baumannii
permanecer e crescer no soro humano. Deste modo, esta proteina contribui para a motilidade
da bactéria e induz a apoptose das células durante a infecao. Por outro lado, as vesiculas da
membrana externa permitem a transferéncia horizontal de genes e protegem as células
bacterianas do sistema imunitario do organismo hospedeiro. Por fim, os LPS sdo responsaveis

pela resposta imunitaria congénita e pela patogenicidade associada a bactéria A. baumannii.
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Os polissacarideos capsulares representam também um fator de patogenicidade [19]. A
proteina da familia RNase T2 promove a adesdo de A. baumannii a superficies abioticas, tais
como, poliestireno (PS), polipropileno, vidro e aco inoxidavel, com posterior formacao de

biofilme, e intervém na motilidade da bactéria [27].

A bactéria A. baumannii apresenta também a capacidade de produzir pilus tipo IV (apéndices
superficiais bacterianos multiproteicos) funcional, que esta envolvido na transformacao
natural (capacidade de adquirir ADN exogeno, por transferéncia horizontal de genes), na

motilidade twitching e na adesao a superficies bidticas e abioticas [25].

0 uso excessivo de antibidticos contribuiu para o aparecimento de estirpes de A. baumannii
extremamente resistentes. Foram identificados dois clones diferentes, responsaveis por
epidemias de A. baumannii devido a utilizacdo de um amplo espectro de antibi6ticos, nos
cuidados intensivos de salde [20]. Por outro lado, a analise genotipica de A. baumannii
ACICU, pertencente ao Clone Europeu Il, e de trés estirpes designadas por A, B e C revelou a
presenca de regides gendomicas associadas a resisténcia apresentada por esta bactéria. Estas
caracteristicas genéticas podem ser adquiridas por transferéncia horizontal de genes, mas
também através da combinacdo, adicdo e/ou eliminacdo dos genes que codificam para os
fatores de viruléncia [19]. O sequenciamento do ADN de uma outra estirpe de A. baumannii
identificou 16 ilhas genodmicas que possuem genes de viruléncia, associados a biogénese da

parede celular, resisténcia a antibioticos, biogénese do pilus e metabolismo lipidico [17].

2.1.6. Resisténcia antimicrobiana e mecanismos de resisténcia

A resisténcia apresentada por A. baumannii a diversos antibioticos esta associada a uma
extensa diversidade de fatores, entre os quais estdao envolvidos os mecanismos de resisténcia
intrinsecos, adquiridos e genéticos. A resisténcia intrinseca esta associada as estirpes de uma
determinada espécie, sem haver contacto com os antibioticos. Por outro lado, a resisténcia
adquirida consiste na inducdo de resisténcia através, por exemplo, do contacto com os
antibioticos. Por fim, a resisténcia genética consiste na alteracdo genética, através de uma
mutacao genética ou de um mecanismo de controlo ou a partir da obtencdo de um plasmideo

que confere resisténcia aos antibidticos [15,17,28].

A espécie A. baumannii apresenta alguns mecanismos intrinsecos de resisténcia,
nomeadamente as porinas e as bombas de efluxo. A perda da permeabilidade da membrana
externa resulta da perda das porinas (OMP), responsaveis pelo transporte de substancias.
Assim, a resisténcia antimicrobiana intrinseca de A. baumannii pode estar associada, em
parte, a baixa quantidade e tamanho das porinas neste microrganismo. Por outo lado, as
bombas de efluxo juntamente com a baixa quantidade de porinas desempenham um fator de

resisténcia muito forte em A. baumannii [20,29]. O bombeamento ativo dos agentes
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antimicrobianos do meio intracelular para o meio extracelular (efluxo ativo) provoca
resisténcia bacteriana a determinados antimicrobianos e os sistemas AdeABC e AdelJK foram
caracterizados em A. baumannii. A sobre-expressao do sistema AdeABC, codificado pelos
genes adeRS, é responsavel pela resisténcia aos aminoglicosideos, B-lactamicos,
cloranfenicol, eritromicina e tetraciclina. Por outro lado, a bomba RND, AdelJK, contribui
para a resisténcia a tigeciclina. O sistema de efluxo Abes também contribui para a resisténcia

as quinolonas, macrolideos e cloranfenicol [29].

A capacidade de A. baumannii adquirir genes de resisténcia antimicrobiana de forma
extremamente rapida, faz com que este patogéneo seja resistente a multiplos farmacos,
apresentando assim resisténcia a quase todas as classes de antibioticos. O rapido
aparecimento de um extenso espectro de B-lactamases e carbapenemases tém conduzido ao
aparecimento de estirpes pan-resistentes [7,30]. Deste modo, a resisténcia aos B- lactamicos
pode ocorrer por hidrolise, mediada por B-lactamases, alteracdes nas proteinas de ligacdo a
penicilina (PBP), diminuicdo da permeabilidade aos antibioticos devido a alteracdes da
estrutura e do nimero de porinas e a acao das bombas de efluxo, que contribuem para a

reducao da quantidade de antibidtico que alcanca a célula de A. baumannii [31].

Deste modo, a resisténcia de A. baumannii aos agentes antimicrobianos, como os antibidticos,
¢ mediada pelos principais mecanismos de resisténcia identificados em bactérias,
nomeadamente: modificacao dos locais-alvo, inativacdo enzimatica, efluxo ativo e diminuicao

da afluéncia dos farmacos (ver a figura 2.2.) [17].
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Capitulo 3 - Biofilmes bacterianos

3.1. Adesao Celular e formacao de biofilme

Os biofilmes bacterianos, correspondem a arranjos celulares, em que as células sao
morfologicamente, metabolicamente, fisiologicamente e fenotipicamente diferentes dos seus
homologos planctonicos e apresentam a capacidade de resistir a agentes antimicrobianos
[23,32]. Os biofilmes estao normalmente associados a muitos problemas de saide como, por
exemplo, a doenca periodontal, a endocardite, a osteomielite, a fibrose cistica e infecoes
relacionadas com implantes cirirgicos, e contribuem para mais de 80% de todas as infecoes

em seres humanos [33].

Os biofilmes apresentam um conjunto de caracteristicas em comum, tais como, a capacidade
de produzir uma matriz extracelular de polissacaridos; sinalizacdo intracelular e a presenca
de homologos de adesinas bacterianas na superficie da proteina associada a formacdo do
biofilme (Bap). Deste modo, a formacao do biofilme bacteriano envolve cinco passos (figura
3.1) [12]:

i.Ligacdo primaria reversivel de células individuais a uma superficie;
ii. Fixacao irreversivel, mediada por polissacaridos extracelulares;
iii. Desenvolvimento precoce da estrutura do biofilme;
iv. Maturacao da arquitetura do biofilme;

v. Dispersao das células individuais que constituem o biofilme.

Figura 3.1. Imagem ilustrativa dos passos de formacdo de biofilme: ligacdo das células
planctoénicas (1), adesdao célula-célula (2), proliferacdo (3), maturacdo (4) e dispersao (5).
(Imagem adaptada de http://labrat.fieldofscience.com/2009/ 11/biofilms-and-
bioshields.html, no dia 16/06/2014).



A formacao de biofilme resulta da tendéncia natural dos microrganismos para aderir a
superficies bidticas e abidticas, se multiplicarem e correspondem assim a células incorporadas
numa matriz de substancias poliméricas extracelulares [34]. Deste modo, o biofilme é

constituido pelas células bacterianas, exopolissacaridos (EPS), proteinas e ADN [35].

Existem alguns fatores que influenciam a capacidade de adesao e formacao de biofilme pela
bactéria A. baumannii, tais como, a presenca e a expressdo dos genes associados a resisténcia
aos antibioticos como o gene blaper.1, a temperatura e a concentracao de ferro extracelular
livre, o agente quelante EDTA que diminui a adesao e a formacao de biofilme em superficies
bidticas e abidticas e, por fim, a densidade da populacao celular, através da producao de
moléculas de quorum-sensing (QS) [19]. Por outro lado, em condicées de baixo stress
exodgeno, nomeadamente concentracdes sub-inibitérias de sais, alcoois e uma vasta

diversidade de antibioticos, verifica-se o aumento da formacao de biofilme [36].

O primeiro passo da formacdo do biofilme envolve as interacdes entre a célula-superficie,
como por exemplo, a adesao bacteriana de A. baumannii a superficies inertes e as interacoes
célula-célula, com posterior desenvolvimento do biofilme maduro. O aumento da adesao das
bactérias as superficies deve-se frequentemente a sintese de EPS. As caracteristicas da
superficie bacteriana, nomeadamente, a presenca de estruturas semelhantes ao pilus e os
acucares hidrofdbicos da cadeia lateral O do LPS também promovem a adesdo inicial as
células hospedeiras e a ligacdo filiforme entre as bactérias, resultando na formacao do
biofilme [12,17,23]. Também, a pilus tipo I, codificado pelo locus Csu, a OmpA e a producao
do polissacarido extracelular poli-beta-1-6-N-acetilglusosamina (PNAG) estdao envolvidos na
adesao inicial a superficies abioticas e, consequentemente, na formacdo de biofilmes em
dispositivos médicos [21]. Gaddy et al., [37], verificaram que a OmpA da estirpe A. baumannii
19606 apresenta um papel importante na formacao de biofilmes sobre as superficies bioticas

e abiodticas.

Apds a adesao inicial verifica-se a producao dos exopolissacaridos, constituintes importantes
do biofilme maduro, inibindo deste modo a atividade dos neutréfilos e contribuindo para a
resisténcia bacteriana [29]. A proteina Bap, para além de estar associada a adesao bacteriana
e a formacdo do biofilme em condicbes estaticas, intervém na estabilizacdo do biofilme
maduro, pois apresenta uma estrutura homologa as adesinas bacterianas [12]. Nesta etapa
final da formacdo do biofilme, muitas bactérias utilizam a comunicacdo célula-célula -
quorum - sensing (QS). Este processo envolve a sintese intracelular de moléculas de baixo
peso molecular e a sua libertacao para o meio extracelular. Estas moléculas sdo reconhecidas
por recetores e consequentemente verifica-se a expressao de genes responsaveis pela
viruléncia. Assim, o QS é um dos sistemas responsavel pela formacao de biofilme, motilidade,
esporulacdo, conjugacdo, bioluminescéncia e intervencao em relacoes patogénicas ou
simbioticas com o organismo hospedeiro de diversas bactérias [7,38,39]. Foi descrito que o QS
apresenta uma funcdo reguladora na formacao do biofilme por uma estirpe clinica A.

baumannii [19].



Segundo Tomaras et al., [23] , o patogéneo A. baumannii forma um biofilme mais denso na
interface ar-liquido, pois € uma bactéria aerdbia e, também se verificou a formacdo do
biofilme tanto em superficies hidrofobicas (plastico) como em superficies hidrofilicas (vidro).
Neste estudo verificou-se também que a estirpe de A. baumannii em estudo teve a
capacidade de aderir e formar biofilmes na superficie de alguns plasticos (poliestireno,
polipropileno e teflon) utilizados na producao de dispositivos médicos. Estes biofilmes
formam-se em condicdes dinamicas (por exemplo, cateteres, onde as células sdo sujeitas ao
fluxo de liquido) mas também em condicbes estaticas (por exemplo, equipamento hospitalar),

no entanto, em condicdes dinamicas verifica-se uma menor formacao de biofilme [23].

De acordo com um estudo desenvolvido por Bano et al., [40], de 92 isolados de A. baumannii
analisados, 56 (63%) formaram biofilme in vitro e 33 (36%) nao desenvolveram biofilme [40].
Os autores deste estudo também demonstraram que a estirpe clinica de A. baumannii em
estudo apresentou uma formacao de biofilme significativamente maior do que a estirpe de

referéncia [22].

Em suma, os biofilmes apresentam diversas propriedades, nomeadamente, elevada resisténcia
a agentes antimicrobianos, o aumento da resisténcia a luz ultravioleta (UV), o aumento das
taxas de troca genética, as alteracdoes das capacidades biodegradativas e o aumento da

producao de metabolitos secundarios [41].

3.2. Mecanismos de resisténcia em biofilmes

0 glycocalyx, polissacarido extracelular que envolve o biofilme, atua como uma barreira fisica
e como é fortemente anionico protege a microcoldnia bacteriana dos agentes exégenos, como
antibioticos, detergentes, entre outros. Deste modo, os biofilmes sdo mais resistentes aos
agentes antimicrobianos do que as células plancténicas [42]. A resisténcia antimicrobiana dos
biofilmes pode ser intrinseca ou adquirida. Assim, a resisténcia intrinseca esta associada a
matriz de EPS que retarda a difusdo dos agentes antimicrobianos, as menores taxas de
crescimento dos organismos associados aos biofilmes e ao ambiente envolvente das células do
biofilme que podem oferecer condicdes para a protecao dos organismos [43]. Por outro lado,
a resisténcia adquirida consiste na transferéncia de elementos extracromossomicos como, por
exemplo, a transferéncia de plasmideos que conferem resisténcia a varios agentes
antimicrobianos. O aumento da transferéncia de plasmideos em biofilmes pode ocorrer devido

ao aumento da probabilidade de contacto entre as células bacterianas do biofilme [43].

A elevada resisténcia dos biofilmes aos antibioticos e desinfetantes é também dependente da
espécie e da estirpe do microrganismo, das caracteristicas fisioldgicas do biofilme e das

células, das alteracoes fenotipicas das prdprias células e da idade do biofilme [44]. No
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entanto, a resisténcia do biofilme pode estar associada a outros mecanismos, tais como, a
fraca penetracdo ou inativacdo dos agentes antimicrobianos na matriz polimérica
extracelular, a alteracdo do estado metabolico da bactéria (estado latente), a presenca de
células persistentes, a resisténcia induzida pelo proprio agente antimicrobiano apds utilizacdo

em baixas concentracdes e a regulacao positiva das bombas de efluxo [34].

A erradicacao dos biofilmes formados é um processo muito dificil, uma vez que a inativacao e
remocao do biofilme sao processos distintos, isto €, os biofilmes podem estar inativos (com as

células mortas e/ou metabolicamente inativas) mas permanecem ligados a superficie [34].

3.3. Métodos de avaliacao da adesao bacteriana a superficies

A adesdo bacteriana resulta de interacbes fisico-quimicas complexas entre a célula, a
superficie e a fase liquida, devido a carga da superficie da célula, a hidrofobicidade e as
propriedades de recetor/dador de eletrées. Deste modo, estas interacbes fisico-quimicas
dependem das propriedades da superficie das células bacterianas e, consequentemente da
sua cultura, das condicdes experimentais e dos métodos utilizados para as determinar [45].
Uma das teorias do processo de adesao celular é a teoria Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek
(DLVO), que caracteriza a energia total da interacdo entre as células e as superficies, como
um equilibrio entre as interacoes atrativas de Lifshitz-van der Waals e as forcas repulsivas da
dupla camada eletrénica. Esta teoria, no entanto, nao descreve com precisao as interacoes
entre a célula e a superficie, para curtas distancias. Os efeitos hidrofobicos e de hidratacao
sdo também fatores importantes nas interacdes acido/base de Lewis, uma vez que em meio
aquoso, a hidrofobicidade contribui para a facilidade da remocdao do filme de agua,
permitindo a adesdo entre a célula e a bactéria. No entanto, esta teoria apenas permite
descrever as interacoes nao - especificas do processo de adesao das bactérias as superficies,
nao sendo valida para as interacdes especificas entre as bactérias e as superficies. Para
complementar esta teoria surgiu a abordagem alargada de DLVO (xDLVO) que acrescenta
termos adicionais a energia livre de adesao (interacoes acido/base) para explicar as ligacoes
de hidrogénio entre as bactérias e a superficie, a curta distancia. No entanto, esta teoria esta
limitada as primeiras fases de adesao, pois apenas tem em conta as propriedades fisico-
quimicas, ndo considerando as interacoes biologicas especificas. Assim, para a quantificacao
adequada da energia de adesao € necessario ter em consideracdo tanto as interacdes ndo
especificas como as interacdes especificas - quimicas e/ou biologicas [36,46]. Djeribi et al.,
[45] avaliaram a influéncia do pH sobre as propriedades fisico-quimicas da superficie das
células por dois métodos diferentes, nomeadamente, a adesao microbiana aos solventes
(MATS, do inglés Microbial Adhesion To Solvents) e medicao do angulo de contacto (CAM, do
inglés Contact Angle Measurements). O MATS baseia-se na comparacao da afinidade da célula
bacteriana para um solvente monopolar e um solvente apolar. Utilizando este método, Djeribi

et al., [45] verificaram que as interacbes acido-base de Lewis sao parcialmente responsaveis
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pela adesao de A. baumannii. Por outro lado, a adesao das bactérias as superficies abioticas,
resultante das interacdes superficiais Lifshitz-van der Waals e acido-base, podera ser
determinada através da medicao do angulo de contacto, utilizando trés liquidos teste, com
diferentes polaridades - a agua desionizada, o etilenoglicol e o diiodometano, através da
técnica da gota séssil (sessile drop). O angulo de contacto esta relacionado com a tendéncia
de uma gota de liquido se espalhar numa superficie sélida [15,33,45]. A medicao do angulo de
contacto é usada na avaliacdo do grau de hidrofobicidade e adesdo da superficie da célula
bacteriana, pois é uma técnica simples e rapida [15,33]. Assim, o angulo de contacto foi o
método seleccionado, na presente dissertacdo, para avaliar a adesdo termodinamica das

estirpes de A. baumannii a diferentes superficies.
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Capitulo 4 - Controlo de Acinetobacter baumannii

4.1. Estratégias de controlo de A. baumannii

Estao disponiveis varias estratégias para combater ou prevenir infecbes por A. baumannii,

nomeadamente:

- Monoterapia, na qual se podem incluir o sulbactam, as polimixinas, a tigeciclina e as

terapias de combinacao [29].

- Terapia quelante do ferro, a atividade antimicrobiana desta terapia é diferente entre

estirpes e o galio (Ga*?) pode também ser utilizado como agente antimicrobiano [47].

- Péptidos antimicrobianos, atuam como disruptores das membranas bacterianas e alguns

péptidos exercem mecanismos de acao intracelulares [47].

- Vacinas profilaticas, a vacinacdo com a proteina BAP (associada a formacao do biofilme)
permitiu uma reducédo bacteriana. Por outro lado, a OmpA é promissora no desenvolvimento
de vacinas, uma vez que é altamente conservada e € expressa em niveis elevados na

membrana externa bacteriana [47].

- Terapia fotodinamica, sao utilizados fotosensibilizadores que no seu estado fundamental
interagem com o oxigénio molecular, produzindo espécies reativas de oxigénio, que reagem
localmente com as células - alvo, provocando danos e promovendo a morte das células - alvo
[47].

- Terapia com o6xido nitrico (NO, do inglés nitric oxide), baseia-se na difusao do radical
livre NO através das membranas bioldgicas, exercendo efeitos sobre os componentes intra e

extracelulares [47].

Como as terapias descritas anteriormente apresentam algumas limitacoes, torna-se relevante
a procura de novas alternativas, nomeadamente através da utilizacdo de compostos de
origem natural. Como esta descrito que varios oleos essenciais possuem atividade
antimicrobiana, e que o o6leo essencial das sementes de Coriandrum sativum apresenta
propriedades antimicrobianas contra estirpes de Acinetobacter baumannii, torna-se relevante
investigar a atividade antibacteriana dos compostos individuais extraidos deste dleo, tais

como o linalool, contra este microrganismo [44,48].

13



4.2. Atividade do 6leo essencial de Coriandrum sativum

Os oleos essenciais sao produtos odoriferos e volateis do metabolismo secundario das plantas,
podendo ser extraidos das folhas e caules [49,50]. Por outro lado, na area médica, os dleos
essenciais sdo utilizados no tratamento de infecdes do trato respiratorio e também sao
aplicadas inalacoes de oleos essenciais no tratamento da bronquite aguda e cronica e da
sinusite aguda. Por fim, os oOleos essenciais também apresentam atividade antimicrobiana,
antifangica, antiviral, entre outras [51,52]. A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais &
investigada na literatura ha bastantes anos, sendo utilizados na farmacologia, botanica

farmacéutica, fitopatologia, microbiologia médica e clinica, entre outros [53].

Uma das caracteristicas particulares da maioria dos o6leos essenciais e dos seus constituintes
ativos é serem altamente volateis, apresentarem baixa solubilidade na fase aquosa, serem
lipofilicos e hidrofobicos. Esta Ultima caracteristica permite a particdo dos lipidos da
membrana celular das bactérias, com consequente perturbacao das estruturas celulares e a
perda simultanea do controlo quimiosmotico, contribuindo para a maior permeabilidade a

estes agentes antimicrobianos [54,55].

A espécie Coriandrum sativum L. (6leo essencial de sementes de coentro) é uma planta
herbacea anual, pertencente a familia Apiaceae (consultar a taxonomia na tabela 4.1.) e é
um liquido incolor ou amarelo palido com um odor e sabor (suave, doce, quente e aromatico)
caracteristicos [3]. O oleo de C. sativum L. apresenta uma eficaz atividade antimicrobiana
contra bactérias patogénicas e fungos, e a atividade antifliingica pode estar associada aos
componentes de alcool deste oleo [4,44]. De acordo com Silva et al., [4], verificou-se que o
C. sativum inibiu o crescimento das estirpes de Candida albicans e Candida tropicallis.
Burdock e Carabin [3], também verificaram a acdo antibacteriana eficaz do 6leo de C.
sativum contra bactérias gram-positivas (Staphylococcus aureus, Streptococcus haemolyticus
e Bacillus subtilis) e bactérias gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,

espécies de Klebsiella e Proteus vulgaris).
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Tabela 4.1. Classificacdo taxonomica do éleo de C. sativum [3].

Classificacdo Taxonomica

Reino Plantae (Plantas)
Sub-Reino Tracheobionta (Plantas vasculares)
Super-divisao Spermatophyta (Plantas com sementes)
Divisao Magnoliophyta (Plantas com flor)
Classe Magnoliopsida (Dicotiledoneas)

Sub-classe Rosidae
Ordem Apiales
Familia Apiaceae (familia da cenoura)
Género Coriandrum L.
Espécie Coriandrum sativum L.

Segundo o estudo desenvolvido por Silva et al., [56], concluiu-se que o modo de acdo do 6leo
essencial de C. sativum envolve perturbacoes na membrana citoplasmatica e,
consequentemente, a alteracao de todas as funcdes celulares, observando-se uma acao
antibacteriana tanto em bactérias Gram-positivas como em Gram-negativas. Duarte et al.,
[44], também demonstraram o efeito antibacteriano do o6leo essencial de C. sativum sobre

células planctonicas e biofilmes de A. baumannii, evidenciando a sua atividade bactericida e

.....

4.2.1. Atividade antimicrobiana dos compostos linalool, a-pineno, p-
cimeno, canfora e acetato de geranil

Tal como foi previamente determinado pelo nosso grupo de investigacao (tabela 4.2.), o
principal componente do dleo de C. sativum é o linalool (64.38%) mas apresenta também
outros componentes importantes, tais como, a-pineno (4,04%), p-cimeno (4,54%), canfora
(4,88%) e acetato de geranil (5,82%) [4].
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Tabela 4.2. Composicao quimica (% total de composto) do 6leo essencial de C. sativum [4].

Composto Percentagem Total (%)
Linalool 64.38
Acetato Geranil 5.82
Canfora 4.88
p-cimeno 4.54
a-pineno 4.04
Oxido trans-linalool (furandide) 3.12
Oxido cis-linalool (furanoide) 2.76
Limoneno 1.78
Geraniol 1.56
Canfeno 0.83
Borneol 0.47
3E-hexenilbutanoato 0.36
Oxido trans-linalool (pirandide) 0.33
a-terpineol 0.33
Mirceno 0.32
B-pineno 0.28
Geranial 0.21
Terpinen-4-ol 0.14
1-decanol 0.14
Isobornil acetato 0.14
p-cimenol 0.12
8-hidroxilinalool 0.12
Cis-pinocarvil acetato 0.12
3-decanol 0.1
1,8-cineol 0.08
Trans-carveol 0.06
Nerol 0.06
Neral 0.06
Neril acetato 0.06
Ciclogeranil acetato 0.06
Dodecenal 0.05
Tricicleno Vestigios
a-tujeno Vestigios
6-metil-5-heptan-2-ona Vestigios
6-metil-5-heptan-2-ol Vestigios
Geranil formato Vestigios

Total Identificado 97.5




O linalool (3,7-dimetilocta-1,6-dien-3-ol) € um alcool monoterpeno constituinte principal dos
oleos essenciais de diversas espécies aromaticas e é utilizado na medicina tradicional, devido
aos seus efeitos espasmolitico, anestésicos e sedativos [52,57,58]. O linalool apresenta uma
baixa toxicidade oral e dérmica aguda, como demostrado em diversos estudos de laboratorio
desenvolvidos em animais, no entanto, alguns estudos demonstraram que uma pequena
percentagem de individuos apresentaram uma reacdo alérgica [3]. Por outro lado, esta
descrito na literatura a atividade antimicrobiana do linalool contra C. albicans, E. coli e S.
aureus [57]. Segundo Al-Mariri et al., [6], o 6leo essencial de Thymus syriacus e os compostos
timol, carvacrol, “dihydro-carvon” e linalool apresentaram atividade antimicrobiana eficaz
contra bactérias Gram-negativas. Varios estudos também, mostratam a atividade
antimicrobiana e antifungica do linalool [59][60][61]. Mazzanti et al., [62], também
verificaram que o linalool era o composto maioritario do 6leo essencial de Hyssopus officinalis
e demonstraram a atividade antimicrobiana do linalool, uma vez que inibiu o crescimento de
varias leveduas e bactérias. Os resultados também mostraram que o composto 1,8-cineole

apresentou uma elevada acao antimicrobiana [62].

O composto p-cimeno (7-isopropil-4-metil-benzeno) é um hidrocarboneto natural
(monoterpeno) [3,63] e é o composto maioritario de varios oleos essenciais. Este composto
apresenta atividade antioxidante, anticancerigena e antimicrobiana contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas. O modo de acao deste agente antimicrobiano esta associado a
perturbacao dos lipidos da membrana citoplasmatica, provocando a rutura da mesma [64]. O
p-cimeno foi identificado como um dos principais compostos de Origanum scabrum, mas nao
apresentou atividade antimicrobiana contra as estirpes bacterianas testadas [65]. Segundo
Bagamboula et al., [54] o p-cimeno é um dos principais compostos do o6leo essencial de
tomilho, e, através da determinacdo da atividade antibacteriana pelo método de difusdo em
agar demonstraram que este composto nao apresentou nenhuma atividade bactericida contra

a estirpes Shigella sonnei e S. flexneri.

Outro dos compostos maioritarios do 6leo essencial de C. sativum é a canfora (1,7,7-
trimetilbiciclo [2.2.1] heptan-2-one) e este composto € uma cetona [3]. De acordo com
Inouye et al., [51], a canfora é um dos componentes principais do 6leo de alecrim, e foi o
principal responsavel pela atividade antimicrobiana observada. Por outro lado, Magiatis et al.,
[53] verificaram que a elevada quantidade de 1,8-cineole e da canfora podem estar
associados a atividade bacteriana apresentada pelos o6leos essenciais de A. taygetea e A.

fraasii.

O a-pineno (2, 6, 6- Trimetilbiciclo [3.1.1] hept-2-ene) é outro dos compostos principais de C.
sativum e é um hidrocarboneto [3]. Filipowicz et al., [66], verificaram que o a-pineno é o
principal composto do 6leo essencial de zimbro e apresentou atividade antimicrobiana contra

espécies de A. baumannii.
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Por fim, o acetato de geranil (Trans - 3, 7 - Dimethyl - 2, 6 - octadienyl acetate) é outros dos
compostos maioritarios do dleo de C. sativum e é um éster [3]. De acordo com Dorman e
Deans, [50] verificou-se que o acetato de geranil apresentou, em geral, maior atividade
antimicrobiana comparativamente com o geraniol, possivelmente devido a presenca do grupo

acetato na estrutura deste composto.

4.3. Utilizacao de compostos naturais no controlo de biofilmes

Como os biofilmes sao mais resistentes aos agentes antimicrobianos e desinfectantes, do que
as células planctonicas, torna-se cada vez mais urgente a procura de compostos naturais,
como os 6leos essenciais que ultrapassem a problematica da elevada resisténcia microbiana.
Deste modo, é fundamental a procura de alternativas naturais que conduzam a inibicao e

erradicacao dos biofilmes bacterianos.

Assim, estao descritos na literatura estudos com o objetivo de avaliar o efeito individual de
varios componentes comuns dos oleos essenciais (a- pineno; 1,8-cineol; (+) - limoneno;
linalool e acetato de geranil) sobre biofilmes de L. monocytogenes [42]. Deste modo, os
autores concluiram que o efeito antimicrobiano resulta da interacdo entre os componentes e
nao do efeito individual de um componente, ou seja, os compostos individuais foram
ineficazes na inibicao do crescimento do biofilme, no entanto, houve uma diminuicao da
atividade metabdlica do biofilme [42]. Gursoy et al., [67], também verificaram que
de biofilme pela bactéria Prevotella nigrescens. Num estudo desenvolvido por Nostro et al.,
[68], os autores concluiram que o 6leo essencial de orégdo e os compostos carvacrol e timol
inibiram o crescimento do biofilme previamente estabelecido e interferiram na formacao de
biofilme por duas espécies de Staphylococcus (S. aureus e S. epidermidis). Dalleau et al., [69]
verificaram que os terpenos carvacrol, geraniol e timol apresentaram elevada atividade
antifingica contra biofilmes de espécies de Candida albicans. Schillaci et al., [70] também
verificaram que concentragdes sub-inibitorias do dleo essencial de Boswellia payrifera
apresentaram atividade anti-biofilme contra o biofilme estabelecido de S. epidermidis e S.
aureus. Com a utilizacdo de concentragées de 6leo B. payrifera dez vezes superior a CMI
verificou-se atividade anti-biofilme contra S. epidermidis RP62A e com concentracdes sub-
semelhante, o 6leo B. rivae apresentou atividade anti-biofilme contra C. albicans ATCC 10231

e inibiu a formacao do biofilme de C. albicans, em concentracdes sub-inibitorias.

Deste modo, torna-se relevante o estudo de compostos antimicrobianos naturais, como o

linalool, na inibicao da formacao de biofilme e no biofilme estabelecido de A. baumannii.
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Capitulo 5 - Objetivos

O patogéneo nosocomial Acinetobacter baumannii tem vindo a adquirir resisténcia aos
antibidticos e agentes antimicrobianos actualmente disponiveis. Assim de modo a controlar as
infecbes e disseminacdo deste patogeneo, torna-se relevante o estudo do efeito
antimicrobiano de compostos naturais sobre as células plancténicas e biofilmes de A.

baumannii. Assim, os objetivos do presente trabalho foram:

- Determinar a atividade antimicrobiana dos compostos maioritarios do o6leo essencial de
sementes de Coriandrum sativum isoladamente (linalool, a-pineno, p-cimeno e acetato de
geranil), contra duas estirpes de referéncia (LMG 1025 e LMG 1041) e trés isolados clinicos
(AcB 10/10, AcB23/10 e AcB24/10) de A. baumannii em células planctoénicas.

- Avaliar o efeito do linalool na formacao e em biofilmes pré-formados pelas estirpes de A.

baumannii em estudo.

- Avaliar a capacidade das estirpes de referéncia de A. baumanii na adesao e formacao de
biofilmes em diferentes superficies, nomeadamente aco inoxidavel, PVC, aluminio anodizado
e latex, assim como o efeito do linalool.

- Estudar o efeito do linalool nos mecanismos de quorum-sensing.

- Avaliar a citotoxicidade do linalool em eritrocitos humanos.
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Capitulo 6 - Materiais e Métodos:

6.1. Microrganismos

Neste trabalho foram utilizadas duas estirpes de referéncia de Acinetobacter baumannii (LMG
1025 e LMG 1041) obtidas da colecdo BCCM/LMG Bacteria collection (Gent, Bélgica) e trés
estirpes clinicas de A. baumannii (AcB 10/10, AcB 23/10 e AcB 24/10) isoladas no Hospital
Cova da Beira (Covilha, Portugal). A estirpe AcB 10/10 foi isolada de um cateter de um
paciente internado na Unidade de Cuidados intensivos (UCI), a estirpe AcB 23/10 foi isolada
de uma hemocultura de um paciente internado no servico de Cirurgia e a estirpe AcB 24/10

foi isolada de uma urocultura de um paciente do servico de Urgéncia.

6.2. Conservacao dos microrganismos

Apos cultura overnight das estirpes de A. baumannii em meio sélido Luria-Bertani (LB) Agar,
inoculou-se uma colénia em 20 mL de meio LB broth a 37 °C e 250 rotacdes por minuto (rpm),
até se obter uma densidade 6tica a 600 nm (DOggonm) igual ou superior a 0.6. Apos obtida esta
DO, adicionou-se o volume necessario de glicerol de modo a obter uma concentracao final de
20% (V/V). Esta suspensao foi distribuida para tubos criogénicos estéreis e foram conservados
a -80°C. Anteriormente a cada ensaio realizado, as estirpes foram inoculadas em meio LB

agar e incubadas a 37 °C durante 24h, para garantir uma cultura pura.

6.3. Compostos antimicrobianos

Neste trabalho foram utilizados cinco compostos maioritarios do oleo essencial de sementes
de Coriandrum sativum L., nomeadamente o linalool, a-pineno, p-cimeno, acetato de geranil
e canfora, todos obtidos da Sigma-Aldrich. O conhecimento da estrutura quimica dos
compostos é fundamental para a posterior compreensao da acao bacteriana (ver tabela 6.1. e

figura 6.1.)

Tabela 6.1. Classificacao dos compostos antimicrobianos, de acordo com a estrutura quimica.

Composto Classificacao
Acetato de geranil Ester - monoterpeno [3,71]
Canfora Cetona - monoterpeno [3,72]
Linalool Alcool - monoterpeno [3,73]
p-cimeno Hidrocarboneto - monoterpeno [3,63]
a-pineno Hidrocarboneto - terpeno biciclico [3,74]
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Figura 6.1. Estrutura quimica do linalool, canfora, a-pineno, acetato de geranil e p-cimemo

(imagem adaptada de Burt, [1] e Rajeshwari e Andallu, [2]).

6.4. Determinacao da atividade antimicrobiana

6.4.1. Teste de difusao em disco

Para avaliar a suscetibilidade das cinco estirpes de A. baumannii aos cinco compostos
maioritarios do 6leo essencial de sementes de C. sativum usou-se o teste de difusdo em disco

para bactérias, segundo a norma M2-A8 do Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI)[75].

Para este teste usaram-se as solucdes puras dos quatro compostos liquidos (linalool, a-pineno,
p-cimeno e acetato de geranil) e fez-se uma solucdo de canfora de 200 mg/mL em
dimetilsulfoxido (DMSO). Aos discos de papel de filtro estéreis, com diametro de 6 mm, foram
adicionados 20 pL de cada umas das solucdes previamente descritas. Como controlo negativo
utilizou-se o DMSO (20 pL/disco), uma vez que a canfora foi dissolvida neste solvente, de
modo a controlar a possivel inibicao do crescimento bacteriano pelo DMSO ou contaminacao.
Como controlo positivo foi utilizado o antibiético tetraciclina (adicionou-se ao disco 20 pL de
uma solucao de tetraciclina em agua a uma concentracdo de 1.5 mg/mL de modo a obter uma
concentracao de 30 pg/disco), pois permite comparar a atividade antibacteriana do

antibidtico com a atividade dos compostos. Posteriormente, a partir de uma cultura overnight
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das estirpes de A. baumannii em meio sélido LB agar, preparou-se uma suspensao salina a 0.5
Unidades de McFarland, mergulhou-se uma zaragatoa estéril na suspensao previamente
preparada, girou-se varias vezes e apertou-se firmemente contra a parede interna do tubo
(acima do nivel do liquido) de modo a retirar o excesso de indculo da zaragatoa. Numa placa
de Mueller-Hinton Agar (MHA) foi entao inoculada a suspensao bacteriana, esfregando-se a
zaragatoa em toda a superficie do agar. Este procedimento foi repetido 2 vezes, girando a
placa aproximadamente 60° de cada vez, a fim de garantir uma distribuicao uniforme do
indculo em toda a placa. No final, passou-se a zaragatoa na margem da placa de agar e
deixou-se secar aproximadamente 5 min. Os discos previamente preparados, foram entao
colocados na superficie das placas anteriormente inoculadas e pressionados de encontro ao
agar de modo a assegurar o contacto completo com a superficie do mesmo. Por fim, as placas
foram incubadas a 37 °C, durante 18h. Apds o tempo de incubacao os halos de inibicao foram
medidos em milimetros com o auxilio de uma régua. O halo de inibicao foi considerado a area
sem crescimento detetavel a olho nu e sé foram considerados halos de inibicdo com diametro
superior ao diametro do disco (6 mm). O teste foi efetuado em triplicado e

independentemente.

6.4.2. Determinacado da Concentracdo Minima Inibitéria (CMI)

.....

descritos sobre as estirpes de A. baumannii, utilizou-se o método de microdiluicdo em meio

liquido para bactérias, de acordo com a norma M7-A6 do CLSI [76].

Todos os ensaios foram realizados utilizando meio LB broth, uma vez que estudos anteriores
verificaram ser o meio mais adequado para ensaios com A. baumannii. De forma a aumentar a
solubilidade dos compostos, foi adicionado DMSO para uma concentracado final maxima de 4%
(V/V). A canfora foi excluida deste ensaio devido a sua baixa solubilidade em meio aquoso.
Apds preparacao das solugdes dos compostos procedeu-se a uma homogeneizacdo vigorosa de
modo a obter uma mistura homogénea. Numa placa de 96 pocos, para um volume final de 50
WL por poco, realizaram-se diluicoes sucessivas (1:2) dos compostos nos intervalos de 32-0.25
pL/mL, 256-2 pL/mL, 256-2 pL/mL e 256-2 pL/mL, para o linalool, a-pineno, p-cimeno e
acetato de geranil, respetivamente. Apos 24h de crescimento das estirpes em meio LB agar a
37 °C, fez-se uma suspensao em solucao salina (NaCl 0.85%), acertou-se a uma densidade de
0.5 Unidades de McFarland e fez-se uma diluicao 1:100 em meio LB broth. Por fim, transferiu-
se 50 pL da suspensdo bacteriana diluida para cada poco, obtendo-se uma concentracao final
de 5x10° unidades formadoras de coldnia por mililitro (UFC/mL). Como controlo negativo de
crescimento foram usados os pocos sem inoculo e como controlo positivo de crescimento os
pocos sem compostos. A placa foi incubada a 37 °C, durante 16-20h. Apds incubacao o
crescimento foi avaliado visualmente e a CMI foi definida como a menor concentracao de

composto sem crescimento visivel. Os ensaios foram realizados em duplicado e pelo menos
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trés ensaios independentes. Apds a incubacdo procedeu-se também a determinacao da
concentracao minima letal (CML), que corresponde a menor concentracao de composto que
provoca a morte de 99,9% do inoculo bacteriano. Assim, transferiu-se 10 pL, em duplicado,
dos pocos correspondentes as CMI (sem crescimento visivel a olho nu) para placas de petri

com LB agar para a determinacao da CML, com posterior incubacao a 37 °C, durante 24h.

6.4.3. Curvas de morte - fase exponencial e estacionaria de crescimento

Para a determinacao da suscetibilidade das estirpes de A. baumannii em diferentes fases de
crescimento (fase exponencial e estacionaria) ao linalool (composto que apresentou melhor
atividade antimicrobiana), realizaram-se curvas de morte utilizando diferentes concentracoes

de linalool.

Apods crescimento overnight das bactérias em meio sélido LB a 37 °C, suspendeu-se uma
colonia em meio LB broth, inoculou-se 20 mL do mesmo meio de modo a obter uma DOggonm
inicial de 0.05 e incubou-se a 37 °C e 250 rpm durante 4 e 12h, estando as células em fase
exponencial e estacionaria de crescimento, respetivamente. Apds o periodo de incubacao
acertou-se a DOgyonm @ 0.1 em meio de cultura e diluiu-se de 1:10. Neste ensaio foram
utilizados tubos de vidro rolhados devido a volatilidade do linalool e de modo a permitir as
trocas gasosas. Assim, foram preparados 150 pL de solucao de linalool nos tubos de modo a
obter uma concentracao final de 1x e 2x a CMI e adicionou-se 1350 pL de suspensao
bacteriana diluida, resultando numa concentracdo final de 1x107 UFC/mL em cada tubo.
Como controlos de crescimento bacteriano foram utilizados dois tubos, um com meio de
cultura e outro com 1% de DMSO em meio. Os tubos foram incubados a 37 °C, sem agitacao e
para os tempos de incubacao de 0, 15, 30, 60, 120, 180, 240 minutos e 24 horas foram
retirados 20 pL de amostra, utilizados para a determinacao das UFC/mL, conforme descrito
por Chen et al., [77]. Resumidamente, numa placa de 96 pocos adicionou-se 180 pL de
solucao salina a cada poco e adicionou-se 20 pL de amostra para a primeira linha da placa.
Posteriormente, efetuaram-se diluicoes sucessivas (1:10) transferindo 20 pL da primeira linha
para 180 pL de solucdo salina na segunda linha e assim sucessivamente. Por fim, com o auxilio
de uma pipeta multicanal retirou-se 10 yL de cada poco, inoculou-se em placas com meio

solido LB e incubou-se a 37 °C durante 24h. Os ensaios foram realizados em triplicado.
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6.5. Biofilmes de A. baumannii

6.5.1. Avaliacdo do efeito do linalool em biofilmes de A.

baumannii

6.5.1.1. Efeito do linalool na formacao de biofilme de A. baumannii

Para determinar o efeito do linalool sobre a capacidade de formacao de biofilme pelas cinco
estirpes de A. baumannii, seguiu-se o protocolo descrito por Duarte et al., [44]. Foram
duas concentracdes sub-inibitorias (0.5x e 0.25x a CMI). Numa placa de 96 pocos de
poliestireno, realizaram-se diluicoes sucessivas (1:2) de linalool em meio LB broth, de modo a
obter as concentracdes finais desejadas, num volume de 50 pL por poco. Para a preparacao
do indculo bacteriano, as estirpes de A. baumannii cresceram em meio sélido LB a 37 °C
durante 24h, apo6s o tempo de incubacao retirou-se uma colénia e fez-se uma suspensao em
meio LB broth. Desta suspensao, inoculou-se 20 mL do mesmo meio de cultura de modo a
obter uma DOy, inicial de 0.05 e incubou-se a 37 °C e 250 rpm durante aproximadamente
16 horas. Posteriormente, acertou-se a DOgoonm @ 0.02 e adicionou-se 50 pL de inoculo a cada
poco, de forma a obter uma concentracédo final de 1x107 UFC/mL por poco. Os pocos sem
composto foram considerados o controlo positivo e 0s pocos apenas com meio de cultura
como controlo negativo. Por fim, as placas foram incubadas a 37°C durante 24h. Devido a
grande variabilidade deste ensaio, foram realizados, no minimo, quintuplicados e trés ensaios
independentes. Apos o tempo de incubacdo procedeu-se a quantificacdo da biomassa total do

biofilme formado através da coloracao com o corante violeta de cristal (VC).

» Coloragao com violeta de cristal (VC)
Passado o tempo de incubagao, aspirou-se o contedo dos pocos, lavou-se duas vezes com 150
pL de agua e deixou-se secar. Apds os pocos estarem bem secos, adicionou-se 100 pL de VC a
0.1% (P/V) em agua e incubou-se a temperatura ambiente durante 30 minutos. Passado este
tempo, descartou-se o conteldo dos pocos e lavou-se trés vezes com agua. Por fim, para
solubilizar o corante, adicionou-se 200 pL de uma solucao de etanol a 95% e transferiu-se 125
pL de cada poco para outra microplaca. A leitura da absorvancia foi realizada num leitor de

microplacas a 570 nm.

6.5.1.2. Efeito do linalool sobre o biofilme pré-formado de A. baumannii

Para avaliar o efeito do linalool sobre o biofilme previamente formado pelas cinco estirpes de
A. baumannii, procedeu-se a prévia formacdo de biofilmes em placas de 96 pocos de
poliestireno como descrito anteriormente (ponto 6.5.1.1.), com algumas modificacoes.

Resumidamente, adicionou-se 50 pL de indculo com DOypgnrm igual a 0.02 (obtida como descrito
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anteriormente) a cada poco e, de modo a obter um volume final de 100 pL, completou-se o
volume com 50 pL de meio de cultura LB broth. Como controlo positivo utilizou-se os pocos
com suspensao bacteriana e como controlo negativo os pocos unicamente com meio de
cultura. Apds 24h de incubacéo a 37 °C, aspirou-se cuidadosamente o contetdo dos pocos de
modo a evitar a desagregacao do biofilme e adicionou-se 100 pL, a cada poco, de diferentes
concentracoes de linalool (4%, 2x, 1x, 0.5x e 0.25x a CMI). Aos controlos positivo e negativo
adicionou-se 100 pL de meio de cultura. Apos incubacdo a 37 °C durante 24h, procedeu-se a
quantificacdo da biomassa total de biofilme, através do ensaio com VC descrito

anteriormente.

6.5.1.3. Analise da formacdo de biofilme através de microscopia eletronica
de varrimento

Para visualizar a morfologia do biofilme formado em poliestireno, recorreu-se a microscopia
eletronica de varrimento a pressao variavel. A presente técnica microscopica permite a
visualizacao das amostras hidratadas, durante um periodo de tempo limitado, uma vez que se
verifica uma perda gradual da agua presente na amostra, a baixa pressdao. A diminuicdo da
temperatura da amostra e da pressao de vacuo tera de ser gradual e ndo rapidamente, para
evitar a formacao de cristais de gelo ou de sais do tampao. Os electroes retroespalhados
permitem assim a obtencao das imagens de alta resolucao [78]. Assim, uma das vantagens
desta técnica é que permite a observacao de amostras bioldgicas hidratadas, sem necessidade
de haver um pré-tratamento, podendo-se variar a pressdo de vacuo e a temperatura da

amostra.

A estirpe de A. baumannii LMG 1041, foi escolhida para este procedimento uma vez que
apresentou uma boa capacidade de formar biofilme em poliestireno. Para realizar este ensaio
utilizaram-se quadrados de poliestireno (1x1 cm), que foram previamente mergulhados em
etanol puro durante 24h, posteriormente foram colocados no fundo de placas de 24 pocos e
foram esterilizados por radiacao ultravioleta (UV), durante 30 minutos. A cada poco, ja com a
superficie, adicionou-se 1 mL de suspensao bacteriana, obtida como descrito anteriormente,
com uma DOy, igual a 0.01. De modo a obter um biofilme forte, incubou-se a placa durante
48h a 37 °C. Passado o tempo de incubacao e imediatamente antes da visualizacao, retirou-se
o conteldo dos pocos e lavou-se duas vezes com agua para retirar todo o meio de cultura e
evitar a posterior formacao de cristais. Os quadrados de poliestireno com o biofilme formado
foram entdao montados no suporte do porta amostra de aluminio e examinados num

microscopio eletrdénico de varrimento a pressao variavel (HITACHI S3400N).
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6.5.2. Avaliacao da formacao de biofilmes de A. baumannii em

diferentes superficies e efeito do linalool

6.5.2.1. Superficies utilizadas e sua esterilizacao

Como foi previamente abordado na parte introdutoria do presente trabalho, um dos fatores
de viruléncia e patogenicidade da espécie A. baumannii é a capacidade que apresenta de
formar biofilmes em equipamentos e superficies hospitalares. Assim, escolheram-se quatro
superficies que podem ser encontradas em ambiente hospitalar, nomeadamente o aco
inoxidavel, aluminio anodizado, cloreto de polivinilo (do inglés PVC) e latex. Previamente a
cada ensaio as superficies foram lavadas e esterilizadas. Resumidamente, as superficies de
aco inoxidavel (2x2 cm), aluminio anodizado (1.5x1 cm) e PVC (1.5x1.5 cm) foram sujeitas a
esterilizacao por calor hiumido em autoclave a 121 °C e a esterilizacdo por UV durante 30
minutos, para assim evitar possiveis contaminacdes. Em relacdo as superficies de latex (1x1
cm), estas foram submersas numa solucao de hipoclorito de sddio (1%), durante 30 minutos,
lavaram-se duas vezes com agua estéril e apos estarem bem secas procedeu-se a sua
esterilizacao por UV. Como a area das superficies era variavel, utilizaram-se diferentes placas
de cultura e os volumes finais foram previamente ajustados para obter a mesma proporcao de

meio em todas as placas (tabela 6.2.).

Tabela 6.2. Superficies utilizadas, placas onde foram realizados os ensaios e volume final

utilizado por poco.

Superficies Placa Volume final por poc¢o (mL)
Aluminio anodizado 12 pocos 1.5
Aco Inoxidavel 6 pogos 3.5
Latex 24 pocos 1.0
PVC 12 pocos 1.5

6.5.2.2. Avaliacao da formacao de biofilmes em diferentes superficies

Devido ao reduzido nimero de amostras de superficies disponiveis, os ensaios foram
realizados apenas com as duas estirpes de referéncia de A. baumannii, LMG 1025 e LMG 1041.
Assim, para avaliar a capacidade de formacdo de biofilmes nas superficies previamente
preparadas, as estirpes de A. baumannii foram colocadas a crescer durante aproximadamente
16h, a 37 °C e 250 rpm em 20 mL de meio LB broth (como descrito anteriormente no ponto
6.5.1.1). Apds a incubacao, acertou-se o inoculo a DOggonm 0.01 e transferiu-se os volumes da
suspensao bacteriana apresentados na tabela 6.2. para os pocos. Os pocos com a superficie e

apenas meio LB broth foram considerados como controlo negativo de crescimento. No final da
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preparacao das placas, estas foram incubadas a 37 °C, durante 24h. Este ensaio foi realizado

em triplicado e em dias independentes.
» Coloracao com violeta de cristal (VC)

Passadas as 24h da formacao do biofilme, procedeu-se a quantificacdo da biomassa total do
biofilme através da coloracao com o VC. Resumidamente o procedimento foi efectuado como
descrito anteriormente (ponto 6.5.1.1), com algumas modificacdes. Os volumes utilizados
foram ajustados tendo em conta a tabela 6.2. Apds os 30 minutos de incubacdo com o VC,
descartou-se o contetudo dos pocos e lavou-se trés vezes com agua. Posteriormente, com o
auxilio de uma pinga, transferiu-se cuidadosamente as superficies para novas placas de
cultura e adicionou-se o volume adequado de etanol a 95%. No final, transferiu-se 125 pL para
uma placa de 96-pocos, e foi lida a absorvancia a 570 nm, utilizando um leitor de

microplacas.

6.5.2.3. Efeito do linalool na formacao de biofilmes nas superficies

Neste ensaio avaliou-se o efeito do linalool em concentracdo sub-inibitoria (0.5x MIC) na
formacao de biofilmes de A. baumanniii nas diferentes superficies. Os inoculos com DOgpgnm @
0.01 foram obtidos como descrito anteriormente. A cada poco com a superficie previamente
esterilizada, adicionou-se o volume de indculo adequado (tabela 6.3.) e posteriormente
adicionou-se uma solucao de linalool de modo a obter uma concentracao final de 0.5x CMI. Os
pocos unicamente com suspensao bacteriana e com meio de cultura foram utilizados como
controlo positivo e negativo de crescimento, respetivamente. As placas foram incubadas a 37
°C, durante 24h. Apos o tempo de incubacao a biomassa total do biofilme foi avaliada através
da coloracao com o VC, como descrito no ponto 6.5.2.1. Os ensaios foram realizados em

triplicado e dias independentes.

Tabela 6.3. Volumes de inoculo e solugdes de linalool adicionadas as diferentes superficies.

Superficies Volume de inéculo (pL) Volume de linalool (pL)
Aluminio Anodizado 1350 150
Aco Inoxidavel 3150 350
Latex 900 100
PVC 1350 150

6.6. Capacidade de adesdao de A. baumannii a diferentes
superficies e efeito do tratamento com linalool

A capacidade das cinco estirpes de A. baumannii aderirem a varias superficies foi avaliada
através da energia livre de adesdo, por aplicacao da teoria termodinamica da adesao, usando

medicdes dos angulos de contacto.
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6.6.1. Preparacao das superficies

Para o estudo da adesdao das cinco estirpes de A. baumannii a diferentes superficies,
selecionaram-se cinco materiais frequentemente presentes em meio hospitalar - o aco
inoxidavel, o aluminio anodizado, o latex, o cloreto de polivinilo (PVC), o poliestireno (PS) e
um tubo de plastico extraido de um cateter. Previamente a realizacdo dos ensaios, os
materiais foram imersos numa solucao de detergente comercial a base de amoniaco e secos a
65 °C durante 3h [33].

6.6.2. Preparacao dos inéculos

As células de A. baumannii foram inoculadas em 20 mL de meio de cultura LB broth,
incubadas a 37 °C e 250 rpm, apds o tempo de incubacao acertou-se a DOggonm @ 2 (= 1x10°
UFC/mL). Em seguida, prepararam-se as suspensdes bacterianas adicionando-se 5mL de
inoéculo a 5mL da solucdo de linalool de modo a obter uma concentracdo final de 0.5x CMI.
Como controlo positivo, foram adicionados 5mL de inoculo a 5mL de meio de cultura LB
broth. Procedeu-se a uma nova incubacdo a 37 °C e 250 rpm, durante 24h. Apoés o tempo de
incubacao, as células bacterianas foram recolhidas através de filtracdo a vacuo, utilizando
filtros de triacetato de celulose com diametro de poro de 0.45 ym. Para estabelecer um
contetdo de humidade constante, os filtros com as bactérias, com e sem tratamento prévio,
foram colocados em caixas de Petri, contendo uma camada de agar 1% (P/V) em agua com
10% de glicerol (V/V) [33].

6.6.3. Angulos de contacto e energia livre de adeséo

Os angulos de contacto e a energia livre de adesao entre as estirpes de A. baumannii e as

superficies foram determinados de acordo com o procedimento descrito por Luis et al., [33].

As medicdes dos angulos de contacto nas bactérias e nas superficies foram realizadas no
equipamento OCAH 200 da DataPhysics Instruments, aplicando o método da gota séssil. Foram
utilizados trés liquidos teste com diferentes polaridades - a agua desionizada, o etilenoglicol
e o diiodometano, tendo-se efetuado pelo menos quatro medicdes para cada um dos trés
liquidos. A partir dos valores de angulo de contacto e conhecendo os parametros da tensdo
superficial dos liquidos teste, calcularam-se as componentes de Lifshitz-van der Waals, acida
e base das bactérias e das superficies, usando a equacdo de Young-Good-Girifalco-Fowkes
(equacéo 6.1.) [97]. Nesta equacdo, 6 corresponde ao angulo de contacto; v, YV, y* e y sao,
respetivamente, a tensao superficial e as componentes de Lifshitz-van der Waals, acida e
base; L corresponde a fase liquida e S corresponde a fase solida (bactérias e superficies). Os
valores dos parametros da tensao superficial dos liquidos teste foram retirados da literatura
[97].
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¥, (1+cos6) =2 q\,-"yj"*“"]r‘,‘:*“" +2 q‘,"l'].’s_ 17 +24/vSy,  (equagdo 6.1.)

Para determinar a energia livce de adesdao das bactérias aos diferentes materiais (AGIFE)
usou-se o modelo de Lifshitz-van der Waals/acido-base (equacdes 6.2., 6.3. e 6.4.). A energia
livre de adesao corresponde a soma dos componentes resultantes das interacoes de Lifshitz-
van der Waals (componente LW apolar - AGEY ) e das interacdes acido-base (componente AB

polar - AGSE ) [97].
AGIRS = AGEY, + AGH,

(equacao 6.2)

8GHE = W™ - vE - (o - v - W - P

L

(equacao 6.3)

AGER =2[ ] (J¥5 * Jrs - o) g + v - ) - v v ]
(equacao 6.4.)
Onde,
LW = componente de Lifshitz-van der Waals
B = Bactéria
S= Superficie
L= Liquido da suspensao
¥*= Componente acida
¥'= Componente base

Segundo a teoria termodinamica, quando AGIES @ negativo a adesao é favorecida, mas se

AGIEE® for positivo a adesdo é energeticamente desfavoravel. Assim, quando 4G f%" aumenta

a adesao das bactérias as superficies devera diminuir.

6.7. Atividade anti-Quorum-sensing (QS)

Uma vez que o Quorum-sensing (QS) tem sido associado a adesdo bacteriana inicial e a
formacao de biofilmes em superficies, o efeito do linalool no QS foi estudado usando a estirpe
biossensor Chromobacterium violaceum ATCC 12472 através do ensaio de difusdo em disco.

Este ensaio laboratorial permitira verificar o efeito do linalool sobre a producao da violaceina
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(pigmento violeta) pela bactéria C. violaceum, sendo que a producdao de pigmento é
controlado por mecanismos de QS. Assim, se houver inibicao do QS pelo linalool, observar-se-

a inibicao do crescimento e/ou pigmento da estirpe biossensor.

Para a realizacao deste ensaio seguiu-se o procedimento descrito por Singh et al., [79], com
algumas modificacées. Resumidamente, a estirpe C. violaceum ATCC 12472 foi inoculada em
meio solido LB agar e incubada overnight a 30°C e seguidamente transferida para 20 mL de
meio LB broth e incubou-se a 30 °C e 150 rpm durante 16h. Apos incubacao, acertou-se a
DOgoonm @ 1 € inocolou-se uma placa de meio LB agar, com o auxilio de uma zaragatoa tal
como descrito no ponto 6.4.1. Adicionou-se 20 pL de linalool a discos estéreis, transferiram-se
para a placa previamente inoculada e incubou-se a 30 °C, durante 24h. Apos incubacao,
mediu-se o halo de inibicdo de crescimento e de pigmento com o auxilio de uma régua. Este

ensaio foi realizado em triplicado, em ensaios independentes.

6.8. Citotoxicidade - atividade hemolitica

O estudo da atividade antibacteriana do linalool é fundamental, no entanto, para possiveis
aplicacoes deste composto no controlo de A. baumannii é imprescindivel estudar a sua
toxicidade para o ser humano. Deste modo, realizou-se o ensaio de hemolise para avaliar o

efeito do linalool em eritrocitos humanos.

Para a realizacao deste ensaio seguiu-se o protocolo descrito por Duarte et al., [44].
Resumidamente, foi recolhida uma amostra de sangue de um individuo saudavel e colocada
em tubos de vacuo com EDTA (anticoagulante). Posteriormente, os eritrocitos foram
separados dos restantes constituintes do sangue por centrifugacao a 2000 rpm a 20 °C durante
10 minutos. Apos lavagem trés vezes com tampao fosfato salino (PBS, do inglés phosphate
buffered saline), adicionou-se PBS ao pellet, de modo a obter uma suspensao de 10% (V/V) de
eritrocitos/PBS. Esta suspensdao foi diluida 1:10, originando uma solucdo de 1% de
eritrocitos/PBS. Numa microplaca de 96 pocos de fundo em V efetuaram-se diluicoes
sucessivas de linalool para um volume final de 100 pL e adicionou-se 100 pL da suspensao de
eritrocitos/PBS. O triton X - 100 a 1% foi utilizado como controlo positivo de hemdlise e o PBS
como controlo negativo. As placas foram incubadas a 37 °C durante 1 hora e, posteriormente,
foram centrifugadas a 2000 rpm e 20 °C durante 10 minutos. Do sobrenadante transferiu-se
100 pL para uma microplaca de 96 pocos com fundo plano e mediu-se a absorvancia a 450 nm.
Os ensaios realizaram-se em triplicado e a percentagem de hemodlise foi calculada a partir da

seguinte equacao:

N amostra com linglosl_ , Tmosira com FES
Assonm Assomm

TmostrE com FES - lun% (Equa(,:éo 65)

amosire com Tritom
Agzomm —Aszn
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6.9. Equipamentos utilizados

Na elaboracdo do trabalho laboratorial da presente dissertacdo foram utilizados varios

equipamentos (ver tabela 6.4.), assim como material comum de laboratério.

Tabela 6.4. Descricao dos equipamentos utilizados no decorrer do presente trabalho

Pais/Origem

laboratorial.
Equipamento Marca/Modelo
Arca fria (-80°C) US35 Innova
Autoclave Uniclave 88 e 77
Balanca
Camara de Fluxo Laminar Aura 2000

Camara fria (4°C)

Centrifuga refrigerada
Densiémetro
Elétrodo de pH
Espectofotometro

Esterilizador

Beckam Coulter/ Allegra X - 22R

Densimat Italia
Metrohm

Ultrospec®3000 Cambridge, Inglaterra
Memmert

Estufa - 37°C

Estufa - 30°C P selecta
Incubador Orbital Aralab (Agitorb 200)
Leitor de Microplacas Anthos 2020
Microscopio Electrénico de Hitachi/S3400N

Varrimento a baixo vacuo

Vortex

Lisboa, Portugal

Edison, NJ USA
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6.10. Reagentes utilizados

Para a execucado deste trabalho experimental foi necessario o recurso a diversos reagentes

quimicos (tabela 6.5.).

Tabela 6.5. Descricao dos reagentes, marca, grau de pureza e pais/Origem, utilizados no

decorrer do presente trabalho laboratorial.

Reagente Grau de pureza (%) Marca Pais/Origem

Linalool 97% Sigma - Aldrich USA

a-pineno 98% Sigma - Aldrich USA

p-cimeno 99% Sigma - Aldrich

Acetato de Geranil 98% Sigma - Aldrich Alemanha

Canfora 96% Sigma - Aldrich Alemanha

Tetraciclina USB Franca

Dimetilsulfoxido (DMSO) VWR BDH Prolabo

Triton X - 100 Fisher

Cloreto de sédio Pronalab Lisboa

LB Agar Pronadisa Espanha

Mdieller Hinton Agar Liofilchem Italia

LB Broth

Glicerol 87% VWR BDH Prolabo Franca

Etanol 99,9% Manuel Vieira & C* Portugal
(Irmao), Lucrs, Lda

Violeta de cristal AMRESCO Solon, Ohio
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Capitulo 7 - Resultados e Discussao

7.1. Atividade antimicrobiana dos compostos naturais

A resisténcia de A. baumannii a diversos antibidticos e antimicrobianos tornou relevante a
procura de solucdes para combater esta problematica. Os agentes antimicrobianos naturais
podem ser uma alternativa aos agentes convencionais disponiveis. Assim, neste trabalho
estudou-se a atividade antimicrobiana dos compostos maioritarios isolados do 6leo essencial
de sementes de C. sativum contra cinco estirpes de A. baumannii (duas de referéncia e trés

isolados clinicos).

Um dos métodos utilizados para determinar a atividade antimicrobiana dos cinco compostos
em estudo foi o método de difusdo em disco. Este método permite apenas uma analise
qualitativa da suscetibilidade de um microrganismo a um dado composto, pois o diametro do
halo de inibicdo depende da capacidade dos compostos antimicrobianos se difundirem
uniformemente, através da placa de agar. O diametro depende também da atividade
antimicrobiana associada ao composto, da sua solubilidade e das varias caracteristicas do
microrganismo [54,80]. Os diametros dos halos de inibicdo do acetato de geranil, canfora,
linalool, p-cimeno e a-pineno para as cinco estirpes de A. baumannii estao apresentados na
Tabela 7.1.

Tabela 7.1. Diametros (mm) dos halos de inibicdo dos compostos e dos controlos (tetraciclina

e DMSO) para as estirpes de A. baumannii (Média + Desvio Padrao).

Estirpe d,:cge::at:ﬂ Canfora Linalool p-cimeno a-pineno DMSO Tetraciclina
LMG 1025 11.00+1.41 6.00+0.00 63.50+2.12 11.50+0.71 10.50+2.12 6.00+0.00 25.00+0.00
LMG 1041 10.00+0.00 6.00+0.00 24.50+0.71 8.00+£0.00  8.50+0.71 6.00+0.00 22.00+0.00
AcB 10/10 10.00+0.00 6.00£0.00 20.00£0.00 8.50£0.71  6.00+0.00 6.00£0.00  6.00£0.00
AcB 23/10 10.50+0.71 6.00£0.00 24.50£0.71 9.00£0.00  6.00+0.00 6.00£0.00  6.00+0.00
AcB 24/10 9.50£0.71 12.50£0.71 50.00£1.41 11.50£2.12 11.00£1.41 6.00£0.00  6.00+0.00

Através do método de difusdao em disco, observou-se que a canfora nao apresentou atividade
antimicrobiana contra todas as estirpes de A. baumannii testadas (halo de inibicao de 6 mm),
exceto contra a estirpe AcB 24/10 onde se observou um halo de inibicao de 12.5 mm. Por
outro lado, o linalool foi o composto que demonstrou melhor atividade antimicrobiana, uma
vez que se observaram halos de inibicao entre 20 e 63.5 mm contra todas as estirpes
analisadas (Tabela 7.1.). Em relacdo ao p-cimeno, acetato de geranil e a-pineno observaram-
se halos de inibicao entre 8-11.5 mm, 9.5-11 mm e 6-11 mm, respetivamente, indicando uma
baixa atividade antimicrobiana deste compostos. Em geral, as estirpes AcB 10/10 e AcB 23/10

foram menos suscetiveis aos compostos testados do que as restantes. Em relacdao ao

33



antibidtico de controlo (tetraciclina), verificou-se que as estirpes clinicas (AcB 10/10, AcB
23/10 e AcB 24/10) sao resistentes a este antibidtico (halo de inibicao de 6 mm), enquanto as
estirpes de referéncia (LMG 1025 e LMG 1041) sao sensiveis (halos de inibicao de 25 mm e 22
mm, respetivamente). Assim, conclui-se que o linalool foi o composto com melhor atividade

antimicrobiana contra A. baumannii.

Outro método utilizado para avaliar a atividade antimicrobiana dos compostos em estudo, foi
(CML) dos compostos. A CMI é definida como a menor concentracdo de composto capaz de
inibir o crescimento do microrganismo em estudo. A CML € a concentracao de composto que
inibe o crescimento de 99,9% das bactérias [52]. Para a determinacdo da CMI e CML, utilizou-
se a técnica da microdiluicio em meio liquido, onde nos pocos das microplacas, sao
incorporadas varias diluicdes do linalool no meio de cultura. Assim, a cada poco com uma
concentracao diferente de linalool foram adicionados os inoculos das estirpes de A.

baumannii e apds incubacao foi determinada a CMI.

Os resultados relativos a determinacdo da CMI e CML dos compostos em estudo estao
apresentados na tabela 7.2. A canfora foi excluida deste ensaio, uma vez que este composto
apresentou uma baixa solubilidade aquosa e nao se conseguiu dissolver em meio de cultura,
exceto em baixas concentracées, mas que nao mostraram atividade antibacteriana

(resultados nao apresentados).

Tabela 7.2. Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) e Concentracdo Minima Letal (CML), em

pL/mL, dos compostos em estudo contra cinco estirpes de A. baumannii.

LMG 1025 LMG 1041 AcB 10/10  AcB 23/10  AcB 24/10

Compostos
CMI CML CMI CML CMI CML CMI CML CMI  CML
Linalool 2 2 4 4 8 8 8 8 4 4
a-pineno 64 64 64 64 64 >128 64 64 32 32
p-cimeno 256 256 128 128 128 128 256 256 256 256

Acetato de geranil 64 64 64 64 64 64 64 64 64 64

Através dos resultados obtidos pela determinacdo da CMI, pode concluir-se que o p-cimeno foi
o composto com menor atividade antibacteriana contra as estirpes de A. baumannii em
estudo, uma vez que apresentou valores de CMI muito elevados para todas as estirpes (tabela
7.2.). Por sua vez, o a-pineno e o acetato de geranil apresentaram valores de CMI mais baixos
do que o p-cimeno, apresentando assim uma maior atividade antimicrobiana contra as
estirpes em estudo e o linalool foi o composto com melhor atividade antimicrobiana (valores
de CMI entre 2 e 8 uL/mL). A estirpe de referéncia LMG 1025 foi a mais suscetivel ao linalool

(CMI igual 2 pyL/mL), enquanto as estirpes clinicas AcB 10/10 e AcB 23/10 apresentaram a
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maior CMI (8 yL/mL). De um modo geral, os valores da CML foram iguais a CMI, indicando que

os quatro compostos em estudo tém atividade bactericida.

Comparando os resultados obtidos através dos dois métodos de determinacdo da atividade
antimicrobiana, pode concluir-se que os resultados obtidos sao semelhantes, uma vez que em
ambos os métodos se observou que o linalool foi o composto com melhor atividade
antibacteriana e os restantes compostos apresentaram atividade semelhantes entre eles, mas

inferior a do linalool.

Um estudo recente do nosso grupo de investigacdo sobre o efeito antibacteriano do 6leo
essencial de sementes de C. sativum contra estirpes de A. baumannii, demonstrou a atividade
bactericida deste 6leo com valores de CMI de 1 e 4 pyL/mL [44]. No presente estudo,
utilizando os compostos maioritarios isolados deste mesmo 6leo essencial contra estirpes de
A. baumannii, obtiveram-se, em geral, valores mais elevados de CMI para todos os compostos,
observando-se no entanto, o mesmo efeito bactericida. Estes resultados, podem dever-se ao
facto de o oleo essencial ser uma mistura de varios compostos, podendo estes atuar
sinergicamente e assim o oleo ter melhor atividade antimicrobiana relativamente aos seus

compostos isolados [4].

Para outras bactérias, os resultados obtidos por Sokovi¢ et al., [81] foram semelhantes aos
obtidos neste trabalho, uma vez que demonstraram que o linalool apresentou atividade
antimicrobiana contra as 11 bactérias em estudo com halos de inibicao entre 8-20 mm e CMIs
entre 4 e 7 yg/mL. No entanto, este composto apresentou baixa atividade antimicrobiana
contra P. aeruginosa (halo de inibicado de 8 mm e CMI de 7 pg/mL), uma bactéria muito
similar a A. baumannii. Em relacdo ao a-pineno, neste estudo demonstrou-se que, este
composto teve alguma atividade antibacteriana, apesar de menor que a do linalool, com halos
de inibicdo entre 6 e 11 mm. Resultados semelhantes foram obtidos por Sokovic et al., [81],
no entanto este estudo mostrou mais uma vez que a estirpe de P. aeruginosa apresentou
menor suscetibilidade a este composto. No mesmo estudo demonstrou-se a atividade
antibacteriana da canfora (halo de inibicao entre 8-19 mm), ao contrario dos resultados
obtidos no presente estudo em que este composto nao apresentou atividade antimicrobiana,

exceto para a estirpe AcB24/10 (halo de inibicao de 12.5 mm).

Também um estudo desenvolvido por Carson e Riley, [80], demonstrou a atividade
antibacteriana do linalool, com valores de CMI de 0.06 e 0.25 pyL/mL contra Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, respetivamente. Neste estudo os valores da CML foram iguais aos da
CMI, demonstrando a atividade bactericida deste composto, tal como se demonstrou no
presente estudo contra A. baumannii. Por outro lado, o p-cimeno foi o composto que

apresentou menor atividade antimicrobiana, com valores de CMI superiores a 8 yL/mL. Estes
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dados apoiam os resultados obtidos neste trabalho, confirmando a baixa atividade

antimicrobiana do p-cimeno contra A. baumannii.

A baixa atividade dos hidrocarbonetos em geral, independentemente da sua estrutura, deve-
se as suas limitacdes nas ligacdes de hidrogénio e na solubilidade em agua [81]. Os resultados
obtidos estao de acordo com o descrito, uma vez que os hidrocarbonetos p-cimeno e a-pineno
foram os compostos que apresentaram menor atividade antibacteriana contra A. baumannii.
Também foi descrito que os alcoois sao fortes agentes antimicrobianos e a sua atividade é
dependente do grupo funcional que os compostos contém [81]. Os resultados obtidos para o
linalool (alcool monoterpeno) neste trabalho estdo de acordo com os dados previamente

descritos, uma vez que foi o composto que apresentou melhor atividade antibacteriana.

Em geral, neste trabalho observaram-se diferencas nas atividades antimicrobianas dos
compostos testados contra A. baumannii, sendo o linalool 0 composto com melhor atividade.
Varios estudos com outros microrganismos também referem o potencial efeito antibacteriano
do linalool. No entanto ha varios fatores que podem contribuir para as diferencas do potencial
antimicrobiano dos oleos essenciais ou dos seus compostos isolados, nomeadamente,
diferencas nas técnicas analiticas, volatilidade e baixa solubilidade do composto, praticas
agrondmicas e de processamento, sendo assim suscetiveis de influenciar as propriedades

antimicrobianas [82].

A determinacao da atividade antimicrobiana através do tempo necessario para causar a morte
das bactérias apresenta uma relevancia clinica, pois permite a otimizacdo da dose para um
tratamento mais eficaz [83]. Os agentes antimicrobianos podem apresentar atividade
bactericida e/ou bacteriostatica. A actividade bacteriostatica consiste na inibicao do
crescimento microbiano, enquanto na actividade bactericida se verifica a morte microbiana
[84]. Através das curvas de morte é possivel determinar se a inibicao bacteriana é
dependente da concentracao de agente antibacteriano e/ou do tempo de contacto com o
mesmo [84]. Deste modo, no presente trabalho laboratorial procedeu-se a avaliacdo do efeito
de diferentes concentracdes de linalool (composto com melhor atividade antimicrobiana),
durante 24 horas, sobre as cinco estirpes de A. baumannii em duas fases de crescimento: fase

exponencial (Figura 7.1.) e fase estacionaria (Figura 7.2.).
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Figura 7.1. Representacao grafica das curvas de morte do efeito do linalool sobre estirpes
de A. baumannii em fase de crescimento exponencial: efeito de diferentes concentracoes
de linalool (1x e 2x a CMI) e controlo sobre duas estirpes de referéncia (LMG 1025 e LMG
1041) e trés estirpes clinicas (AcB 10/10, AcB 23/10 e AcB 24/10) de A. baumannii.
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Figura 7.2. Representacao grafica das curvas de morte do efeito do linalool sobre estirpes

de A. baumannii, em fase de crescimento estacionaria: efeito de diferentes concentracoes

de linalool (1x e 2x a CMI) e controlo sobre duas estirpes de referéncia (LMG 1025 e LMG
1041) e trés estirpes clinicas (AcB 10/10, AcB 23/10 e AcB 24/10) de A. baumannii.

Como se pode observar pelas representacoes graficas das curvas de morte (Figuras 7.1. e

7.2.), utilizando duas concentracoes inibitorias (1x e 2x a CMI) de linalool nas cinco estirpes

de A. baumannii, verificou-se que este composto exerceu um efeito bactericida sobre todas

as estirpes, tanto em fase exponencial, como em fase estacionaria de crescimento. Através

do “Controlo” também se pode observar que a concentracdao de DMSO utilizada ndo exerce
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efeito no crescimento das estirpes em estudo, pois o efeito foi sobreponivel ao controlo com

meio (resultado ndo apresentado).

Para melhor se analisarem os resultados obtidos em relacdo as curvas de morte, fez-se uma
tabela onde estao indicados os tempos de incubacao com linalool onde se verificou a total
inibicdo do crescimento das cinco estirpes de A. baumannii nas duas fases de crescimento
estudadas (tabela 7.3.).

Tabela 7.3. Tempo de incubacdao (em minutos) ao qual se observou total inibicao do
crescimento das estirpes de A. baumannii nas duas fases de crescimento, utilizando duas

concentracdes inibitorias de linalool.

1x CMI 2x CMI
A. baumannii Fase Fase Fase Fase
exponencial estacionaria exponencial estacionaria
LMG 1025 60 30 60 30
LMG 1041 30 30 30 30
AcB 10/10 30 30 15 30
AcB 23/10 30 30 30 30
AcB 24/10 30 30 30 30

Na fase de crescimento exponencial, verificou-se uma inibicao total do crescimento,
utilizando as duas concentracgdes inibitorias de linalool, apds 60 minutos de incubacédo para a
estirpe de referéncia LMG 1025 e apos 30 minutos de incubacao para todas as outras estirpes,
excepto para a estirpe clinica AcB 10/10 onde se verificou inibicdo do crescimento apds 15
minutos de incubacao com o dobro da CMI de linalool (Tabela 7.3.). Por outro lado, na fase de
estirpes de A. baumannii, utilizando as duas concentragdes inibitérias, aos trinta minutos de
incubacao (Tabela 7.3.). O rapido efeito letal do linalool, pode estar associado a disrupcdo da
membrana celular das estirpes de A. baumannii estudadas, uma vez que ja se provou que este

sera o modo de acgédo do 6leo essencial de sementes de C. sativum [56].

Os resultados obtidos anteriormente pelo nosso grupo de investigacao, demonstraram um
efeito letal do dleo essencial de C. sativum, utilizando a concentracdo minima inibitoria, aos
30 minutos de incubacao para a estirpe de A. baumannii LMG 1025 e aos 15 minutos para a
estirpes LMG 1041 em fase de crescimento exponencial [44]. Comparando com os resultados
obtidos no presente trabalho, pode-se observar que o linalool tem um efeito antibacteriano
ligeiramente mais lento do que o dleo essencial de sementes de C. sativum contra as células
de A. baumannii. Este efeito mais rapido do o6leo essencial, em comparacdo com o linalool
isolado, podera dever-se mais uma vez ao facto do 6leo ser uma mistura de varios compostos

que podem atuar sinergicamente, aumentando assim o efeito individual de cada composto
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[4]. Em relacao a fase estacionaria, os resultados obtidos anteriormente revelaram um efeito
letal do dleo de sementes de C. sativum as 3h de incubacao para a estirpe LMG 1025 e aos 15
minutos para a estirpe LMG 1041, utilizando uma concentracao minima inibitéria [44]. No
entanto, ao contrario do verificado com as células em fase exponencial, neste estudo
observou-se que o linalool apresenta uma acao mais rapida para a estirpe LMG 1025 (30 min),
enquanto o tempo de inibicao para a estirpe LMG 1041 manteve-se (30 min). Também, Caplin
et al., [85], estudaram o efeito do linalool em estirpes de S. aureus, verificando que este
composto apenas promoveu a total inibicdo bacteriana apds 2 horas e 30 minutos de
incubacao. Assim, através dos resultados obtidos neste trabalho pode-se concluir que o
linalool tem um efeito antibacteriano mais rapido em células de A. baumannii do que, por

exemplo, em células de S. aureus.

De um modo geral, as células de A. baumannii apresentaram suscetibilidade idéntica ao
linalool, quer na fase de crescimento exponencial, quer na fase estacionaria. No entanto,
varios estudos, demonstraram que as células na fase exponencial de crescimento sdo mais
sensiveis aos agentes antimicrobianos comparativamente com as células em fase estacionaria.
Tal como ja foi referido, Duarte et al., [44] demonstraram que as células de A. baumannii em
fase exponencial foram mais susceptiveis a acao do 6leo de C. sativum do que as células em
fase estacionaria. Outro estudo revelou uma maior resisténcia das células de Escherichia coli
em fase de crescimento estacionaria comparativamente a fase exponencial, devido as
diferencas fisiologicas e a expressao de genes na fase estacionaria [86]. Também Longbottom
et al., [87] verificaram que estirpes de P. aeruginosa foram mais sensiveis a acao
antibacteriana do dleo essencial de Tea tree na fase de crescimento exponencial. O mesmo
efeito foi observado por Kwiecinski et al., [88], sobre o efeito do 6leo essencial de Tea Tree

em células de Staphylococcus aureus.

As bactérias no meio e no final da fase de crescimento estacionaria crescem sob limitacdes de
nutrientes e na presenca de metabolitos toxicos e, portanto, sdao mais robustas e
heterogéneas relativamente a fase inicial de crescimento. Assim, na fase estacionaria as
bactérias secretam grandes quantidades de substancias poliméricas extracelulares, o que
pode influenciar as propriedades da superficie das bactérias, tornando-as mais resistentes a
agentes antimicrobianos [36]. No entanto e ao contrario do que esta descrito na literatura
para outras bactérias, no presente estudo verificou-se que o efeito do linalool nas duas fases
de crescimento de A. baumannii foi semelhante. Este resultado podera dever-se ao fato do
linalool ser um alcool e atuar rapidamente sobre a parede celular das bactérias, no entanto

para justificar estes resultados serdao necessarios fazer mais estudos.

Em suma, tendo em conta os resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que o linalool

apresentou um rapido e eficaz efeito bactericida contra as cinco estirpes de A. baumannii,
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podendo ser um potencial agente antibacteriano no controlo de infeccdes por este patogeneo

hospitalar.

7.2. Efeito do linalool em biofilmes de A. baumannii

7.2.1.1. Efeito do linalool na formacao de biofilmes de A. baumannii

A. baumannii é um patogéneo clinicamente relevante, pois apresenta resisténcia a varios
antibidticos comercialmente disponiveis, devido a varios fatores, entre eles a sua capacidade
de formar biofilmes. Assim, torna-se importante o estudo de novos agentes antimicrobianos,
na inibicao da formacao de biofilmes de A. baumannii. Assim, avaliou-se a acao de cinco
concentracdes de linalool (0.25, 0.5, 1, 2 e 4 x CMI), sobre a formacao de biofilmes de A.
baumannii, através da quantificacdo da biomassa total de biofilme formado pelo ensaio do
VC. Os resultados obtidos foram expressos através da absorvanvia obtida a 570 nm apds
coloracao com o VC (Fig. 7.3. A) e calculou-se a percentagem de inibicao da formacao do

biofilme (Fig. 7.3. B).

Efeito do linalool na formacao do biofilme A
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Figura 7.3. Efeito do linalool sobre a formacao do biofilme de A. baumannii. Quantificacao
da biomassa total de biofilme pelo método do Violeta de Cristal (A) e percentagem de

inibicao de biofilme formado (B).

Através dos resultados obtidos e considerando a formacao de biofilme sem adicao de linalool
(0x CMI), pode observar-se que a estirpe de A. baumannii LMG 1025 é a que apresenta maior
capacidade de formacao de biofilme, seguida das estirpes AcB 23/10 e AcB24/10. Por sua vez,

a estirpe AcB 10/10 é a que apresenta menor capacidade de formar biofilme (Fig. 7.3. A).

Em relacao ao efeito do linalool na capacidade de formacao de biofilmes das cinco estirpes de

A. baumannii, verificou-se que as concentracdes sub-initdrias de linalool testadas (0.25x e

.....

.....

observaram-se as menores percentagens de inibicao (2.78% e 2.74%) para a estirpe LMG 1025
e as maiores (17.88% e 24.29%) para a estirpe LMG 1041. Em relacdo as estirpes clinicas o
efeito inibitorio foi semelhante para as trés, AcB10/10 (3.66% e 6.78%), AcB23/10 (7.63% e
12.06%) e AcB24/10 (1.08% e 12.07%), sendo a diferenca de inibicao com as duas

concentracoes mais evidente para a estirpe AcB 24/10 (Figura 7.3. B).

Também Szczepanski et al., [35], observaram que as concentracdes de 6leo de tomilho,
orégdao e canela inferiores a CMI inibiram a formacdao de biofilmes por espécies de
Sphingomonas e de Acinetobacter. Neste estudo, obtiveram-se resultados semelhantes, uma
vez que as concentracoes de linalool inferiores a CMI também mostraram capacidade de inibir

a formacao de biofilmes por A. baumannii.

Tal como esperado, as maiores percentagens de inibicao da formacao dos biofilmes foram
obtidas utilizando 4x a CMI, sendo de 87.66% para a estirpe LMG 1025, 90.63% para a LMG
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1041 e 75.06%, 96.37% e 97.10% para as estirpes AcB 10/10, 23/10 e 24/20, respetivamente.
Para todas as estirpes observou-se uma inibicdo maxima igual ou superior a 90%, exceto para
as estirpes LMG 1025 e AcB 10/10 onde apenas se observou uma inibicao de 87.66% e 75.06%,
respetivamente (Figura 7.3. B). Também se observou uma menor formacao de biofilme com a
utilizacao de 2x a CMI. No entanto, esperava-se uma menor formacao de biofilme quando
utilizada 1x a CMI, uma vez que € a concentracdo minima capaz de inibir as estirpes
bacterianas. As elevadas percentagens de formacao de biofilme com 1x a CMI, entre 63.60% e
93.03%, podem dever-se ao facto dos indculos bacterianos utilizados na determinacao da CMI
e na formacao do biofilme estarem em diferentes fases de crescimento, uma vez que para a
determinacdo da CMI os indculos foram obtidos diretamente do meio sélido e para a formacao
de biofilmes os indculos foram sujeitos a um crescimento prévio em meio de cultura liquido.
Outra explicacdo podera ser devido a facto do linalool inibir unicamente as células de A.
baumannii das camadas superficiais do biofilme, permanecendo células viaveis nas camadas

mais internas [49].

Estudos anteriores, demonstraram que o Oleo essencial de C. sativum, cujo composto
maioritario € o linalool, apresentou percentagens de inibicao da formacao de biofilmes por
estirpes de A. baumannii superiores a 85% ao utilizar 2x a CMl. Também demonstraram que
resultados sao semelhantes aos obtidos no presente estudo, demonstrando assim que a
atividade anti-biofilme do 6leo essencial de C. sativum, podera dever-se maioritariamente ao
linalool. Kwiecinski et al., [88] determinaram a influéncia de varias concentracdes de 6leo
essencial de tea tree na formacao de biofilmes de S. aureus. Ao contrario do observado no
presente estudo, utilizando concentracdes de 6leo inferiores a CMI nao se verificou alteracdo
no numero de células do biofilme, mas observou-se um aumento da atividade metabolica das
mesmas. Porém, ao utilizarem 1x e 2x a CMI observou-se uma diminuicdo no nimero de

células e da atividade metabolica.

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram a acao do linalool na inibicao da formacao
de biofilmes, por cinco estirpes de A. baumannii, podendo assim ser utilizado futuramente,

por exemplo como desinfetante, no combate de biofilmes formados por este patogeneo.

7.2.1.2. Efeito do linalool em biofilmes pré-formados de A. baumannii

Os biofilmes apresentam elevada resisténcia a antibidticos e desinfetantes,
comparativamente com as células planctonicas [42]. Assim, torna-se relevante o estudo do
efeito de agentes antimicrobianos naturais, como o linalool, na dispersao de biofilmes de
estirpes de A. baumannii, podendo este ser utilizado futuramente na desinfecao de

superficies contaminadas por este patdgeneo. Deste modo, procedeu-se ao estudo da acao de
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cinco concentracoes de linalool (0.25, 0.5, 1, 2 e 4x a CMI) sobre os biofilmes previamente

formados pelas cinco estirpes de A. baumannii.

Os resultados obtidos estao apresentados na figura 7.4., onde os resultados foram expressos
através da absorvancia obtida a 570 nm apds coloracdo com o VC (Fig. 7.4. A) e pela

percentagem de inibicao do biofilme formado (Fig. 7.4. B).
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Figura 7.4. Efeito do linalool sobre o biofilme previamente formado de A. baumannii.
Quantificacdo da biomassa total de biofilme pelo método do Violeta de Cristal (A) e

percentagem de inibicao do biofilme formado (B).
As estirpes de A. baumannii LMG 1025 e LMG 1041 foram as estirpes que apresentaram maior

capacidade de formacao de biofilme, sem tratamento com o linalool, e, como verificado

anteriormente, a estirpe AcB 10/10 apresentou a menor capacidade.
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0.5x a CMI, verificou-se uma baixa capacidade do linalool inibir o biofilme previamente
formado, para todas as estirpes de A. baumannii. Por sua vez, as maiores percentagens de
inibicdo do biofilme pré-formado foram de aproximadamente, 73/52%, 55/26%, 86/85%,
55/52% e 64.4/64.3%, utilizando 4/2x a CMI de linalool para as estirpes LMG 1025, LMG 1041,
AcB 10/10, AcB 23/10 e AcB 24/10, respetivamente. Com 1x a CMI nao se verificou uma
elevada inibicao do biofilme previamente formado por todas as estirpes, o que seria de
esperar uma vez que o biofilme previamente formado esta completamente constituido e
assim torna-se mais resistente aos agentes antimicrobianos. Deste modo, demonstrou-se que
com o aumento da concentracao de linalool houve um aumento da percentagem de inibicao

do biofilme previamente formado.

Os resultados obtidos anteriormente pelo nosso grupo de investigacao demonstraram que o
oleo essencial de sementes de C. sativum também inibiu eficazmente o biofilme pré-formado
de todas as estirpes de A. baumannii em estudo, com valores de inibicao elevados, entre 75%
e 93%, utilizando 4x a CMI [44]. Por outro lado, com uma baixa concentracao de dleo (0.25x a
formado [44]. Estes resultados foram semelhantes aos obtidos no presente estudo, no entanto
o linalool mostrou um efeito inibitério menor que o 6leo essencial. Isto pode dever-se, uma

vez mais, ao facto do 6leo ser uma mistura de varios compostos.

De modo semelhante ao obtido neste estudo, Jadhav et al., [89] verificaram que utilizando a
CMI de oleo essencial de yarrow (milefdlio), observou-se uma inibicdo do biofilme pré-
formado de L. innocua e L. monocytogenes de apenas 28.7% e 52.2%, respetivamente.
Também, Nostro et al., [68] verificaram que os 6leos essenciais de orégao, carvacrol e timol
inibiram a formacao e o biofilme previamente formado por estirpes de Staphylococcus aureus
e Staphylococcus epidermidis, com concentracoes inibitorias duas ou quatro vezes superiores
a CML.

Deste modo pode-se concluir que o linalool é uma promissora estratégia natural no controlo
da formacao do biofilme de A. baumannii, bem como, da dispersao dos biofilmes previamente
formados, ainda que as células do biofilme pré-formado sejam mais resistentes aos agentes
antimicrobianos que as células plancténicas ou até mesmo biofilmes em formacao [42]. Assim,
este agente antimicrobiano podera ser utilizado na elaboracao de desinfetantes e em terapias
antimicrobianas, de modo a superar a resisténcia de A. baumannii aos antibioticos e

desinfetantes atualmente disponiveis.
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7.2.1.3. Analise da formacdo do biofilme por microscopia electrénica de
varrimento

Recorrendo a técnica de Microscopia Eletronica de Varrimento, pretendeu-se confirmar a
formacao do biofilme pelas estirpes de A. baumannii e analisar a estrutura morfolégica do
biofilme formado. Assim, escolheu-se a estirpe de A. baumannii LMG 1041, uma vez que os
resultados prévios mostraram uma forte capacidade desta estirpe para formar biofilme e
avaliou-se a morfologia de um biofilme formado durante 48h. Com as imagens obtidas (Figura
7.5.) confirmou-se a efetiva formacao de biofilme pela estirpe LMG 1041, estando o biofilme
aderido a superficie de poliestireno e observando-se o volume do biofilme. A técnica de
microscopia eletronica de varrimento a pressao variavel é vantajosa, pois evita-se a prévia
preparacao demorada da amostra, uma vez que a amostra, nao precisa de ser desidratada
nem sofrer o processo de fixacdo. No entanto, a qualidade da imagem é afetada, como se

pode observar pelas imagens obtidas.

CME/CO-UBI x2.30k CME/CO-UBI x4.00k

Figura 7.5. Imagens obtidas por microscopia eletronica de varrimento a pressdo variavel.
Biofilme da estirpe de A. baumannii LMG 1041, formado sobre uma superficie de poliestireno
a 2300x (A) e 4000x (B).

7.2.2. Avaliacdo da adesdao e formacao de biofilmes de A.

baumannii em diferentes superficies - efeito do linalool

7.2.2.1. Avaliacdo da adesdo de A. baumannii a diferentes superficies
através da medicao do angulo de contacto e energia de adesao

Como abordado anteriormente, o primeiro passo na formacao do biofilme consiste na adesao
a superficie. Assim, para o estudo termodinamico da adesao das estirpes de A. baumannii a
superficies comuns em ambiente hospitalar (ago inoxidavel, aluminio anodizado, cloreto de
polivinilo, latex, poliestireno e tubo de plastico extraido de um cateter) determinou-se a

energia livre de adesdo através da medicdo dos angulos de contacto, pela técnica da gota
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séssil (figura 7.6.). A realizacao deste ensaio teve como objetivo prever teoricamente a
capacidade das estirpes de A. baumannii aderirem as diferentes superficies testadas, com e

sem tratamento com o linalool.

Figura 7.6. Equipamento OCAH 200 da DataPhysics Instruments, utilizado na determinacao do

angulo de contacto através da técnica da gota séssil.

Os resultados da energia livre de adesao obtidos (ﬂﬁfd"-rf“[), sao apresentados na tabela 7.4.
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Tabela 7.4. Energia livre de adesao das bactérias de A. baumannii as diferentes superficies,

com e sem tratamento prévio com o linalool.

AGIFE (mN/m)

N S A R S
LMG 1025 -13.47 -7.00 -4.22 -13.34 -22.52 -21,57
LMG 1025 (linalool) -0.46 7.04 8.20 0.13 -12.90 -15,00
LMG 1041 8.02 15.39 16.52 7.25 -1.18 -3,06
LMG 1041 (linalool) 4.74 11.46 11.76 5.44 -7.18 -10,19
ACB 10/10 4.21 11.83 12.86 4.26 -7.29 -9,57
ACB 10/10 (linalool) -1.86 5.60 6.64 -0.92 -15.12 -17,41
ACB 23/10 8.78 14.27 15.10 7.76 2.93 1,59
ACB 23/10 (linalool) -3.81 2.33 2.81 -2.14 -16.95 -19,55
ACB 24/10 -9.81 -3.00 -0.26 -10.13 -18.41 -17,63
ACB 24/10 (linalool) 3.76 10.99 11.85 4.00 -7.66 -10,02

Através dos valores da energia de adesdo pode-se avaliar se a adesdao as superficies é
termodinamicamente favoravel ou desfavoravel, sendo que: AGTotal (adh)<0 a adesao é
favorecida; AGTotal (adh)>0 a adesao nao é favorecida. Assim, pode-se concluir que quando

aumenta AGTotal (adh) a adesao das bactérias as superficies diminui.

Deste modo, através dos valores da energia de adesdo obtidos, pode-se concluir que sem
tratamento com linalool, as estirpes de A. baumannii LMG 1025 e AcB 24/10, apresentam
adesdo termodinamicamente favoravel (AGTotal (adh)<0) a todas as superficies testadas. A
estirpe AcB 23/10 nao apresenta adesao favoravel para nenhuma das superficies e as estirpes
LMG 1041 e AcB 10/10, apenas tém adesao favorecida para o poliestireno (PS) e para o tubo
de plastico. No entanto, quando estas bactérias foram tratadas com o linalool,
comparativamente com a estirpe sem tratamento, a adesao a todas as superficies apenas foi
desfavoravel (aumento AGTotal (adh)) para as estirpes A. baumannii LMG 1025 e AcB 24/10.
Para as restantes estirpes verificou-se uma diminuicao da AGTotal (adh) para o tratamento
com linalool em relacdo ao controlo, indicando que o tratamento com linalool, ao contrario
do que seria de esperar, aumentou a capacidade termodinamica das bactérias aderirem as
superficies. No entanto, é importante referir que para a maioria das estirpes, apesar de ter
diminuido a energia livre de adesao, esta manteve-se positiva, ou seja, a adesao nao foi
termodinamicamente favoravel.

Por exemplo, a adesdo da estirpe LMG 1041 as superficies de PVC, latex, aco inoxidavel e
aluminio anodizado foi termodinamicamente desfavoravel e apesar do tratamento com
linalool ter diminuido a energia livre de adesdo, a adesdo das bactérias a estas superficies

permaneceu desfavoravel (AGTotal (adh)> 0). Relativamente as superficies de PS e do tubo de
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plastico do cateter, a adesdao é favorecida (AGTotal (adh)> 0) e apo6s o tratamento com

linalool aumenta a sua capacidade de adesao.

Borges et al., [34] testarem os efeitos do acido galico (AG) e do acido ferdlico (AF) na adesao
de algumas bactérias (E. coli, P. aeruginosa, S. aureus e L. monocytogenes) a superficies de
poliestireno, através da caracterizacdo termodinamica da energia livre de adesdo. Os
resultados obtidos neste estudo demonstraram uma adesao energeticamente desfavoravel de
todas as bactérias, exceto de P. aeruginosa, ao poliestireno. Quando tratadas com os
compostos, a adesao de todas as bactérias foi menos favoravel, excepto para E. coli, onde se
observou uma adesdao mais favoravel. No presente estudo, observaram-se resultados
semelhantes, uma vez que, apos o tratamento com linalool, a adesdo foi energeticamente

desfavoravel para duas estirpes, enquanto as restantes tiveram um comportamento oposto.

A previsdao termodinamica da adesao das estirpes de A. baumannii as diferentes superficies
apos tratamento com o linalool ndo corresponde ao esperado, uma vez que era expectavel
uma diminuicao da adesao bacteriana apos o tratamento com o linalool. No entanto, sabe-se
que a adesado bacteriana a superficies € um processo complexo influenciado por diversos
fatores. Entre estes fatores incluem-se as caracteristicas fisico - quimicas das bactérias, as
propriedades da superficie dos materiais (como, por exemplo a hidrofobicidade) e os fatores
ambientais. As variacdes no acabamento das superficies, bem como, o tratamento de limpeza
também podem influenciar a adesdo bacteriana. As propriedades bioldgicas das bactérias, tais
como a presenca de apéndices celulares (pilus) e a producdo de substancias poliméricas
extracelulares, também influenciam o processo de adesdo. Por outro lado, os microrganismos
também podem adaptar as suas estratégias de adesdao de acordo com a natureza da superficie
e dos fatores externos através de mecanismos de comunicacdo celular (quorum-sensing)
[19,34,90,91].

7.2.2.2. Avaliacdo da formacdo de biofilmes de A. baumannii em
diferentes superficies e efeito do tratamento com linalool

Um dos fatores de patogenicidade e viruléncia da bactéria A. baumannii deve-se a capacidade
deste patogéneo aderir a superficies e formar biofilmes. Estes biofilmes representam uma
problematica, uma vez que apresentam elevada resisténcia aos antimicrobianos disponiveis
atualmente. Deste modo, torna-se urgente a procura de alternativas antimicrobianas para

controlar a formacao de biofilmes pela bactéria nosocomial A. baumannii.

Da previsdo termodinamica da adesdo celular, obtida pela determinacdo do angulo de
contacto (ponto 7.2.2.1.), verificou-se que as duas estirpes de referéncia (A. baumannii LMG
1025 e LMG 1041) apresentaram um comportamento distinto ap6s o tratamento com o

linalool, ou seja, para a estirpe LMG 1025 verificou-se que a adesao foi energeticamente nao
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favoravel, enquanto que para a LMG 1041 a adesao foi energeticamente favoravel. Assim,
estas duas estirpes foram selecionadas para avaliar a capacidade de formacao de biofilme,
bem como, o efeito do linalool na formacao de biofilme sobre superficies, normalmente

presentes em ambiente hospitalar (aco inoxidavel, aluminio anodizado, latex e PVC).
Assim, a capacidade de formacao de biofilmes pelas duas estirpes de referéncia nas

diferentes superficies, foi avaliada através da quantificacdo da biomassa total do biofilme

formado através do método do VC e os resultados estao apresentados na figura 7.7.

Formacao de Biofilme
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Figura 7.7. Formacao de biofilme pelas estirpes de referéncia de A. baumannii LMG 1025 e
LMG 1041 em aco inoxidavel, aluminio anodizado, latex e cloreto de polivinilo, através da
quantificacao da biomassa total do biofilme. De modo a comparar os resultados, estes foram

padronizados de modo a corresponderem a uma area superficial de 1cm?.

Através dos resultados obtidos, pode-se observar que as duas estirpes de referéncia
apresentaram capacidade de formar biofilme sobre as diferentes superficies em estudo,
verificando-se que a maior quantidade de biofilme foi formado sobre as superficies de latex,
seguido do aluminio anodizado, enquanto a menor formacao de biofilme se verificou sobre o

aco inoxidavel (imagens representativas na figura 7.8.).
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Figura 7.8. Representacdo do biofilme formado sobre as superficies de PVC (6 pocos a

direita) e aluminio anodizado (6 pocos a esquerda) (A) e aco inoxidavel (pogos superiores com

biofilme e pocos inferiores controlo) (B).

Através da previsao termodinamica de adesao foi observado que, ao contrario da estirpe LMG
1041, a adesado a todas as superficies foi termodinamicamente favoravel para a estirpe LMG
1025, no entanto os resultados obtidos através da quantificacdo da biomassa do biofilmes
mostram que ambas as estirpes apresentam semelhante capacidade de formar biofilmes. O
latex foi a superficie onde houve maior formacdo de biofilme, no entanto, segundo os
resultados termodinamicos, para esta superficie a adesao nao era a mais favoravel. Como o
latex € um material muito poroso, podera ter influenciado a quantificacdo do biofilme
formado, pelo ensaio com o corante VC. Por outro lado, o PVC foi a superficie
energeticamente mais favorecida para a adesao celular das estirpes de referéncia, no
entanto, pelo método de coloracdo com VC verificou-se a menor formacao de biofilme sobre
esta superficie. Estes resultados mostram que o processo de adesao as superficies € um passo
inicial da formacao de biofilmes, podendo nao ter influéncia no biofilme formado, pois como
foi demonstrado, uma adesao a superficie favorecida, nem sempre é sinénimo de um maior
biofilme formado. Sabe-se que os biofilmes sdao formados em varios passos, sendo que a
adesao a superficie é o inicial, podendo ainda haver muitos fatores a influenciarem o biofilme
final [12,33].

0 efeito do linalool na formacao dos biofilmes nas superficies, também foi avaliado utilizando

biomassa total do biofilme através do método do VC (figura 7.9.).
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Figura 7.9. Efeito do linalool na formacao de biofilme pelas estirpes de referéncia de A.
baumannii LMG 1025 (A) e LMG 1041 (B) em aco inoxidavel, aluminio anodizado, latex e
cloreto de polivinilo. De modo a comparar os resultados, estes foram padronizados de modo a

corresponderem a uma area superficial de 1cm?.

Para melhor avaliar o efeito do linalool na formacao de biofilme sobre as superficies testadas

calculou-se a percentagem de inibi(;éo do biofilme formado (tabela 7.5.), pelo qual se

.....

de referéncia nas quatro superficies.
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Tabela 7.5. Percentagem de inibicao do biofilme formado pelas duas estirpes de referéncia

de A. baumannii (LMG 1025 e LMG 1041), sobre quatro superficies, através do efeito do

linalool.
Inibicdo do Biofilme Formado (%)
Superficie
A. baumannii LMG 1025 A. baumannii LMG 1041

Aco Inoxidavel 5.00 24.31
Aluminio Anodizado 4.82 5.19
Latex 22.62 37.02
PVC 42.38 28.36

A partir da analise da figura 7.9. e da tabela 7.5., verificou-se que o linalool inibe a formacao
linalool verificou-se na formacao de biofilme sobre o PVC (42.38 %) para a estipe LMG 1025 e
sobre o latex (37.02%) para a estirpe LMG 1041. Por outro lado, a menor inibicao,
aproximadamente 5%, verificou-se na formacao de biofilme sobre o aluminio anodizado, para
as duas estirpes de referéncia. Os resultados referentes a estirpe LMG 1025, sao concordantes
com os resultados obtidos pela previsao termodinamica da adesdo as superficies. Para esta
estirpe foi observado que o tratamento com linalool, diminuiu a capacidade de adesao da
bactéria a todas as superficies. Esta capacidade de adesao foi menos favoravel para o PVC,
onde se observou um aumento da energia livre de adesao de -13.34 para 0.13, estando este
resultados coerentes com os obtidos através da quantificacdo da biomassa total do biofilme
formado, onde se observou uma inibicdo de 42.38%. Os resultados termodinamicos
relativamente ao latex também suportam os resultados obtidos na formacédo do biofilme. No
entanto seria de esperar uma maior inibicio do biofilme relativamente ao aluminio
anodizado, uma vez que a adesao foi desfavorecida com o tratamento com linalool. Em
relacdo a estirpe LMG 1041, ao contrario da previsao da adesdo termodinamica, observou-se
uma maior inibicao da formacao do biofilme. Isto pode ser explicado pelo fato das energias de
adesdo desta estirpe a todas as superficies serem positivas com valores bastante elevados,
indicando que a adesado desta estirpe, com e sem tratamento com linalool, ndo é favoravel a

nenhuma das superficies. Assim, torna-se mais facil a acdo do agente antimicrobiano.

Sabe-se que a adesao bacteriana pode ser influenciada por varios fatores, nomeadamente
pela superficie da célula e pela superficie de adesao, mas os compostos extracelulares como
os exopolissacaridos, também sao responsaveis pela formacao de biofilme e pela resisténcia a
agentes antimicrobianos [33,43]. Estudos com exopolissacaridos, mostraram inibicao da
adesdo inicial das células de E. coli ao aco inoxidavel, nao se verificando, no entanto,
inibicdo do desenvolvimento e maturacdao do biofilme [92]. Oh et al., [93], também

verificaram que as caracteristicas da superficie dos materiais, como a rugosidade,
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influenciam a adesao celular, concluindo que existe uma maior adesdo celular as superficies

rugosas e consequentemente uma maior formacao de biofilme.

Assim, através dos resultados de adesdo celular e formacao de biofilmes, podemos concluir
que o linalool é um composto antibacteriano promissor no controlo de A. baumannii,
apresentando atividade antibacteriana tanto em células plancténicas, como em biofilmes.
Deste modo, este composto podera ser eventualmente utilizado no futuro na elaboracao de
desinfectantes para as superficies hospitalares e até mesmo na incorporacdo deste composto
em luvas utilizadas pelos profissionais de salde, para diminuir a propagacédo de estirpes de A.

baumannii, assim como a formacao de biofilmes.

7.3. Atividade Anti- Quorum-sensing (QS)

0 QS consiste na comunicacdo bacteriana célula - célula, mediada por autoindutores, como as
N-acil-homoserina lactonas nas bactérias Gram-negativas. Este autoindutor regula a
transcricdo de genes, assim como alguns fatores de viruléncia como a adesado bacteriana,
formacao de biofilme e motilidade [7,38,39,94].

Assim, no presente trabalho, estudou-se a influéncia do linalool no QS, utilizando a estirpe
biossensor Chromobacterium violaceum. Como resultado da atividade QS, através da
libertacdo do autoindutor esta bactéria sintetiza um pigmento violeta - violaceina [94].
Assim, testou-se o efeito do linalool na inibicdo da producdao da violaceina pela
Chromobacterium violaceum ATCC 12472, o que se traduz numa inibicao dos mecanismos de
QS desta bactéria Gram-negativa. Para isto, realizou-se o teste de difusdao em disco e os

resultados da inibicao do pigmento pelo linalool estao representados na tabela 7.6.

Tabela 7.6. Diametro (mm) do halo de inibicdo do pigmento violeta pelo linalool e controlo

(DMSO) para a estirpe Chromobacterium violaceum ATCC 12472 (Média + Desvio Padrao).

Estirpe biossensor Halo de inibicdo (mm)
Chromobacterium violaceum ATCC 12472 Linalool DMSO
Inibicao do crescimento 45 +2 60
Inibicdo do pigmento 52 £ 1 60

De acordo com os resultados obtidos (tabela 7.6.), verificou-se que o linalool inibiu a
producao do pigmento violaceina da estirpe Chromobacterium violaceum ATCC 12472,
observando-se um halo de inibicao de crescimento de aproximadamente 4.5 cm e ainda 0.7
cm sem inibicao de crescimento, mas com inibicao do pigmento. Assim, verificou-se que o
linalool interferiu na atividade QS, verificando-se a inibicdo do pigmento da estirpe
Chromobacterium violaceum ATCC 12472 (Ver figura 7.10).

54



Crescimento e producao de pigmento

Inibicdo do pigmento
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Figura 7.10. Imagens do halo de inibicao do linalool para estirpe Chromobacterium violaceum
ATCC 12472 utilizando DMSO (A), linalool (B) e esquema representativo da inibicao de

crescimento e pigmento (C).

7.4. Citotoxicidade - hemolise

Para que um agente antimicrobiano possa ser considerado seguro e ser aplicado em seres
humanos, os antimicrobianos tém de apresentar baixa toxicidade. Deste modo, neste estudo
procedeu-se a determinacao da citotoxicidade do linalool em eritrocitos humanos, através do
ensaio da hemolise. As células dos eritrocitos humanos sao Uteis no estudo da toxicidade dos
compostos, devido a sua disponibilidade e ao conhecimento das propriedades da membrana e,
assim, a lise dos eritrocitos é determinada através da medicao da hemoglobina libertada [95].
Como os resultados obtidos anteriormente permitiram verificar que o linalool apresentava
uma elevada atividade antibacteriana contra as estirpes de A. baumannii, avaliou-se a
citotoxicidade deste composto, para assim se verificar a seguranca do linalool e permitir a

sua aplicacao na elaboracao de desinfetantes e antimicrobianos.

A avaliacao da capacidade de hemolise do linalool em eritrocitos humanos foi feita expondo
os mesmos a diferentes concentracoes de linalool (32-0.02 pL/mL) durante 1 hora. Deste

modo, a partir dos resultados obtidos verificou-se que a percentagem de hemolise aumentou
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com o aumento da concentracdo de linalool testado. A maior percentagem de hemoélise (35%)
obteve-se com a maxima concentracdo de linalool (32 pL/mL) testada, mas com
concentragdes inferiores a 2 puL/mL observou-se a inexisténcia de atividade hemolitica. Para
as CMI (2, 4 e 8 uL/mL) do linalool contra as estirpes em estudo, verificou-se 0%, 0.50% e 10%
de hemolise, respetivamente. Deste modo, verificou-se que, em geral, o linalool apresenta
uma baixa citotoxicidade sobre eritrocitos humanos. De um modo semelhante, o nosso grupo
sativum apresentaram uma baixa citotoxicidade sobre as membranas dos eritrocitos humanos
[44]. Também Togashi et al., [96], avaliaram o efeito de diferentes concentracées de linalool

sobre eritrocitos de coelho, verificando que o linalool ndo apresentou atividade hemolitica.
Tendo em conta que o linalool apresentou uma baixa ou nula citotoxicidade em eritrocitos

humanos, este podera ser utilizado seguramente em novas formulacdes e aplicacdes para o

controlo de A. baumannii.
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Capitulo 8 - Conclusées e Perspetivas futuras

Os ensaios realizados no presente trabalho permitiram um conhecimento aprofundado da
atividade antimicrobiana do linalool sobre duas estirpes de referéncia e trés isolados clinicos
diferentes superficies comuns em ambiente hospitalar. Deste modo, as principais conclusdes

apos a realizacao deste trabalho foram:

- A avaliacao da atividade antimicrobiana dos compostos maioritarios do oleo essencial de C.
sativum (linalool, a-pineno, p-cimeno, acetato de geranil e canfora), através do método de
difusdo em disco e da determinacao da concentracao minima inibitoria (CMI), demonstrou que
o linalool foi o composto que apresentou melhor atividade antibacteriana contra as estirpes

de A. baumannii testadas, com valores de CMI a variar entre 2 e 8 yL/mL.

- O estudo da suscetibilidade das estirpes de A. baumannii ao linalool em diferentes fases de
crescimento (fase exponencial e estacionaria), revelaram uma rapida acdo bactericida do

linalool sobre as estirpes de A. baumannii estudadas.

- A quantificacdo da biomassa total do biofilme formado, pelo método da coloracdo com o
violeta de cristal (VC), demonstraram o efeito do linalool na inibicao da formacao do

biofilme, bem como, na inibicdo do biofilme pré-formado, mesmo utilizando concentracoes

.....

- A capacidade de adesao das estirpes de A. baumannii a diferentes superficies (aco
inoxidavel, aluminio anodizado, latex, PS e PVC), comuns em superficies e equipamentos
hospitalares, foi determinada pela medicao do angulo de contacto. Ao contrario do que seria
esperado, verificou-se uma adesdo energeticamente mais favoravel das estirpes LMG 1041,
AcB 10/10 e AcB 23/10 ap6s o tratamento com o linalool, comparativamente com o controlo.
No entanto, a adesao das estirpes LMG 1025 e AcB 24/10 foi energeticamente menos

favoravel, apos o tratamento com linalool.

- Através da quantificacdo da biomassa total de biofilme formado sobre as diferentes

superficies testadas (aco inoxidavel, aluminio anodizado, latex, PS e PVC), observou-se que o

- O ensaio da difusao em disco para a avaliacao do efeito do linalool sobre o quorum-sensing
(QS), utilizando a estirpe Chromobacterium violaceum ATCC 12472, revelou que este
composto apresentou atividade anti-QS, uma vez que inibiu a producdao do pigmento

violaceina.
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- A anadlise da citotoxicidade do linalool em eritrocitos humanos, revelou que este agente

antibacteriano apresenta uma baixa toxicidade.

Os resultados obtidos neste trabalho sao promissores, indicando que o linalool possa ser
utilizado futuramente no controlo de células planctonicas e biofilmes do patogéneo A.

baumannii.

Estudos futuros para uma avaliacao mais aprofundada da citotoxicidade in vitro e in vivo do
linalool serao importantes, para garantir a seguranca de posteriores aplicacoes. Novas
estratégias terapéuticas poderao ser desenvolvidas com o linalool, no controlo da viruléncia e
patogenicidade de A. baumannii, resultante da adesao celular a superficies e equipamentos
hospitalares e, consequentemente, da capacidade de formacao de biofilmes. Estudos sobre a
impregnacao de linalool em luvas de latex, utilizadas pelos profissionais de salude, também
poderao ser Uteis, uma vez que muitas das vezes a disseminacdo da bactéria A. baumannii
verifica-se através dos profissionais de salde que estiveram em contacto com os doentes
colonizados. Como a maioria dos métodos de desinfecao existentes em meio hospitalar sao
ineficazes no controlo deste patogéneo, a elaboracao de desinfetantes com base no linalool
seria importante no controlo da problematica da resisténcia de A. baumannii em ambiente

hospitalar.
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Acinetobacter baumannii is a common pathogen that causes several nosocomial infections.
This pathogen has ability to adhere to common equipment and surfaces in the hospital
environment and in addition it forms biofilms. These biofilms are known to be highly resistant
to available drugs and disinfectants, making it important to identify new antimicrobials.
Linalool is a natural compound present in numerous essentials oils, known to have
antimicrobial properties, which could be a natural alternative to the actual antimicrobials to
control A. baumannii’s infections. The objective of this work was to determine the inhibitory
effect of linalool on planktonic and biofilm cells of several A. baumannii strains, as well as its
effect on the adhesion of A. baumannii to different surfaces. To assess the effect of linalool
on adhesion and biofilm formation of A. baumannii strains to several surfaces (polystyrene,
polyvinyl chloride, latex, anodized aluminum and stainless steel), the sessile drop contact
angle measurements and the quantification of biofilm biomass using the crystal violet (CV)
assay were used. Since quorum-sensing (QS) as been associated to the initial bacterial
adhesion and biofilm formation to the surfaces, the effect of linalool on QS was studied using
a biosensor strain. Finally, the cytotoxicity of linalool in human erythrocytes was assessed
through hemolysis assay. The linalool showed antibacterial activity against the five tested
strains, with MIC values between 2 and 8 pL/mL, the bactericidal effect was observed by the
time-kill curves. With the contact angle measurements, it was found that the adhesion of two
strains to the surfaces was less thermodynamically favourable when subjected to treatment
with linalool when compared to cells without treatment. On the other hand, for the
remaining three strains it was found that after treatment with linalool, the adhesion to the
surfaces was thermodynamically most favored. While the reference strains (LMG 1025 and
LMG 1041) showed a distinct behaviour in the contact angle measurements, these strains
were selected to further assess the ability of biofilm formation and the effect of linalool in
biofilm formation on common hospital surfaces, by the CV method. These strains showed
similar ability to form biofilms on the tested surfaces, and a decrease in biomass of biofilm
with the linalool’s treatment was observed. Concerning the effect of linalool on the QS
mechanism, it was observed that this compound may interfere with QS, since it promoted the

inhibition of the pigmentation of the biosensor strain. Regarding the cytotoxicity, it was
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observed that linalool had a low hemolytic activity on human erythrocytes. In sum, linalool is
a promising antimicrobial agent, with low cytotoxicity, for controlling the formation of
biofilms of A. baumannii on abiotic surfaces, particularly those used in this study, which are
common surfaces in hospitals.

Keywords: Acinetobacter baumannii; linalool; adhesion; biofilm inhibition; cytotoxicity.

68



Anexo Il - Comunicacdo em painel para ICAR 2014

Linalool: a natural strategy to control biofilms of Acinetobacter baumannii

S. Alves', A. Duarte', S. Sousa? and F. C. Domingues’

'CICS-UBI-Health Sciences Research Centre, Faculty of Health Sciences, University of Beira
Interior, Avenida Infante D. Henrique, 6200-506 Covilha, Portugal

2paper & Textile Materials Research Unit, University of Beira Interior, Rua Marqués d'Avila e
Bolama, 6201-001 Covilha, Portugal

Acinetobacter baumannii is an opportunist microorganism capable of causing nosocomial
infections and responsible for high mortality and morbidity rates, mainly in intensive care
units. One of the factors leading to the virulence and pathogenicity of A. baumannii is the
ability to adhere to biotic and abiotic surfaces, and to form biofilms. Biofilm increases the
ability of bacteria to resist antimicrobial treatments, disinfectants and other environmental
stresses. In sum, the increasing incidence of hospital-acquired infections caused by
Acinetobacter baumannii, coupled with the low efficacy of available drugs and disinfectants
has increased the interest in the potential antimicrobial properties of natural products, such
as linalool. The main objective of this work was to determine the potential of linalool to
inhibit biofilm formation by Acinetobacter baumannii strains and its effect on the ability of A.
baumannii to adhere to different surfaces. The minimum inhibitory concentration (MIC) of
linalool against two reference strains and three clinical isolates of A. baumannii was
determined using a microdilution broth susceptibility assay. The ability of A. baumannii to
form biofilms, as well as, the effect of linalool on biofilm formation on different surfaces
(stainless steel, polystyrene , polyvinyl chloride, latex and anodized aluminum) was evaluated
by the sessile drop contact angle measurements and by the quantification of biofilm biomass
using the crystal violet assay (CV). The contact angle measurements were used to calculate
the free energy of adhesion between the A. baumannii strains with and without linalool
treatment and the different surfaces. Furthermore, for a quantitative analysis, we used the
CV assay to evaluate the biofilm biomass of A. baumannii biofilms after 24h of treatment with
linalool. The antibacterial activity of linalool against the five tested strains was determined
and the minimum inhibitory concentration values ranged from 2 to 8 pL/mL. With the contact
angle measurements, it was found that after linalool treatment, the adhesion of two strains
(LMG 1025 and AcB24/10) to the surfaces was less thermodynamically favourable (lower AG)
when compared to cells without treatment. However, for the other strains (LMG 1041,
AcB10/10 and AcB23/10) it was found that the adhesion was thermodynamically most favored
after treatment with linalool. Since the reference strains (LMG 1025 and LMG 1041) showed a
distinct behavior in the contact angle measurements, these two strains were selected for

further assessing not only their ability to form biofilms, but also test the effect of linalool on
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their ability to form biofilms in the abiotic surfaces. It was observed that the two tested
strains showed similar ability to form biofilm on the various tested surfaces and, in general,
after the treatment with linalool, the biofilm biomass decreased, meaning that biofilm
formation was inhibited. In conclusion, linalool is a promising antimicrobial agent for
controlling the formation of biofilms of A. baumannii on abiotic surfaces, particularly those
used in this study, which are common surfaces in equipments in hospitals and are susceptible

to colonization by A. baumannii.

Keywords: Acinetobacter baumannii; linalool; biofilm inhibition; abiotic surfaces.
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