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1. INTRODUCAO
Acinetobacter baumannii € considerada a espécie mais importante do género
Acinetobacter, e surgiu como um patdgeno oportunista que acomete principalmente
pacientes imunocomprometidos, internados em unidades de terapia intensiva (UTI)
e utilizando equipamentos invasivos (ventilagdo mecéanica e cateteres) (NEETHU
et al., 2018). Além disso, A. baumannii tem capacidade de formar biofilme, que
contribui para sua sobrevivéncia no ambiente hospitalar. As terapias antimicrobia-
nas existentes séo frequentemente incapazes de eliminar os micro-organismos pre-
sentes nos biofilmes, e uma resposta inflamatéria crénica local quase sempre é
produzida como resposta ao biofilme formado (TURNER et al., 2009). Com o pro-
blema da multirresisténcia e a baixa disponibilidade de novos antimicrobianos no
mercado, foi necessario o retorno de drogas usadas anteriormente, como as poli-
mixinas (grupo de antibiotico polipeptidico) (MENEGUCCI et al., 2016). As polimi-
xinas, geralmente apresentam potente atividade in vitro contra A. baumannii, entre-
tanto, apesar de sua reintegracdo relativamente recente na pratica clinica, ja exis-
tem isolados apresentando resisténcia a este antibacteriano (NI et al., 2015).
Desta forma, a nanotecnologia surge como alternativa no desenvolvimento
de novos antibidticos ou de novas estratégias de tratamento (LEE; KO; HSUEH,
2019). As nanoparticulas de prata (AgNPs) podem ser promissoras, em razao da
sua significativa e comprovada propriedade antimicrobiana (SIDDIQI; HUSEN;
RAO, 2018). As AgNPs biogénicas (Bio-AgNPs) podem agir sinergicamente com
antibiéticos e sdo ativas contra muitas bactérias resistentes, podendo apresentar
um grande potencial para tratar infeccfes causadas por estas bactérias, incluindo
A. baumannii (CAVASSIN et al., 2015). Em um estudo avaliando a combinagé&o de
Bio-AgNP com a polimixina B, ALLEND et al. 2021, encontrou efeitos sinérgico e
aditivo, e reducdao significativa da concentracdo minima inibitoria (CMI) da Polimi-
xina B. Houve também, a diminui¢cdo de células viaveis de A. baumannii nas horas
iniciais de tratamento. Quando avaliadas isoladamente, tanto a BioAgNP como a
polimixina B apresentaram citotoxicidade dose-dependente contra células VERO,
e quando combinadas reduziram a toxicidade de forma significante, apresentando
assim, maior seguranca farmacolégica (ALLEND et al. 2021). Diante do exposto, o
presente estudo teve como objetivo avaliar a inibicdo da formacao do biofilme de
isolados de A. baumannii por Bio-AgNP e poliximina B de forma isolada ou em
combinagao.

2. METODOLOGIA
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Foram utilizados quatro isolados de A. baumannii resistentes aos carbapené-
micos obtidos de pacientes internados no Hospital Escola da Universidade Federal
de Pelotas (HE-UFPel). Esses isolados foram previamente caracterizados, sendo
multirresistentes e fortes formadores de biofilme (DE FREITAS et al., 2020). A Bio-
AgNP utilizada em nosso estudo foi obtida pelo método biolégico de sintese medi-
ada por fungos (DURAN et al., 2005). Para a avaliacdo da atividade antibiofilme,
seguiu-se o protocolo estabelecido por HALICKI et al., 2019, com modificacdes.
Para a inibicao do biofilme, as cepas foram expostas a diferentes tratamentos (po-
limixina B, Bio-AgNP e a combinacgéo de polimixina B/Bio-AgNP) antes da inducéo
de formacé&o do biofilme, para determinar se tratamentos foram capazes de inibir a
formacao do biofilme bacteriano. Para isso, 0 crescimento das cepas foi realizado
em Agar MacConkey, e foi preparada uma suspensao bacteriana correspondendo
a escala 0,5 de McFarland (~108 UFC/mL), em solucédo salina estéril (0,9% NacCl).
Foram utilizados tratamentos com concentracdes baseadas na CMI e 2X CMI de
cada isolado e cepa, conforme Tabela 1. Os ensaios de determinacdo da concen-
tracdo inibitéria minima (CIM) seguiram o Clinical and Laboratory Standards Insti-
tute (CLSI), (CLSI 2017). Cem microlitros da suspenséo foram transferidos para
uma microplaca de 96 po¢os e exposto aos tratamentos, previamente determinados
no ensaio da atividade antimicrobiana. As solucdes de trabalho foram preparadas
com o volume de composto necessario para 0 ensaio em cada pog¢o ndo excedesse
200 uL (100 pL de solucdo com os compostos + 80 pL de meio + 20 pL de indculo
bacteriano). Os controles utilizados foram: de esterilidade dos compostos (meio de
cultura + compostos), controle de formacéo do biofilme (meio de cultura + inéculo)
e controle de esterilidade do meio (apenas meio de cultura). As placas foram incu-
badas por 24h a 37°C. A seguir, as etapas de lavagem, fixacdo e coloracdo do
biofilme foram realizadas e a quantificacdo da formacédo do biofilme foi medinda
baseada na densidade 6ptica a 540 nm (DOs40nm). A andlise estatistica foi realizada
por analise de variancia de duas vias (ANOVA), usando um valor de probabilidade

de p<0,05, no software GraphPad Prism 8.2.0.
Tabelal. Concentracdo minima inibitria da polimixina B e Bio-AgNP isoladamente e em combina-
¢éo contra isolados e cepa de A. baumannii multirresistente.

Acinetobacter baumannii polimixina B Bio-AgNP polimixina B/Bio-AgNP

CMI (ug/mL) CMI (pg/mL) combinadas

CMI (ug/mL)
ATCC 19606 0,030 1,87 0,003;0,23
Ab02 0,030 0,93 0,015;0,23
Ab13 0,015 0,46 0,003;0,23
Ab15 0,015 0,46 0,002;0,12
Ab47 0,007 0,93 0,002;0,23

Ab-Acinetobacter baumannii; ATCC-Colecéo de Cultura de Tipos Americanos; CMI-Concentracdo
minima inibitéria; Bio-AgNP-nanoparticula de prata biogénica

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste trabalho encontram-se na Figura 1. Em nosso
estudo, comprovou-se o sinergismo da combinacao destes compostos uma vez que
foram observados os seguintes resultados: a CMI da Bio-AgNP combinada a poli-
mixina B foi capaz de inibir até 32,93% do biofilme formado pelo isolado Ab02 e
48,69% do isolado Abl15. J4 a concentracdo de 2X CMI inibiu cerca de 31% do
biofilme formado pelo isolado Ab02, 100% do isolado Ab13 e apenas 19,6% do
isolado Ab47. As analises estatisticas demonstram que ndo houve diferenca signi-
ficativa quando avaliada a Bio-AgNP isoladamente nas concentracdes da CMI e 2X
CMI para a inibicdo de formacédo do biofilme dos isolados Ab02, Ab15 e Ab47. Ja,
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quando avaliada a combinacao da Bio-AgNP com polimixina B has mesmas con-
centracdes, somente o isolado Ab47 n&o apresentou diferenca significativa. A com-
binacdo de Bio-AgNP e polimixina B na concentracdo de 2x CMI frente ao isolado
Abl15 apresentou melhor resultado do que a CMI. J& no isolado Ab13 é possivel
observar que néo houve diferenca significativa na CMI quando combinada a Bio-
AgNP, no entanto, para a concentracao de 2x CMI, a Bio-AgNP isoladamente apre-
sentou melhor resultado. Segundo SALMAN et. al, ha sinergia quando combinada
a polimixina B a AgNPs enquanto isoladamente as AgNPs ndo sdo capazes de
impedir a formacao do biofilme. Importante salientar que as AgNPs quando admi-
nistradas em altas doses conferem toxicidade celular in vivo (DAS et al., 2017). As
leituras de absorbancia dos compostos encontram-se na Figura 1, e os isolados
Ab02 e Ab13 nado apresentaram diferenca significativa quando utilizada a Bio-AgNP
combinada com polimixina B e Bio-AgNP, respectivamente, nas concentracdes da
CMI para a inibicdo do biofilme formado.
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Figura 1. Atividade inibitria da formagado do biofilme de Bio-AgNP, polimixina B isoladamente e em
combinacgéo nas concentracfes da CMI e 2X CMI, frente a isolados de A. baumannii e cepa padrédo
ATCC® 19606 ™.
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4. CONCLUSOES

Com isso, pode-se concluir que a combinacéo de Bio-AgNP com polimixina B,
bem como, os compostos isoladamente, apresentaram resultados significativos na
inibicdo do biofilme frente aos isolados multirresistentes de A. baumannii,
comprovando sua atividade antibiofilme. Entretanto, ainda sdo necessarios outros
estudos para melhor compreensdo dos mecanismos de formacéo e inibicdo do
biofilme.
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