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RESUMO

Bactérias como Escherichia coli e Staphylococcus aureus sao
importantes agentes de infecgdes do trato urinario que podem
evoluir para doengas infecciosas graves, como a sepse. O
aumento das cepas de E. coli e S. aureus resistentes a
antibioticoterapia tem impulsionado a busca por novas terapias
que possam substituir o uso ou atuar como adjuvantes dos
antibiodticos. Neste contexto, os compostos derivados de plantas
tém sido amplamente investigados. Um potencial antimicrobiano
tem sido sugerido para o 6leo essencial de sementes de
cominho, rico em cuminaldeido. No entanto, pouco se sabe
sobre as agbes antimicrobianas desse composto. Objetivo:
Investigamos as atividades in silico e in vitro deste composto
contra S. aureus e E. coli. Método: A analise in silico foi
realizada utilizando os programas PASS online, Osiris, PROTOX
e SwissADME. Em seguida, os efeitos antimicrobianos in vitro
de cuminaldeido (0,1-3,000 pg / ml) foram determinados pelo
método de microdiluicdo e ensaios de formagao de biofilme.
Possiveis efeitos sinérgicos do composto com a ciprofloxacina
também foram investigados em ensaios de formacéao de biofilme

e time-kill. Resultados: efeitos antimicrobianos e boa



biodisponibilidade oral e escore de drogas foram previstos para
o0 cuminaldeido. O cuminaldeido ndo apresentou efeitos
antimicrobianos ou anti-biofilme nas concentragdes testadas. No
entanto, quando co-incubado com concentragdes sub-inibitdrias
de ciprofloxacina, o composto aumentou as acgdes antibidticas
antimicrobianas e anti-biofilme. Conclusao: As evidéncias aqui
reunidas sugerem que o cuminaldeido pode ser util como terapia
adjuvante a ciprofloxacina em infec¢des induzidas por S. aureus
e E. coll.

Palavras-chave: Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
cuminaldeido, antimicrobiano, antibiofilme, terapia adjuvante,

ciprofloxacina.



ABSTRACT

Bacteria such as Escherichia coli and Staphylococcus aureus
are important agents of urinary tract infections that can often
evolve to severe infectious diseases such as sepsis. The rise of
E. coli and S. aureus strains resistant to antibiotic therapy has
driven the search for novel therapies that could either replace
the use or act as adjuvants of antibiotics. In this context, plant-
derived compounds have been widely investigated. An
antimicrobial potential has been suggested to the essential oil of
cumin seeds, rich in cumminaldehyde. However, little is known
of the antimicrobial actions of this compound. Objective:
Herein, we investigated the in silico and in vitro activities of
this compound against S. aureus and E. coli. Method: In silico
analysis was performed by using the PASS online, Osiris,
PROTOX and SwissADME programs. Then, the in vitro
antimicrobial effects of cumminaldehyde (0.1-3,000 pg/ml)
were determined by using the microdilution method and biofilm
formation assays. Possible synergistic effects of the compound
with ciprofloxacin were also investigated in biofilm formation
and time-kill assays. Results: Antimicrobial effects and good
oral bioavailability and drug score were predicted for

cumminaldehyde. = Cumminaldehyde did not present



antimicrobial or anti-biofilm effects at the tested
concentrations. However, when co-incubated with sub-
inhibitory concentrations of ciprofloxacin, the compound
enhanced the antibiotic antimicrobial and anti-biofilm actions.
Conclusion: The evidences gathered herein, suggest that
cumminaldehyde may be useful as an adjuvant therapy to
ciprofloxacin in S. aureus and E. coli-induced infections.

Keywords: Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
cumminaldehyde, antimicrobial, anti-biofilm, adjuvant therapy,

ciprofloxacin.
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1. INTRODUGAO

Bactérias como Escherichia coli e Staphylococcus aureus sao
importantes agentes de infec¢gées do trato urinario [1-4]. De fato,
ambas as bactérias sdo frequentes em pacientes com dispositivos
do trato urinario de demora [1,5-7]. Essas infec¢cdes primarias
frequentemente evoluem para doencgas infecciosas graves, como a
sepse, que apresenta alta morbidade e mortalidade. E. coli € um dos
principais patégenos de tal infecgdo, causando bacteremia em mais
de 6.000 por 100.000 pacientes por ano [8,9]. Além disso, os
relatérios indicam que o S. aureus é responsavel por 21 a 36 casos
de bacteremia por 100.000 habitantes por ano [10,11], com taxas de
mortalidade variando de 30 a 70% [12]. O manejo dessas infecgdes
depende principalmente da antibioticoterapia, com a sobrevida e a
recuperacao do paciente dependendo, em grande parte, do tempo e
da eficacia do tratamento. E de notar que a ciprofloxacina é o
antibiotico fluoroquinolona mais comumente prescrito para infeccoes
do trato urinario [13]; a qual tanto S. aureus como E. coli se tornaram
resistentes [2,14]. De fato, o uso irrestrito e disseminado de
antibidticos nas ultimas décadas resultou em um aumento de cepas
multirresistentes de E. coli e S. aureus, reduzindo assim as chances
de um tratamento bem-sucedido de infeccbes causadas por esses
microorganismos. Isso levou a busca de novas abordagens
terapéuticas que poderiam substituir o uso ou atuar como adjuvantes
dos antibidticos [15]. Nesse contexto, os compostos derivados de

plantas tém sido amplamente investigados como antimicrobianos e
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adjuvantes na antibioticoterapia [16,17]. As sementes de Cuminum
cyminum L. (Apiaceae), popularmente conhecidas como cominho,
tém sido amplamente utilizadas na culinaria mundial [18]. Suas
sementes também sdo usadas na medicina popular para tratar dor
de dente, dispepsia, diarréia, epilepsia entre outras doencgas [18,19].
Estudos recentes demonstraram que o 6leo essencial obtido de
sementes de cominho é antimicrobiano contra bactérias como S.
aureus e E. coli [20-27]. Esta atividade foi atribuida ao alto conteudo
de cuminaldeido no Oleo essencial de semente de cominho
[18,28,29]. No entanto, pouco se sabe sobre o potencial
antimicrobiano do cuminaldeido contra bactérias. Aqui, investigamos
as atividades in silico e in vitro deste composto contra Escherichia

coli e Staphylococcus aureus.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Andlise in silico
2.1.1 Predicao de atividades biolégicas

Para avaliar o potencial biolégico do cuminaldeido, utilizou-se
o programa PASS (Predicdo de Espectros de Atividade para
Substancias) On-line. Esta ferramenta computacional calcula a
probabilidade de uma determinada molécula organica apresentar
uma atividade bioldgica, através da comparagao de sua estrutura
molecular com um banco de dados (www.way2drug.com/passonline)
composto por outras moléculas organicas com atividades biolégicas

definidas [30, 31]. Assim, o programa PASS on-line da a
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probabilidade de um composto ser ativo (Pa) ou inativo (Pi) em um
determinado alvo biolégico. Para comparagéao, a atividade bioldgica
da ciprofloxacina também foi analisada.
2.1.2 Predicao da biodisponibilidade oral

O programa SwissADME
(http://www.swissadme.ch/index.php#, [32]) foi usado para prever,
teoricamente, a biodisponibilidade oral do cuminaldeido. Para
comparagao, a biodisponibilidade oral da ciprofloxacina também foi
avaliada. Informagbes sobre as seguintes propriedades foram
obtidas: area de superficie polar total (TPSA), coeficiente de particao
(dgua / 6leo) - iLogP, peso molecular, numero de receptores de
hidrogénio - nALH e numero de doadores de hidrogénio - nDLH do
composto. Em seguida, uma analise baseada na "Regra dos Cinco"
foi realizada conforme descrito anteriormente [31,33]. Por defini¢ao,
para apresentar uma boa biodisponibilidade oral estimada, uma
molécula precisa atender a pelo menos 3 requisitos dos 5
parametros analisados: |) area de superficie polar total (TPSA) < 140
A2; Il) LogP < 5; lll) peso molecular <500 daltons; IV) numero de
ligacbes de hidrogénio aceitadoras (nALH) < 10; e V) numero de
ligacdes de hidrogénio do doador (nDLH) < 5.
2.1.3 Estimativa das caracteristicas farmacocinéticas e efeitos
toxicos

Para analise dos possiveis efeitos toxicos e dos parametros
farmacocinéticos tedricos (absorgao, distribuicdo, metabolismo e

excre¢cdo) do cuminaldeido, foram utilizados os programas Osiris
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(www.organic-chemistry.org/prog/peo/drugScore.html);[31] e
SwissADME  (http://www.swissadme.ch/index.php#; [32]). Estes
parametros e a toxicidade foram preditos pela comparagao da
estrutura quimica do cuminaldeido com uma base de dados
contendo farmacos comercialmente disponiveis e compostos
comercialmente disponiveis. Os efeitos toxicos foram classificados
como mutagénicos, tumorigénicos, irritantes e efeitos no sistema
reprodutivo [31].

Valores de LD50, em miligrama por quilograma (mg / kg),
foram estimados a partir do programa PROTOX
(http://tox.charite.de/protox_Il/index.php?site=compound_input);
[34]), usado para classificar a toxicidade do cumialdeido da seguinte
forma: classe | - fatal por ingestdo com DL50 < 5; classe II- fatal por
ingestdo quando 5 <LD50 < 50; classe lll- tdéxico por ingestdo
quando 50 <LD50 < 300; classe IV - prejudicial se ingerido quando
300 <LD50 = 2000; classe V- prejudicial se ingerido quando 2000
<LD50 < 5000; e classe V-ndo-téxico quando LD50 > 5000.
Estimativas de absorcdo gastrintestinal do cuminaldeido,
permeabilidade através da barreira hematoencefalica e infiltragcao
cutdanea (log Kp em centimetros (cm)/ s) foram avaliados pelo
programa SwissADME (http://www.swissadme.ch/index.php# [32]).

Além disso, a probabilidade do cuminaldeido se tornar um
medicamento comercial ("drug-score") foi calculada no programa
Osiris (www.organic-chemistry.org/prog/peo/drugScore.html)

combinando os valores obtidos para o iLogP, semelhanga da droga,
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solubilidade (Log S; quanto mais préximo a pontuagao for de O,
maior a solubilidade [32]) , massa molar e toxicidade em um unico
valor. Um valor de pontuacgéo da droga de 0,1 a 1,0 foi tomado como
um indice de adequacao para comercializacao [31].

2.2 Ensaios in vitro

2.2.1 Cepas bacterianas e cultura

As cepas padrao de S. aureus ATCC 6538 e E. coli ATCC 042
foram gentiimente cedidas pela bacterioteca da Universidade
CEUMA. As bactérias foram cultivadas em agar Mdueller-Hinton
(MH), a 37°C por 24h, conforme descrito previamente [35].

2.2.2 Avaliagao das concentragdes inibitérias minimas (CIM)

Os efeitos antimicrobianos de cuminaldeido (98% de pureza;
Sigma-Aldrich, Brasil) foram investigados pelo método de
microdiluicdo [36]. Resumidamente, as bactérias previamente
cultivadas em agar MH foram suspensas em solugéo salina (~ 1,5 x
108 unidades formadoras de colénia (CFU) / mililitro (ml)). Para
determinacdo das MICs, 10 ul da suspensao bacteriana foram
incubados em caldo de MH (190 pl / pogo) contendo diferentes
concentragbes de cuminaldeido (0,1-3,000 ug / ml). Diluicdes em
série de ciprofloxacina (0,0087-0,702 pg / ml) foram utilizados como
controles positivos, enquanto dimetil sulféxido estéril (DMSO; 2% em
solugéo salina) foi usado como controle negativo. As amostras foram
entdo incubadas durante 24 horas a 37°C. A CIM foi definida como a
menor concentracdo na qual nenhum crescimento bacteriano foi

observado. Para determinar as concentragdes bactericidas minimas
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(CBM), no final das experiéncias de CIM, as culturas foram
semeadas em agar MH e incubadas a 37°C durante 24h. Em
paralelo, os efeitos do cuminaldeido na viabilidade bacteriana e na
taxa metabdlica foram avaliados e calculados pela adicdo do
reagente PrestoBlue® (1:10; Life Technologies), de acordo com as
instru¢des do fabricante. A viabilidade celular foi expressa como
absorbancia em nm.
2.2.3 Efeitos na formagao do biofilme

A formacdo de biofilme foi quantificada como descrito
anteriormente [35]. Para isso, 10 pl de suspensao bacteriana
(preparada como descrito acima) foram adicionados por pogo em
uma placa de cultura de 96 pogos contendo cuminaldeido (0,1-3,000
Mg / ml) ou ciprofloxacina (0,0087-0,702 pg / ml) em 190 pl de caldo
MH. Veiculo (2% DMSO em solugéo salina) com bactérias tratadas e
caldo MH sem bactérias foram utilizados como controles positivos e
negativos, respectivamente. As amostras foram incubadas a 37°C
durante 24h e depois os pocos foram lavados trés vezes com PBS
(tampao fosfato-salino). O biofilme foi corado com cristal violeta a
5% durante 10 minutos em temperatura ambiente e solubilizado
imediatamente com metanol (200 pl, 100%). A absorbancia foi lida a
570 nm. Os resultados da massa do biofilme foram expressos como
absorbancia em nm. Para analise da viabilidade do biofiime, o
reagente PrestoBlue® (1:10; Life Technologies) foi utilizado
conforme as instrucdes do fabricante; os resultados foram expressos

como absorbancia em nm.
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2.2.4 Ensaio de sinergismo com ciprofloxacina na formagao do
biofilme

O potencial do cuminaldeido para interagir com a
ciprofloxacina foi avaliado na formacao de biofilme. A formacao de
biofilme foi quantificada (como descrito acima). Para isso, 10 ul de
suspensao bacteriana (preparada como descrito acima) foram
adicionadas por po¢o em uma placa de cultura de 96 pocos
contendo cuminaldeido (0,1-3,000 ug / ml) e ciprofloxacina (a 0,0087
Mg / ml para E. coli e 0,026 ug / ml para S. aureus) em 190 pul de
caldo MH. Veiculo (2% DMSO em solugdo salina) contendo
bactérias tratadas e caldo sem bactérias foram utilizados como
controles positivos e negativos, respectivamente. A biomassa e a
viabilidade do biofilme foram entdo avaliadas conforme descrito na
secao 2.1.3.

2.2.5 Ensaio de sobrevivéncia bacteriana (Time-kill)

Uma amostra (200 pl) de cada suspensao bacteriana foi
adicionada a 2 ml de caldo MH contendo apenas ciprofloxacina (a
0,0087 pg / ml para E. coli e 0,026 ug / ml para S. aureus) ou em
combinagdao com cuminaldeido (3,0 ou 10,0 ug / ml para ensaios de
E. coli e 30 ou 100 ug / ml para ensaios de S. aureus). O
crescimento celular foi monitorado colocando em placas 2,5 ul de
suspensdes diluidas 10 vezes de cada amostra em diferentes pontos
no tempo (0,15-8 h) em placas de agar MH. Apds 24h de incubagéao
a 37°C, as colonias foram contadas e, em seguida, foi calculado o

log CFU / ml. Os efeitos combinatérios bactericidas foram avaliados
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por variagdo em Log CFU / ml (ALC) e os efeitos foram registados
como sinérgicos se ALC=2 log CFU / ml; aditivo se ALC estiver entre
1 e 2 log CFU / ml); indiferente se ALC = + 1 log CFU / ml; ou
antagonista se ALC> -1 log CFU / ml [37]
2.3 Andlise estatistica

Todos os experimentos in vitro foram realizados em triplicata
e foram obtidos de quatro experimentos independentes. A analise
estatistica entre grupos foi realizada no software GraphPad Prism
5.0 através de analise de varidancia de 1-via seguida por teste

Bonferroni. P<0,05 foi considerado significante.

3. RESULTADOS
3.1 Andlise in silico do cuminaldeido
3.1.1 Identificagao das atividades biolégicas

A andlise das provaveis atividades biolégicas do
cumminaldeido mostrou que este composto apresenta probabilidade
> 30% (Pa > 0,3) de apresentar 726 atividades. Dessas, 198 tém
probabilidade moderada (Pa> 0,5) de ocorréncia e 69, alta
probabilidade de ocorréncia (Pa > 0,7). Do total de atividades
identificadas, 15 eram antimicrobianas: i) inibidor da proteina Tpr de
Porphyromonas gingivalis (Pa = 0,605 e Pi = 0,012); ii) potenciador
da permeabilidade da membrana (Pa = 0,516 e Pi = 0,012); iii)
antimicobacteriano (Pa = 0,507) e Pi = 0,018); iv) antiparasitario (Pa
= 0,491 e Pi = 0,017); v) anti-helmintico (Pa = 0,487 e Pi = 0,006); vi)

antifungico (Pa = 0,470 e Pi = 0,036); vii) anti -nematoide (Pa =
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0,445 e Pi = 0,028); viii) anti-picornavirus (Pa = 0,406 e Pi = 0,105);
ix) inibidor de DNA ligase (ATP) (Pa = 0,401 e Pi = 0,016); x) anti-
Helicobacter pylori (Pa = 0,381 e Pi = 0,011); xi) antagonista da
integridade da membrana (Pa = 0,380 e Pa = 0,077); xii) anti-
infeccioso (Pa = 0,372 e Pi = 0,058); xiii) antiprotozoario (Pa = 0,352
e Pi = 0,060); xiv) anti-rinovirus (Pa = 0,349 e Pi = 0,160); e xv)
antibacteriano (Pa = 0,336 e Pi = 0,047).

Para comparagéao, as atividades bioldgicas da ciprofloxacina
também foram avaliadas. Quarenta e sete atividades com
probabilidade de ocorréncia > 30% foram identificadas para
ciprofloxacina. Destes, apenas 04 apresentaram alta probabilidade
de ocorréncia (Pa > 0,7). A analise de todas as 47 atividades
biolégicas indicou que 12 delas eram antimicrobianas: 1)
antibacteriana oftalmica (Pa = 0,940 e Pi = 0,000); Il) anti-infecciosa
(Pa = 0,823 e Pi = 0,005); Ill) inibidor da sintese de DNA (Pa = 0,786
e Pi = 0,004); IV) inibidor da topoisomerase Il (Pa = 0,759 e Pi =
0,003); V) antimicobacteriano (Pa = 0,638 e Pi = 0,008); VI)
antibacteriano (Pa = 0,589 e Pi = 0,009); VIl ) antibiético do tipo
quinolona (Pa = 0,572 e Pi = 0,001); VIII) anti-citomegalovirus (Pa =
0,448 e Pi = 0,004); 1X) anti-tuberculose (Pa = 0,452 e Pi = 0,019);
X) inibidor da DNA-girase (Pa = 0,488 e Pi = 0,001); XIl) antibidtico
(Pa = 0,358 e Pi = 0,010); e XIl) anti-adenovirus (Pa = 0,304 e Pi =
0,086).

3.1.2 Estimativa da biodisponibilidade oral
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Para predizer a biodisponibilidade oral do cuminaldeido, foram
analisados os valores de TPSA, iLogP, peso molecular, nALH e
nDLH. A Tabela 1 demonstra que o cuminaldeido se encaixa nos
critérios para apresentar boa biodisponibilidade oral estimada (TPSA
= 17,07; LogP de 2,03; peso molecular de 148,20; nALH de 1,0 e
nDLH de 0,0). A ciprofloxacina apresentou um TPSA de 74,57, iLogP
de 2,24, peso molecular de 331,34, nDLH de 2,0 e nALH de 5,0
(Tabela 1).

3.1.3 Predigcdao de caracteristicas farmacocinéticas e efeitos
toxicos

A Tabela 2 mostra os efeitos toxicos previstos do
cuminaldeido em comparacdo com os da ciprofloxacina. O
cuminaldeido foi sugerido como irritante, sem efeitos mutagénicos,
tumorigénicos, hepatotoxicos ou prejudiciais a reprodugéo. Por outro
lado, a ciprofloxacina foi predita como mutagénica, sem acgdes
tumorigénicas e sem efeitos no figado ou no sistema reprodutivo. A
LD50 estimada foi de 1.320 e 2.000 mg / kg para cuminaldeido e
ciprofloxacina, respectivamente (Tabela 2). Ambas as drogas
exibiram um escore de toxicidade de 4,0, indicando que sao
classificadas como nocivas se ingeridas em sua LD50 (Tabela 2).

Informagdes sobre as estimativas de  absorgao
gastrointestinal, permeabilidade através da barreira
hematoencefalica e infiltragdo cutanea (log Kp em centimetros (cm) /
s) sdo mostradas na Tabela 3. Tanto o cuminaldeido quanto a

ciprofloxacina foram considerados altamente absorvidos pelo trato
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gastrointestinal; no entanto, apenas o cuminaldeido foi previsto para
atravessar a barreira hematoencefalica (Tabela 3). Os valores
estimados de Log Kp foram de -552 e -9,09 cm / s para
cuminaldeido e ciprofloxacina, respectivamente (Tabela 3).
3.2 Ensaios antimicrobianos
3.2.1 Andlise da atividade antimicrobiana do cuminaldeido em S.
aureus e E. coli

Os efeitos antimicrobianos do cuminaldeido foram avaliados
contra S. aureus ATCC 6538 e E. coli ATCC 042. A ciprofloxacina
apresentou valores de CIM de 0,234 e 0,026 ug / ml para S. aureus
e E. coli, respectivamente. Por outro lado, o cuminaldeido nao
apresentou efeitos inibitérios sobre estas bactérias, nao
apresentando CIM nas concentragdes testadas. O composto nao
inibiu a viabilidade nem a taxa metabdlica de S. aureus ou E. coli
quando avaliado em concentracbes mais baixas, mas aumentou
essas respostas em 1.000 e 3.000 pg / ml (Figura 1A-D).
3.2.2 Efeitos do Cuminaldeido na formagao de biofilme por S.
aureus e E. coli

Os efeitos do cuminaldeido na formacédo de biofilme foram
investigados pela andlise da massa e viabilidade do biofilme.
Nenhum efeito significativo foi observado para este composto em
nenhuma massa de biofilme nem viabilidade (Figura 2A-D); embora
a massa de biofilme de S. aureus tenha sido reduzida em 47%
quando incubada com cuminaldeido a 0,3 pyg / ml (Figura 2A). Os

dados apresentados na Tabela 4 demonstram que a ciprofloxacina
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(> 0,078 pg / ml) diminui a massa do biofilme de S. aureus (95-
100%) e a viabilidade (76-92%). Além disso, o antibi6tico (0,0087 ug
/ ml) causou redugdes significativas da massa do biofilme de E. coli
(68-100%) e viabilidade (35-100%) (Tabela 5).

3.2.3 Efeitos da associagao de cuminaldeido e concentragdes
subinibitérias de ciprofloxacina na formagao de biofilme por S.
aureus e E. coli

Foram avaliados os efeitos da associagao de cuminaldeido e
concentragdes sub-inibitdrias de ciprofloxacina (0,026 pug / ml para S.
aureus e 0,0087 pg / ml para E. coli) na formagdo de biofilme
bacteriano (biomassa e viabilidade). A Tabela 6 demonstra que o
cuminaldeido aumentou os efeitos da ciprofloxacina na viabilidade
do biofilme de S. aureus (66-86%) e massa (61-76%). Observou-se
uma atividade semelhante (Tabela 6) para viabilidade de biofilme de
E. coli (72-100%) e massa (~ 100%).

3.2.4 Efeitos da associagao de cuminaldeido e concentragdes
subinibitorias de ciprofloxacina na sobrevivéncia bacteriana
(Time-kill)

Os ensaios de sobrevivéncia bacteriana (Time-kill) foram
realizados para avaliar os efeitos da associacdo de cuminaldeido
com concentragdes sub-inibitérias de ciprofloxacina (0,026 ug / mi
para S. aureus e 0,0087 para E. coli) na sobrevivéncia bacteriana.
Concentragdes de cuminaldeido (3,0 ou 10,0 uyg / ml para ensaios de

E. coli; e 30 ou 100 ug / ml para ensaios de S. aureus) n&o inibiram o
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crescimento e a sobrevivéncia bacteriana e nem inibiram a formacao
de biofilme pelas bactérias avaliadas.

A ciprofloxacina (0,026 pg / ml) nao foi letal para S. aureus; no
entanto, quando associada ao cuminaldeido a 100 pg / ml, observou-
se uma deplecao dessa populagédo bacteriana (Figura 3A); i.e., uma
acao sinérgica em todos os pontos de tempo (ALC =2 log CFU / ml;
ALC de 4,65 a 0,15h para 12,7 a 8h de incubagao). Quando testado
a 30 ug / ml, o cuminaldeido nao influenciou a sobrevivéncia da
bactéria tratada com ciprofloxacina (Figura 3A). A Figura 3B mostra
que 50% da populacdo de E. coli sobreviveram ao desafio com
ciprofloxacina (0,0087 / ml). Quando incubada com cuminaldeido (3
e 10 pyg / ml), a morte induzida pela ciprofloxacina em E. coli
aumentou para 75% (Figura 3b). Observou-se um efeito sinérgico
entre ciprofloxacina (0,0087 ug / ml) e cuminaldeido a 3 € 10 pg / ml,
a partir de 2h e 4h de incubagéao, respectivamente (LCLC 22 log
CFU / m), atingindo um ALC maximo de 5,4 no tempo de 4h para

ambas as concentracdes do composto.

4. DISCUSSAO

Estudos com o 6leo essencial de sementes de C. cyminum
indicaram o seu potencial antimicrobiano contra uma série de
bactérias, incluindo S. aureus e E. coli [20-27]. O cuminaldeido tem
sido apontado como o principal composto associado as propriedades
farmacologicas das sementes de C. cyminum [18, 28, 29], mas

pouco se conhece sobre seu potencial antimicrobiano.
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Em nosso estudo, a avaliacdo in silico do cuminaldeido
indicou que este composto pode atuar como antimicrobiano. A
avaliacao da biodisponibilidade oral do cuminaldeido estimou que o
composto € um bom candidato para a ingestdo oral com uma
classificagao de 0,55 (o que indica a probabilidade de um composto
se tornar uma droga comercial), semelhante a ciprofloxacina; no
entanto, doses > 1.320 mg / kg do composto seriam letais para os
mamiferos, uma vez que o cuminaldeido foi classificado como
nocivo se ingerido nesta LD50 (classe de toxicidade igual a 4.0). A
analise in silico também revelou que o cuminaldeido é absorvido
pelo trato gastrointestinal, e € uma barreira hematoencefalica e um
permeante da pele. E de notar que, quanto mais negativo o log Kp,
menos permeante da pele € a molécula. Por conseguinte, previu-se
que o cuminaldeido seja menos absorvivel pelas camadas da pele
que a ciprofloxacina. E digno de nota que é comum o S. aureus, um
patégeno resistente, colonizar as feridas da pele, muitas vezes de
dificil tratamento [38, 39]. Ainda assim, o cuminaldeido pode ser util
como uma terapia adjuvante para infec¢des da pele em associagao
com a ciprofloxacina.

Estudos recentes demonstraram potencial antimicrobiano de
cuminaldeido, pois apresentou CIM de 0,311 mg / ml e 0,650-4,98
mg / ml para E. coli e S. aureus, respectivamente [40, 41]. No
entanto, em nosso estudo, o cuminaldeido ndo teve acao
antimicrobiana contra S. aureus ATCC 6538 e E. coli ATCC 042.

Pelo contrario, o composto aumentou a viabilidade e a taxa
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metabdlica dessas bactérias quando testadas em concentragdes >
1.000 pg / ml. As discrepancias entre nosso estudo e as anteriores
podem ser devidas a diferengcas nas cepas bacterianas e nas
condi¢des experimentais utilizadas.

De importancia, compostos sem acdo antimicrobiana, mas
anti-biofilme, tém sido investigados como terapias alternativas para o
tratamento de infeccbes bacterianas [42-44]. Portanto, os efeitos
anti-biofime do cuminaldeido foram investigados. Aqui, a
ciprofloxacina, um antibiético amplamente utilizado, apresentou
acdes antimicrobianas e anti-biofilme. Pelo contrario, nenhum efeito
significativo foi observado para cuminaldeido na formacédo de
biofilme, embora tenha sido observada uma redugao na formacao de
massa de biofilme de S. aureus quando o composto foi avaliado a
0,3 pg/ ml. E de notar que o dleo essencial de sementes de C.
cyminum reduz a formagéo de biofilmes de Streptococcus mutans e
S. pyogenes [45]. Mais uma vez, este resultado pode estar
associado a estirpe bacteriana e as condicbes experimentais
utilizadas no estudo.

Embora o cuminaldeido ndo tenha apresentado importantes
acdes antimicrobianas e anti-biofilme contra S. aureus e E. coli em
nosso estudo, investigamos a capacidade do composto em
potencializar os efeitos da ciprofloxacina sobre a formacao de
biofilme bacteriano (viabilidade e massa) e sobrevida. Muitos
compostos foram investigados como adjuvantes da terapia

antibidtica para superar a resisténcia bacteriana [16, 17]. De acordo
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com Borges et al. (2016), alguns mecanismos como prevengao do
acesso ao alvo pela reducdo da permeabilidade, bombas de efluxo
aumentadas, degradacdo e modificagdo de antibidticos e
modificagdo do alvo molecular podem explicar a resisténcia
bacteriana aos antibi6ticos. A fisiologia e 0 metabolismo bacteriano
também sao dois fatores importantes relacionados a sua tolerancia a
antibidticos. Além disso, células do biofilme sdo mais resistentes a
antibidticos, biocidas e outros desafios quimicos ou fisicos
comparados as mesmas células no estado planctonico. Também,
bactérias gram-negativas, como E.coli, apresentam barreiras
celulares mais eficazes em comparagao as bactérias gram-positivas,
apresentando de fora para dentro, uma membrana externa a parede
celular com uma dupla camada de lipidios, contendo proteina,
semelhante a membrana plasmatica, além de polissacarideos que
diferem entre as diferentes cepas de bactérias, sendo importantes
fatores que determinam a antigenicidade da bactéria. Isso poderia
explicar o melhor resultado sobre S.aureus, bactéria gram-positiva,
quando associados ciprofloxacina e cuminaldeido (100 pg/ ml).
Curiosamente, nossos dados indicam que, embora ndo seja eficaz
por si s6, o cuminaldeido potencializou as agdes antimicrobiana e

anti-biofilme da ciprofloxacina contra S. aureus e E. coli.

5. CONCLUSAO
No geral, as evidéncias aqui reunidas sugerem que O

cuminaldeido pode ser usado como terapia adjuvante da
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ciprofloxacina. Com doses reduzidas, este antibioético comercial pode
ser utilizado em conjunto com o cuminaldeido no tratamento da
infeccdo induzida por S. aureus e E. coli, diminuindo assim a

probabilidade de ocorréncia de resisténcia bacteriana.
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Lista de Tabelas

Tabela 1. Estimativa da biodisponibilidade oral do cuminaldeido

em comparagao com a ciprofloxacina.

Cuminaldeido

Ciprofloxacina

Avaliagao da
biodisponibilidade
oral

iLogP 2.03 2.24
MW 148.20 331.34
TPSA 17.07 74.57
nDLH 0 2
nADLH 1 5

iLogP: particdo coeficiente de agua: indice de 6leo - lipofilicidade;

MW: peso molecular; TPSA: area de superficie polar total; nALH:

numero de ligagbes de hidrogénio aceitadoras; ndLH numero de

ligacbes de hidrogénio do doador
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Tabela 2. Efeitos toxicos previstos do cuminaldeido em

comparagao com a ciprofloxacina.

Cuminaldeido | Ciprofloxacina

Efeito Mutagénico Nenhum Alto
Efeitos Tumorigénicos Nenhum Nenhum
Efeito Irritantante Alto Nenhum
At\::(l:zi%é;:e Hepatotoxicidade Nenhum Nenhum
Efeitos na reproducgao Nenhum Nenhum

LD50 (mg/kg) 1,320 2,000

Classe de Toxicity 4 4

LD50: 50% Dose Letal

42




Tabela 3. Absorgao estimada de cuminaldeido em comparagao

com ciprofloxacina.

Cuminaldeido Ciprofloxacina

Absorcgao Gl Alta Alta
Absorgao Permeabilidade BBB Sim Nao
prevista
Log K, -5.52 cm/s -9.09 cm/s

Gl: absorgao gastrointestinal; BBB: barreira hematoencefalica; Log

Kp: indice de permeabilidade

43




Tabela 4. Solubilidade estimada e pontuagdao da semelhanca

medicamentosa do cuminaldeido em

ciprofloxacina.

comparagao com

Cuminaldeido

Ciprofloxacina

Log S -2.81 -3.32

Semelhanga de DL 111 2.07
drogas

DS 0.55 0.55

Log S: solubilidade; DL: semelhanga de drogas, DS: pontuacéo de

drogas.
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Tabela 5. Efeitos da ciprofloxacina na formagao de biofilme por

S. aureus e E. coli. Diferentes concentragdes de ciprofloxacina

(0,0087-0,702 pg / ml) foram utilizadas. Bactérias tratadas com

veiculo foram usadas como controle.

Ciprofloxacina (ug/ml)

Controle | 0.0087 0.026 0.078 0.234 0.702
v?égi‘l’i;ea”:e 079+ | 0625+ | 06925+ | 01925+ | 0.06+ | 0.0675+
Ve 0.06 0.15 0.24 0.09* 0.07* 0.06*
biofilme (A nm)
mag;:“b’ii‘]{islme 094+ | 078+ 0.61 0.33666 | 0.00333 | 0.09
0.02 0.17 +0.60 | 7+057 | 3+0.05* | +0.16*
(nm)
E. coli
= 072+ | 023z 0.024 + | 0.035+
_V|_ab|I|dade 016 003 * 0.0+0.0 0.04* 0.029* 0.0+0.0
biofilme (A nm)
E. coli massa 2.01+ 1.29 + 0.005+ | 0.005
biofilme (nm) 0.1 0.1+ | 90£001 5007+ | 0.007¢ | 00200
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Table 6. Efeitos da co-incubagdo de cuminaldeido e
ciprofloxacina na formagao de biofilme por S. aureus e E. coli.
Diferentes concentragbes de cuminaldeido (0,1-3,000 ug / ml) foram
incubadas com ciprofloaxina (0,026 ug / ml para S. aureus e 0,0087
Mg / ml para E. coli). Bactérias tratadas com ciprofloxacina foram

usadas como controle.

Cuminaldeido (ug/ml)
Controle | 0.1 03 | 1.0 3 10 30 100 | 300 | 1000 | 3000
S. aureus
>. au 0.095 | 0-190 | 0135 | . [ 0.145| . | ., |0.155 | 0.140 | 0.105
viabilidade | 0.693 Yo + + 014 + + 017 N + + +
biofime (A | 0.24 | gg5 | 012 | 0.12 | =7 013 | = 030+ | 015 | 0.13 | 007
nm) * * * * . * * *
S. aureus 0.387 | 0.440 | 0.235 | 0.295 | 0.220 0.220 | 0.290 | 0.190
massa 0633 | 0.155 | = ' ' : ' 0.350 | = ' '
biofilme 056 | £0.03 10;18 10;20 10.905 ¢2.1 10;05 0.01* 10415 10419 10419
(nm)

E. coli 0.020 0.064
viabilidade | 0.230+ | 0.0+ | 0.0+ | 0.0 + Eg%i + E'S%i 00+ | 0.0+ | 0.0+ +
biofilme (A | 0.03 00 | 00 | 00 | ™% 0.03 | =% 0.0 00 | 0.0 | 0.09

nm) * *

E. coli

0.001 | 0.002 | 0.0003 0.006
massa 1290+ |00+ | 00+ |00+ | = + + 00+ | 00+ |00+ | =
biofilme 0.10 00 | 00 | 0.0 | 0.001 |0.002| 0.004 | 0.0 00 | 0.0 |0.008
(nm) * * * *
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Figura 1. Efeito in vitro do cuminaldeido na viabilidade e
metabolismo de S. aureus e E. coli. Diferentes concentracdes de
cumminaldeido (0,1-3,000 ug / ml) foram incubadas com S. aureus
ATCC 6538 e E. coli ATCC 042, por 24h. Efeitos do cuminaldeido na
viabilidade de S. aureus (A) e metabolismo (B); e a viabilidade de E.
coli (C) e metabolismo (D) foram avaliadas. Bactérias tratadas com
veiculo (2% de DMSO em solugéo salina) foram utilizadas como

controlos. * p <0,05; difere do grupo controle.
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Figura 2. Efeito in vitro do cuminaldeido na formagao de
biofilme de S. aureus e E. coli. Diferentes concentracbes de
cuminaldeido (0,1-3,000 ug / ml) foram incubadas com S. aureus
ATCC 6538 e E. coli ATCC 042, por 24h. Efeitos do cuminaldeido na
viabilidade do biofilme de S. aureus (A) e massa (B); e viabilidade de
biofilme de E. coli (C) e massa (D) foram avaliadas. Bactérias
tratadas com veiculo (2% de DMSO em solugdo salina) foram

utilizadas como controles.
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Figura 3. Efeitos da co-incubagdo in vitro de cuminaldeido e
ciprofloxacina na sobrevivéncia de biofilme de S. aureus e E.
coli. Diferentes concentracées de cuminaldeido (foram incubadas
com S. aureus ATCC 6538 (A) e E. coli ATCC 042 (B), por 8h.
Bactérias tratadas com veiculo (2% de DMSO em salina) foram
usadas como controle. * P <0,05 difere do grupo controle, difere do

grupo ciprofloxacina.
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