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RESUMO

A utilizac&o de plantas medicinais acompanha o homem desde seu surgimento,
sendo 0 seu primeiro recurso terapéutico, passando a ser utilizado até os dias atuais
pela sociedade. Durante as Ultimas décadas, pesquisas envolvendo extratos de
plantas tiveram um grande avanco, se destacando as que buscam identificar possiveis
propriedades farmacoldgicas contra bactérias. Atualmente, a OMS (Organizacao
Mundial da Saude) tem se preocupado com a resisténcia bacteriana a antibiéticos,
principalmente a resisténcia de Staphylococcus aureus, esse microrganismo €
frequentemente encontrado na microbiota da pele e tem adquirido resisténcia a
diversos antibiéticos, dentre eles a meticilina e a vancomicina, sendo responsavel por
grande parte de infecgOes hospitalares em todo o mundo. Nesse sentido, a OMS
ressalta a importancia de investimento em pesquisas cientificas que visam a
descoberta de novos compostos que possam contribuir no tratamento contra
Staphylococcus aureus. A espécie Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan
popularmente conhecida como angico, € encontrada no cerrado baiano, sendo usada
popularmente em tratamento de tosse, bronquite e infec¢des respiratérias. O angico
€ uma planta rica em metabdlitos secundarios, incluindo os taninos, que podem ser
explorados para a identificacdo de compostos com atividade biolégica. Entédo, este
trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana e antibiofilme de extrato
etandlico do caule de A. colubrina em Staphylococcus spp, incluindo a Staphylococcus
aureus resistente a meticilina. O extrato ndo demostrou atividade antimicrobiana pelo
teste de difusdo em disco e foram classificados inativos perante o valor encontrado de
concentracdo inibitéria minima. Notou-se que o extrato influencia na velocidade de
crescimento das cepas trabalhadas e a atividade antibiofilme foi significativa para ¥2
CIM em S. epidermidis e S. warneri. Considerando os presentes resultados, o extrato
etandlico do caule de A. colubrina demonstrou ser potencial agente que possa ser

testado em associacao antibidtica, contra bactérias resistentes.

Palavras-chave: Angico-Branco. Antipatogénica. MRSA.  Staphylococcus

epidermidis. Staphylococcus warneri.



ABSTRACT

The use of medicinal plants accompanies the man since its inception, being its
first therapeutic resource, starting to be used until the present day by society. During
the last decades, research involving plant extracts had a great advance, highlighting
those that seek to identify possible pharmacological properties against bacteria.
Currently, the WHO (World Health Organization) has been concerned about bacterial
resistance to antibiotics, especially the resistance of Staphylococcus aureus, this
microorganism is often found in the skin microbiota and has acquired resistance to
several antibiotics, including methicillin and vancomycin, being responsible for a large
part of nosocomial infections worldwide. In this sense, the WHO emphasizes the
importance of investing in scientific research aimed at discovering new compounds
that can contribute to the treatment of Staphylococcus aureus. The species
Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan, popularly known as angico, is found in the
Bahian cerrado, being popularly used in the treatment of cough, bronchitis and
respiratory infections. Angico is a plant rich in secondary metabolites, including
tannins, which can be explored for the identification of compounds with biological
activity. Therefore, this work aimed to evaluate the antimicrobial and antibiofilm activity
of ethanolic extract from the stem of A. colubrina on Staphylococcus spp, including
methicillin-resistant Staphylococcus aureus. The extract did not show antimicrobial
activity by the disk diffusion test and were classified as inactive according to the
minimum inhibitory concentration value found. It was noted that the extract influences
the growth rate of the strains worked and the antibiofilm activity was significant for %2
MIC in S. epidermidis and S. warneri. Considering the present results, the ethanolic
extract of A. colubrina stem proved to be a potential agent that can be tested in

antibiotic association against resistant bacteria.

Key words: Angico-Branco. Antipathogenic. MRSA. Staphylococcus epidermidis.

Staphylococcus warneri.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ATCC American Type Culture Collection

BOD Biochemical Oxygen Demand

CIM Concentracao Inibitoria Minima

DO Densidade Optica

EPS Extracellular Polymeric Substances

MH Mueller-Hinton

CIM Minimum Inhibitory Concentration

MRSA Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus
OMS Organizacdo Mundial da Saude

PBS Phosphate Buffered Saline

TSB Trypticase Soy Broth

TSBg Trypticase Soy Broth with Glucose

UFC Unidade Formadora de Colbnia

UFOB Universidade Federal do Oeste da Bahia
FDA Food and Drug Administration

NCCLS National Committe for Clinical Laboratory Standards



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Localizacdo Geogréfica do Cerrado no Brasil. ...........ccccoevvvvviiiiiiiiieienennns 19
Figura 2 - Distribuicdo geogréfica da espécie N0 Brasil...........cccccevviiiiiiiiiiiiinennnnnns 21
Figura 3 - Arvore de Anadenanthera colubrina. ..............cccoceeeeeeeeecccieccce e 22
Figura 4 - Folhas, flores € frutOS. .........ooooiiiiiiiicie e 22
Figura 5 - Etapas do desenvolvimento de biofilmes bacterianos...................cccccc.. 25
Figura 6 - Imagem via satélite do local da coleta do material vegetal. .................... 29

Figura 7 - Extrato de angico obtido a partir do processo de extragéo por etanol......30

Figura 8 - Passos do Ensaio de MicrodiluicAo executado no Laboratério de

Microbiologia (UFOB/ Campus Reitor Edgart Santos) Etapa O1. ............cccoeeeeveeneenns 31
Figura 9 - Passos do Ensaio de Microdiluicdo executado no Laboratério de
Microbiologia (UFOB/ Campus Reitor Edgard Santos) Etapa 02. .............ccccccvvvnnnneee 32

Figura 10 - Teste de atividade antimicrobiana, halos de inibicdo observados do extrato
do caule de A. colubrina na concentracdo de 100 mg/mL sobre (A) S. aureus ATCC
29219 com halo médio de (12mm); (B) MRSA USA 300 (8mm); (C) S. epidermidis
NRS 101 (13mm); (D) S. warneri (L0MIM) .......uuuuueueeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieinieeieeeeneeeeeeeeeeeeeee 36
Figura 11 - Curvas de crescimento das bactérias nas condicfes testadas. (A)
Staphylococcus aureus ATCC 29219 (B) MRSA USA 300 (C) Staphylococcus
epidermidis NRS 101 (D) Staphylococcus warneri, em meio TSBg 0,25 % em funcao
dos valores obtidos para densidade OPLiCa. .........ccuuviiiiiiieeiiiiieeee e 39
Figura 12 - Placa de 96 pocos utilizada para a leitura em espectrofotometro durante
20 NOTBS. .o 41
Figura 13 — Avaliacao da atividade do extrato de A. colubrina sobre a producéo de
biofilme nas estirpes testadas. O gréafico apresenta a quantificacdo da formacéo de
biofilme por meio da absorbéncia a 560nm das bactérias: S. aureus ATCC 29219,
MRSA USA 300, S. epidermidis NRS 101, S. warneri na presenca do: Veiculo
(DMSO), do meio de cultivo (TSBQ), %2 CIM; %4 CIM. .......coiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeinn 43
Figura 14 — Avaliagdo da atividade do extrato de A. colubrina sobre a pds- formacgéo
de biofilme nas estirpes testadas. O grafico apresenta a quantificacdo da formacéo de
biofilme por meio da absorbancia a 560nm das bactérias: S. aureus ATCC 29219,
MRSA USA 300, S. epidermidis NRS 101, S. warneri na presenca do: Veiculo
(DMSO), do meio de cultivo (TSBQ), %2 CIM; % CIM. ........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiene 45



%
°C

cm

mm
ML

km

LISTA DE SIMBOLOS

Porcentagem
Graus centigrados
Micro
Centimetro
Gramas
Horas

Metro

Mililitro
Milimetro
Microlitro
Kildmetro



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Espécies de plantas pertencentes ao bioma cerrado com caracteristicas
antimicrobianas, encontrada na literatura consultada. .............ccccvvveiiiiineerieeiiiinnnnnnn. 19
Tabela 2 - Concentracgéo inibitéria minima do extrato etandlico de A. colubrina sobre
as bactérias S. aureus ATCC 29219, MRSA USA 300, S. epidermidis NRS 101 e S.
L7241 PP 37
Tabela 3 - Velocidade de crescimento (1) de bactérias expostos as concentracdes do
Lo L= L PRSP 42



SUMARIO

1. INTRODUGAOD. ... .ciiieiti ettt ettt ettt e et e ettt esteeteste et e aneaneens 16
2. FUNDAMENTAGAO TEORICA......coouiiiiiiitieieicieisieiei et 18
2.1. Contexto historico de plantas com propriedades antimicrobianas ............... 18
2.2. O cerrado brasileiro como provedor de novos antimicrobianos. .................. 19
2.3. Metabdlitos primarios € SECUNAAIIOS. ........uuvuuiiiieeeeeeiieiiie e e 20
2.4. Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan. .......cccccccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 21
2.5. Staphylococcus spp. e a resisténcia aos antibiotiCos. ...........ccevvvvvvvvieeeeennn.. 23
2.6. Biofilme baCterian0.............covviiiiiiiiiiiiiiiiiieee 24
3. OBUIETIVOS ...ttt e ettt e e e e e e aaeae 26
3.1, ODJEtIVO GEral.....cccoiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 26
3.2, ODbjetiVOS €SPECITICOS ....uuueriiiiiiieeii it 26
4, MATERIAIS E METODOS.......cooiitietieeeiete e et ete et eaete e te s ste e ae e ane s 27
O I IV o (=T = L TP PP TP PPOPPPPPPRPT 27
T =1 (o To [ 1 PP PP PPPPPPPPPRPT 28
4.2.1. Material vegetal .............uiiiiiiiii e 28
4.2.2. Obtencéo do Extrato vegetal ............ccoooeeiiiiiiiiiiiiiiieeeceeeeeee e, 29
4.2.3. Concentracdo inibitdria Minima. ...........coooeviiiiiiiiiiii e, 30
4.2.4. Atividade antimicrobiana.............cccccoriiiiiiiiiii 32
4.2.5. Curva de crescimento bacteriano ..............cccccuuueumiimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaaaens 33
4.2.6. Biofilme em fOrMagGa0 ..........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiii 33
4.2.7. Biofilme pré-formado. ..............uuuuiiiiimiiiiiiiiiiiii 34

5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ.......cicieiieeie ettt 35
5.1. Determinagédo da atividade antimicrobiana e concentracao inibitoéria minima.

5.2.

5.3.

Avaliagdo do crescimento bacteriano...........coooevviiiiiiiiii e 38

Avaliacao da atividade sobre o biofilme bacteriano ...........cccccccceiiiiiiiiiiinnnn, 43



6. CONCLUSAO

T REFERENCIAS . ..ottt e e e e e et e e e et e e e e e e e e e e aans



16

1. INTRODUCAO

A utilizacao de plantas medicinais acompanha o surgimento do homem, sendo
um dos primeiros recursos terapéuticos para tratar problemas relacionados a saude.
Essa intervencao terapéutica foi mantida e é observada até os dias atuais. Contudo,
ao decorrer do tempo foi descoberto que as plantas possuem caracteristicas
especificas nao vitais chamadas de metabdlitos secundarios, que permitem vantagens
para sobreviver e perpetuacao da espécie vegetal (MONTEIRO; BRANDELLI, 2017).

Durante as Ultimas décadas houve um grande avanco nas pesquisas
cientificas, principalmente nas que envolvem plantas medicinais, tornando essa
alternativa uma ferramenta importante na descoberta de propriedades farmacoldgicas,
sobretudo com estudos envolvendo extratos de plantas que possuam atividades
antimicrobianas (HAIDA et al., 2007).

O cerrado brasileiro é rico em biodiversidade vegetal, sendo uma fonte natural
de substancias bioativas (PEIXOTO et al., 2019). Anadenanthera colubrina, € uma
espécie encontrada na Caatinga, Cerrado e Mata atlantica, planta rica em taninos, que
€ utilizada na medicina popular brasileira, principalmente, em tratamento de tosse,
bronquite e infeccbes da via respiratéria (SAMPAIO, 2002; MAIA, 2004; OLIVEIRA,
2005; apud CORADIN et al., 2018). Testes in vitro realizados com extratos de plantas
ricos em taninos ou taninos puros tém demonstrado que tais compostos apresentam
diversas atividades bioldgicas, dentre elas as acdes bactericidas e fungicida (CHUNG
et al.,, 1998a; 1998b; KILKUSKIE et al.,, 1992, apud CASTRO, 2011, p. 16), que
poderiam ser exploradas para o tratamento de infeccbes causadas por
Staphylococcus spp.

Infeccdes bacterianas, em especial Staphylococcus aureus, tém se tornado
cada vez mais corrigueiras, sendo uma comum causa de diversas infeccbes
comunitarias e hospitalares. Dentre as infec¢cdes causadas por S. aureus podemos
destacar: infec¢des do trato urinario, infecgdes da pele e de tecidos moles (impétigo,
foliculite, furdnculos, carbunculos, celulite, sindrome da pele escaldada, dentre
outros), infeccbes prostéticas, infeccdes pulmonares (pneumonia e empiema),
gastroenterite, osteomielite, artrite séptica, meningite, sindrome do choque téxico,
endocardite infecciosa e bacteremia, conforme o local da infeccdo e das cepas
envolvidas, o quadro pode evoluir para infecgdo mais invasiva e letal (TONG SY et al.,
2015).



17

Espécies de Staphylococcus coagulase negativa, como S. epidermidis e S.
warneri, também podem causar infec¢cdes oportunistas em seres humanos, S.
epidermidis é frequentemente causadora de infec¢Bes associadas a dispositivos
médicos em ambiente hospitalar e formacao de biofilme, podendo causar quadro de
sepse nosocomial (OTTO, 2012; (LEGIUS et al., 2012). S. warneri € outra bactéria
clinicamente importante, estando envolvida em uma ampla gama de doencas, como
infeccbes da pele, olhos e trato urinario, supressado imunoldgica, infeccbes
nosocomiais em pacientes imunocomprometidos e recém-nascidos (INCANI et al.,
2010; IEGIUS et al., 2012).

O tratamento de infeccdes estafilococicas tem sido cada vez mais complicado
em virtude do surgimento de cepas resistentes a antibioticos. Segundo a OMS 2020
“Os antibidticos estdo se tornando cada vez mais ineficazes a medida que a
resisténcia a medicamentos se espalha globalmente, dificultando o tratamento de
infeccbes e aumentando o numero de morte”. Com isso, € necessario investimento
em pesquisas para o descobrimento de novos compostos com atividade
antimicrobiana e/ou antipatogénica para o tratamento das infec¢cbes (OMS, 2020).

Tendo em vista toda essa problematica das infec¢cdes causadas por
Staphylococcus spp., o presente trabalho propde avaliar possiveis atividades
antimicrobiana e antibiofilme do extrato do caule de Anadenanthera colubrina (Vell.)
Brenan sobre cepas de Staphylococcus spp, incluindo Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA).


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2017.01090/full#B6
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2017.01090/full#B6
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2017.01090/full#B10
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2.  FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Contexto histérico de plantas com propriedades antimicrobianas

O uso de plantas para fins medicinais, acompanha o ser humano desde o seu
surgimento, sendo o seu Unico e principal recurso para fins terapéuticos nas
civilizacdes antepassadas. Porém, devido ao desconhecimento das propriedades que
cada planta possuia, ocorriam bastante casos de morte por intoxicacdo. Com isso,
logo se notou que nem toda planta possui efeitos benéficos. Na pré-historia, o ser
humano apresentava um certo conhecimento empirico, advindo das observacdes
perante 0 comportamento dos animais ao ingerir determinadas plantas e pelo
conhecimento adquirido por seus antecessores (MONTEIRO; BRANDELLI, 2017).

Alguns autores relatam como foram os primeiros registros de usos de plantas

para fins terapéuticos, como descrito a seguir:

As referéncias historicas sobre plantas medicinais trazem relatos de seu uso
em praticamente todas as antigas civiliza¢des. As primeiras descrigcbes do
uso de plantas com fins terapéuticos foram escritas em cuneiforme. Essas
descri¢cdes sao originarias da Mesopotamia e datam de 2.600 a.C., incluindo
Oleo de cedro (Cedrus sp.), alcaguz (Glycyrrhiza glabra), mirra (Commiphora
sp.), papoula (Papaver somniferum), entre outros derivados de drogas
vegetais que ainda sdo utilizados no tratamento de doencgas, como gripes,
resfriados e infecgbes bacterianas (MONTEIRO; BRANDELLI, 2017, p. 2).

A utilizagéo de plantas medicinais no Brasil se iniciou muito antes da chegada
dos colonizadores, o povo indigena ja fazia o uso de ervas para seus rituais, 0
conhecimento era transmitido dos mais velhos para os mais novos. Com a chegada
dos europeus (0s quais possuiam um certo conhecimento do uso de espécimes) e
logo mais com a vinda do povo africano, que em sua cultura possuia também tinha
conhecimento de vegetais para fins medicinais, houve uma miscigenacdo desses
conhecimentos, e pode-se afirmar que a base do conhecimento da populagéo
brasileira sobre plantas medicinais foi advinda do conhecimento desses trés povos
(BRAGA, 2011). Ideia essa compartilhada por outros autores, “No Brasil, a historia da
utilizagéo de plantas no tratamento de doengas apresenta influéncias marcantes das
culturas africana, indigena e europeia” (MONTEIRO; BRANDELLI, 2017, p. 9).
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2.2. O cerrado brasileiro como provedor de novos antimicrobianos.

“O Bioma Cerrado € um dos principais nucleos de biodiversidade genética do
planeta e o Brasil possui ampla area territorial (do norte ao sul do pais)” (MENEZES
et al., 2015.p.1070). Dispdem de uma formacéo savanica de cerca de 2,0 milhdes de
km?, correspondendo a cerca de 23% do territério nacional, area que abrange o sul de
Mato Grosso, o norte do Piaui, o oeste da Bahia, o sul do Maranh&o, os estados de
Goiés, Tocantins, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Rondbnia e Sdo Paulo, e Distrito
Federal (SOARES et al., 2017).

Figura 1 - Localizacdo Geogréfica do Cerrado no Brasil.
Fonte: SANO et al (2008)

Pesquisas envolvendo plantas brasileiras do bioma cerrado tém evidenciado,
principalmente, as caracteristicas antimicrobianas das espécies estudadas. Na tabela
1 estéo descritas algumas dessas espécies com atividade antimicrobiana descrita na
literatura.

Tabela 1 - Espécies de plantas pertencentes ao bioma cerrado com caracteristicas

antimicrobianas, encontrada na literatura consultada.

Nome Cientifico Nome popular Autor

Psidium Cattleyanum Sabine |Araca MENEZES et al., 2015

Anacardium occidentale Caiueiro GONCALVES et al., 2005; SILVA et al.,
2007

Bixa orellana Urucum

Copaifera langsdorffii Copaiba GONCALVES etal., 2005
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Eugenia uniflora Pitangueira
Hymenaea courbaril Jatoba
Psidium guajava Goiabeira
Pterodon emarginatus Sucupira
Schinus terebinthifolia Aroeira

Stryphnodendron adstringens |Barbatimao

Syzygium cumini Jamboléo
Cymbopogon citratus Capim-limao ALVARENGA et al., 2007
Lantana cAmara Cambara

BERTO,2014
Cochlospermum regium Algodaozinho-do-cerrado

Fonte: Autor, 2022.

Os principios ativos das espécies sao oriundos do metabolismo secundario, os
gue se destacam por possuir atividade antimicrobiana sao, os glicosideos, alcal6ides
(a@lcoois, aldeidos, cetonas, éteres, ésteres e lactonas), compostos fendlicos e
polifendlicos (quinonas, flavonas, taninos e cumarinas), terpenos (mono e
sesquiterpenos e esterdides), saponinas, flavondides e 06leos essenciais. Essas
substancias ativas das plantas medicinais, dificilmente se encontram pura e sim sob
a forma de complexos, cujos componentes se completam melhorando a acéo sobre

tal organismo patogénico (MARTINS et al., 2000).

2.3. Metabdlitos primarios e secundérios.

A atividade metabdlica é uma caracteristica presente em todos 0s seres vivos,
sendo caracterizada por rea¢des quimicas que ocorrem no meio interior celular. Em
células vegetais, o metabolismo é dividido em dois, primarios e secundarios, o
metabolismo primario € responsavel por desempenhar fungdes cruciais para a vida do
vegetal, tais como a fotossintese, a respiracao e o transporte de solutos, sendo assim
sdo compostos que possuem uma distribuicdo universal nas plantas. Este € o caso
dos aminoacidos, acidos nucleicos, lipidios, carboidratos e da clorofila (PERES, s.d).

Os metabolitos secundarios aparentemente ndo possuem funcdes essenciais
para o crescimento e o desenvolvimento do vegetal, mas desempenham um papel

importante na interacédo planta e meio ambiente. Todos 0s vegetais sao capazes de



21

sintetizar metabalitos secundarios, entretanto € mais comum em espécies selvagens,
gue durante o processo natural evolutivo desenvolveram mecanismos de defesa para
competir com outras plantas por nutrientes e defesa contra ataques de patdgenos.
Além disso, esses metabdlitos secundarios possuem func¢des essenciais para a
perpetuacdo de espécies, por ser capaz de induzir uma atracdo de organismos
benéficos como polinizadores, dispersores de sementes e microrganismos de
simbiontes (PERES, s.d; FILHO, ALVES, 2002)

2.4. Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan.

A Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan é uma espécie vegetal que pertence
a familia Fabaceae, sendo conhecida popularmente como angico, angico amarelo,
angico-branco, angico-bravo-liso, angico camburi, angico-cedro, angico-coco, angico-
de-carico, angico-escuro, angico-liso, angico-vermelho e cambui-angico (ANDRADE-
LIMA,1989; MAIA, 2004; LORENZI, 2008). No Brasil, € uma espécie tipicamente
encontrada nos dominios fitogeogréficos da Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica, na
regido Nordeste € encontra no estado da Bahia, Ceara, Pernambuco, Piaui, Rio
Grande do Norte e Sergipe, na regido Centro-Oeste nos estados do Distrito Federal,
Goiéas, Mato grosso do Sul e Mato Grosso, na regido Sudeste nos estados de Minas
Gerais, Rio de Janeiro e Sao Paulo, na regido Sul no estado do Parana (MORIM,
2020).

F

Figura 2 - Distribuicdo geografica da espécie no Brasil.
Fonte: MORIM (2020)

E uma planta de grande porte, sua altura pode variar de 10 a 20 m, enquanto a
circunferéncia dos seu caule chega a cerca de 60 cm de diametro a altura do peito,

possui tronco em forma mais ou menos cilindrica, ramificacdo cimosa, dicotdmica,
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tortuosa e irregular. Casca grossa com espessura de até 20 mm, casca externa
acinzentada e interna avermelhada, as folhas sao paripinadas com comprimento de
15 a 20 cm, flores sé&o geralmente pequenas na cor de brancas a amareladas, sendo
bem perfumadas, as sementes sdo orbicular achatadas, com até 15 mm de
comprimento (CARVALHO, 1994), seus frutos sdo alongados do tipo vagem (KILL;
DA SILVA, 2016).

Figura 3 - Arvore de Anadenanthera colubrina.
Fonte: Arvores do Brasil (2021)

Figura 4 - Folhas, flores e frutos.
Fonte: Arvores do Brasil (2021)

E uma planta medicinal bastante utilizada principalmente, na forma de infus&o
para o tratamento de afec¢des das vias respiratdrias e pulmonares, bronquites, tosses,
faringites, antidiarreica, expectorante e asma. As cacas de angico-branco séo ricas
em taninos (CARVALHO, 2003), que podem apresentar efeito antimicrobiano e
antifingico (BRUNETON, 1991).
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2.5. Staphylococcus spp. e a resisténcia aos antibioticos.

O género Staphylococcus é um dos principais grupos bacterianos encontrado
na microbiota humana, sendo mais frequente na pele (GAO et al., 2010), possuem
forma de cocos Gram positivos, sao diferenciados de outros microrganismos que
possuem a mesma forma pela prova de catalase. Na literatura, ha ao menos cerca de
60 espécies e subespécies (LAMERS et al., 2012). Esse género, possui um grande
espectro de causar doenca, devido a sua translocacao do habitat natural (DHANOA
et al., 2012).

A Staphylococcus aureus € uma bactéria frequentemente encontrada na

microbiota humana, principalmente nas fossas nasais, possui uma morfologia esférica
e pertencendo ao grupo dos cocos gram-positivos, entretanto, embora estejam na
microbiota humana, € a mais virulenta desse grupo, sendo capazes de provocar
infeccbes chegando a ser letais em decorréncia da capacidade de adquirir resisténcia
a antibidticos (SANTOS et al., 2007: DHANOA et al., 2012).
A Staphylococcus epidermidis faz parte da microbiota humana, coloniza a pele
humana e mucosas, esse microrganismo é um patégeno oportunista, comumente &
associado a infeccfes hospitalares, devido a produz um biofilme que age como um
revestimento ao material plastico e células, e também causa resisténcia a fagocitose
e resisténcia a alguns antibioticos. Os individuos mais suscetiveis a infeccéo por este
agente sdo 0s pacientes submetidos a terapia intravenosa, recém-nascidos, idosos,
aqueles que utilizam cateteres e outros produtos médicos como bolsas, respiradores,
préteses etc (THEISEN, 2010). Outro patdégeno oportunista capaz de causar varias
infeccbes € a Staphylococcus warneri, especialmente em pacientes com dispositivos
meédicos em habitacéo. S. warneri isolados em infecgbes sado geralmente resistentes
a agentes antimicrobianos beta-lactamicos (KARAM, RIBEIRO, 2022).

Segundo Santos (2004), ao falar de resisténcia aos antibiéticos, ressalta que
este problema ocorre de maneira natural, em virtude do uso indiscriminado desta
classe farmacoldgica pela populacdo, onde as bactérias apresentam capacidade de
se adaptar ao ambiente que é inserida, facilitando assim o desenvolvimento do
mecanismo de resisténcia. A utilizagdo de antibidticos esta se tornando cada vez mais
ineficaz, isso se da devido a resisténcia bacteriana que cresce em escala mundial
(OMS, 2020).
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As penicilinas se destacam na historia por ser a primeira classe de
medicamento capaz de curar infeccbes bacterianas, sendo introduzidas no mercado
na década de 40 (LOWY, 2003). Entretanto, logo apds seu desenvolvimento na
década de 50, surgiu bactérias resistente ao anel beta lactamico, estrutura quimica
que compde o nucleo fundamental das penicilinas, consequentemente em meio
laboratorial, através de modificagdo no anel beta lactamico, surgindo assim a
meticilina, que resolveu a problematica em vigor da época (HAUSER, 2009). Mas, na
década de 70 surgiu a MRSA (S. aureus resistente a meticilina) que rapidamente se
disseminaram pelos ambientes hospitalares e sdo responsaveis por grande parte das
infeccbes até os dias atuais (SANTOS et al., 2007). “Pessoas com infeccoes
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) tém 64% mais chances de
morrer do que pessoas com infec¢des sensiveis a medicamentos (OMS, 2020)”.

Um dos principais mecanismos de viruléncia que € desencadeado pelos
microrganismos na resisténcia antimicrobiana, é o desenvolvimento da formacao
biofilmes, uma vez neste estado ele pode ser de 10 a 1000 vezes mais resistentes a
um antibiético do que comparada com as células bacterianas em estado planctdnico
(HENGZHUANG et al., 2011).

2.6. Biofilme bacteriano

Costerton et al. (1999) conceitua biofilme bacteriano como comunidade de
células bacterianas, encapsuladas e envolvida por uma substancia polimérica
extracelular (EPS), se destacam pela capacidade de adesao irreversivel em superficie
biética (tecidos vivos) ou abidtica (superficies inertes), causando infec¢des crbnicas.
Os cateteres e biomateriais utilizados em procedimentos hospitalares sdo exemplos
de superficies abibticas comuns, jA& em superficies bidticas destaca-se o epitélio
pulmonar em casos de Fibrose Cistica (Fricks-Lima et al.,, 2011). O processo de
formacéao de biofilmes é dinamico e bem definido sendo uma reagcéo em cadeia, a qual
envolve processos quimicos, fisicos e principalmente bioldgicos, podendo ser dividido
em 5 etapas (PERCIVAL et al., 2011).

A primeira etapa de formagéo do filme condicionante é a adeséo, ocorrendo de
maneira reversivel, para isso sdo utilizadas pelas bactérias varias organelas e
proteinas extracelulares para deteccao e fixagdo em superficies; na segunda etapa
ocorre a fixacdo irreversivel em decorréncia da secrecao da EPS, que auxiliam para

uma melhor adeséo a superficie; ja na etapa 3 ocorre a replicacdo, onde as células
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adsorvidas se multiplicam de forma a desenvolver microcoldnias; na etapa 4 acontece
o0 processo de amadurecimento/maturacdo em uma estrutura tridimensional, um
biofiilme maduro envolvida pela EPS e capaz de resistir a tensées mecanicas,
contribuindo para ineficacia dos tratamento com antibiéticos, apds isso ocorre a etapa
final, sendo caracterizada pela dispersdo de algumas células do biofilme, podendo
assim aderir em outras superficies e formar novos biofilmes, essa etapa € considerada

muito importante para propagar e renovar a comunidade (HIGA, 2017).
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Figura 5 - Etapas do desenvolvimento de biofilmes bacterianos.
Fonte: STOODLEY et al., (2002).

A matriz age com funcdo protetora nos microrganismos contra radiacéo
ultravioleta, células de defesas, dessecacéo, oxidantes e antimicrobianos. Além disso,
atuam como uma espécie de sistema digestivo externo, de modo a manter enzimas
extracelulares proximas das bactérias, permitindo assim que ocorra a metabolizacao
de biopolimeros, servido como fonte de nutrientes e de energia para os biofilmes.
Contudo, ainda sédo capazes de armazenar componentes de células lisadas para um
posterior uso (FLEMMING; WINGENDER, 2010).

O crescimento bacteriano na forma de biofilmes permite que as bactérias
possam ser capazes de evadir defesas naturais do hospedeiro e ao tratamento
antimicrobiano, dessa forma contribuem para a resisténcia a antibiéticos. Teste de
sensibilidade in vitro demonstraram que biofilmes sado capazes de sobreviver em
concentracbes de antibidticos até milhares de vezes maiores do que a utilizadas
comumente, 0 que torna sua eliminacdo desafiadora (STEWART; COSTERTON,
2001).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar as atividades antimicrobiana e antibiofiime de Anadenanthera colubrina

(Vell.) Brenan sobre Staphylococcus spp in-vitro.

3.2. Objetivos especificos

e Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato Anadenanthera colubrina (Vell.)
Brenan sobre Staphylococcus spp;

e Verificar atividade bactericida ou bacteriostatica de extrato etandlico da casca
de Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan sobre Staphylococcus spp;

e Analisar o efeito do extrato de Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan sobre
o biofilme de Staphylococcus spp;

e Avaliar a influéncia do extrato de Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan

sobre a velocidade de crescimento em Staphylococcus spp.



4.1.

MATERIAIS E METODOS

Materiais

Agar Mueller Hinton;

Agua destilada;

Alca bacterioldgica;

Alca de drigalski

Alcool 92.8%;

Algodao;

Autoclave;

Cabine de seguranca bioldgica,;

Extrato do caule de A. colubrina;

Cepas de Staphylococcus spp;

Cristal violeta;

Dimetilsulfoxido;

Espectrofotdmetro;

Estante.

Estufa incubadora BOD;

Etanol 95%;

Glicose;

Isqueiro;

Lamparina;

Luvas descartaveis;

Méscara de protecao;

Micropipeta monocanal automatica 0,5- 20uL;
Micropipeta monocanal automatica 100-1000uL;
Micropipeta monocanal automatica 20-200pL;
Micropipeta multicanal automatica 100 puL;
Microplacas de 96 poc¢os;

Microtubulos;

Moinho;

NaCL P. A,

Paquimetro;

Papel aluminio;

27
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e Papel toalha;

e Papelfiltro;

e Placa de petri;

e Ponteira 100 pL;

e Ponteira 200 pL;

e Ponteira 100 pL;

e Rotaevaporador;

e Saco plastico resistente ao calor;
e Salina 0,9%;

e Tampao salina fosfato (PBS);
e TSB:;

e Tubo criogénico;

e Tubo de ensaio;

e Tubo Falcon;

e Ultra freezer.

4.2. Métodos

4.2.1. Material vegetal

A amostra do caule da espécie Anandenanthera colubrina (Vell.) Brenan foi
coletada por Ribeiro (2018), durante o més de maio de 2017, em mata nativa do bioma
cerrado, na zona rural do municipio de Serra Dourada — Bahia, territorio que faz parte
da bacia do Rio Grande. Foi realizada também a coleta de um material para a
herborizacdo e identificacdo botanica, a exsicata produzida da espécie recebeu a
numeracdo BRBA 7554, estando depositada no acervo do Herbario da Universidade
Federal do Oeste da Bahia (UFOB).
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Figura 6 - Imagem via satélite do local da coleta do material vegetal.
Fonte: RIBEIRO (2018).
4.2.2. Obtencéao do Extrato vegetal

O extrato do caule de Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan foi gentilmente
cedido pela professora Katyuscya Veloso Ledo do departamento de Quimica da
Universidade Federal do Oeste da Bahia (UFOB) Campus Reitor Edgard Santos,
Barreiras-BA. O processo de extracdo se deu conforme descrito a seguir. Inicialmente,
0 material vegetal coletado foi lavado com uma solucdo de hipoclorito de sédio (2%)
por 10 minutos. Posteriormente, o caule foi seco em temperatura ambiente por 24
horas, em seguida realizou-se o processamento em moinho de facas modelo SL — 31,
0 material processado foi pesado, e posteriormente foi realizada a obtengéo do extrato
bruto. O material moido foi acondicionado em um béquer, em seguida, adicionou-se o
volume aproximado de 300 mL do solvente | por 96 horas (4 dias), agitando-o uma
vez por dia.

Apbs o periodo de repouso, o0 mesmo foi submetido ao processo de filtracdo a
vacuo, em seguida o sobrenadante do extrato do caule foi destilado e concentrado
sob pressdo reduzida em rotaevaporador, a temperatura aproximadamente 20°C
abaixo do ponto de ebulicdo do Etanol 79°C, posteriormente levados a banho maria
60°C, por 1 hora para completa secagem do solvente, ao final foi realizado a
identificacdo, ocorrendo a realizacdo de testes fitoquimicos qualitativos, obtendo
resultado positivo para fendis e taninos.
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Figura 7 - Extrato de angico obtido a partir do processo de extracéo por etanol.
Fonte: Autor, 2022.
4.2.3. Concentracdo inibitoria minima.

Para este ensaio utilizando-se a técnica de microdiluicdo em caldo criada por

Eloff (1998), a qual envolve o uso de pequenos volumes, que sdo adicionados em
placas de plasticos estéreis, com 96 orificios de fundo arredondado dispostos em 12
colunas e 8 pocos cada, como se ilustra na figura 8 e 9.
Na coluna 1 da placa 1 nos pocos de A a D foram adicionados 100 pL de diluicdo a
1024 ug/mL e 16384 ug/mL na placa 2 do extrato a ser testado, nas demais colunas
e nos pocos de A a D, foram inseridos 50 uL do meio de cultura caldo TSB (MARINO,
2014). Ademais, acrescentou-se também suspensdo bacteriana padrdo 0,5
McFarland, nos pocos da coluna 2 até 11. Os pocos da coluna 12 foram utilizados
como controle de crescimento bacteriano, ou seja, para ver se houve ou nao
contaminagao, para isso foi utilizado 50 yL meio de cultura TSB e suspensao
bacteriana padrdo 0,5 McFarland. Os pocos G da coluna 1, 2, 3, 4 e 5 foram utilizados
como controle de bactérias do meio de cultura liquido TSB.

Com o auxilio de uma pipeta multicanal, foi realizada a diluicdo seriada do
extrato em analise, pipetando 50 uL dos pogos da coluna 1 para os pog¢os da coluna
do lado, posteriormente, foi realizada a homogeneizagcdo com a pipeta em 30 vezes e
em seguida pipetou-se 50 pL da coluna 2 para a coluna 3 sendo repetido todo o
processo até a coluna 11, ao final dispersou-se 50 pL desta coluna, para todos os
pocos apresentarem o mesmo volume final.

Apbs este procedimento, as placas foram incubadas em BOD por 20 horas a
37 °C, ao fim desse tempo e em um local de boa iluminacao, foi feito a leitura das
microplacas e a CIM foi determinada de acordo com a observacdo macroscopica

encontradas, para maior confiabilidade nos resultados encontrados esse teste foi
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realizado em triplicatas. As figuras a seguir demonstram a técnica de microdiluicdo em
placa para obtencao do valor de concentracdo inibitoria minima. Vale ressaltar que as
concentracbes da placa 2 foram maior porque nas concentragdes trabalhadas na
placa 1 ndo foram observado inibicdo do crescimento, e sO trabalhou com 4
concentracfes na placa 2 devido a turvacao ser muito grande, de forma a atrapalhar

a identificacéo de CIM.

10 20 20
Coluna 01: 100 Adicio de 50 pL de Diluictes seriadas do
pL da dilvicao 1024 caldo TSB contendo extrato, pipetando se 50
pg.mL' do extrato a suspencao bacteriana pL da coluna 2 a 11.
ser testado padréo 0,5 McFarland
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Figura 8 - Passos do Ensaio de Microdiluicdo executado no Laboratério de

Microbiologia (UFOB/ Campus Reitor Edgart Santos) Etapa 01.
Fonte: Autor, 2022.
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Coluna 01: 100 Adicao de 50 pL de Diluictes seriadas do
pL da diluicéo 16384 caldo MH contendo rato, pipetando se 50
pg.mL' do extrato a suspencdo bacteriana pL da coluna 1 a &.

ser testado padrdo 0,5 McFarland
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Figura 9 - Passos do Ensaio de Microdiluicdo executado no Laboratério de

Microbiologia (UFOB/ Campus Reitor Edgard Santos) Etapa 02.
Fonte: Autor, 2022.
Os resultados de CIM foram avaliados segundo a classificacdo deTanaka et al.

(2005), os extratos vegetais sdo considerados como promissores, em relacdo ao
potencial antimicrobiano quando o mesmo apresenta CIM < 100 pg/mL, moderada
com CIM de 100-500 pg/mL, baixa atividade com CIM 500-1000 pg/mL e inativos com
CIM> 1000 pg/mL.

4.2.4. Atividade antimicrobiana

A avaliacdo da atividade antimicrobiana ocorreu segundo a técnica de difuséo
em agar adaptado de RABANAL et al., 2002. Para isto, em meio agar solido Mueller
Hinton a 55 °C, foram adicionados 200 pL de uma suspenséo contendo 108 UFC mL-

!, homogeneizados com a alca de Drigalski. Sucedeu com a realizacédo de furos de
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aproximadamente 5 mm de diametro em papel filtro, no qual foi colocado sobre o agar
e adicionar sobre esse papel filtro estéril 10 yL extratos na concentracdo de 100
mg/mL. As placas ficaram mantidas a 37 °C por 24 h e os halos de inibicdo medidos
em milimetros com auxilio de um paquimetro. Os ensaios foram realizados em

duplicata biolégica, cada um com duas repeticdes técnicas.

Os resultados da atividade antibacteriana foram avaliados através da
mensuragao dos halos de inibicdo conforme os parametros sugeridos por Alves et al.
(2000) da seguinte forma:

e <9 mm, sdo considerados inativos;
e 9-12 mm, pouco ativo;
e 13-18 mm, ativo;

e > 18 mm muito ativo.

4.2.5. Curva de crescimento bacteriano

A curva de crescimento bacteriano foi realizada em placas de 96 poc¢os. Cada
poco foi preenchido com um volume de 100 pL de TSB (2x), 75 uL de agua estéril e
20 pL de suspensédo bacteriana padrdo 0,5 McFarland e 5 pyL de glicose. Apo6s a
preparacao, a placa foi incubada a 37 °C por um periodo de 20 horas no equipamento
Varioskan LUX Multimode Microplate Reader (Thermo Fisher Scientific) e o
crescimento foi acompanhado pela leitura da absorbancia DO600nm a cada 30
minutos de intervalo (Klein et al. 2015). Os ensaios foram realizados em triplicata

biolégica, cada um com trés repeticdes técnicas.

4.2.6. Biofilme em formacéao

A avaliacdo do efeito do extrato vegetal sobre a producdo de biofilme foi
avaliada em microplacas de poliestireno de 96 pocos com fundo chato conforme
descrito (Klein et al., 2015). Um volume de 100 pL suspenséo bacteriana padréao 0,5
McFarland foi adicionado em cada poc¢o da microplaca, seguido da adicédo de 100 pL
de TSBg contendo ou n&o extratos vegetais. As microplacas foram incubadas a 37 °C

por 22 h. Apoés esse periodo, os poc¢os foram lavados com tampao salina fosfato (PBS)
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trés vezes, secos em capela de exaustdo e corados com solucédo aquosa de cristal
violeta 0,1% por 30 min, em seguida lavou-se com salina 0,9% trés vezes e adicionado
0 100 pL de etanol comercial e mantido & temperatura ambiente por 15 min. Apos este
periodo, foi realizada a leitura da densidade Optica (DO 560nm) em leitor de
microplacas Varioskan LUX Multimode Microplate Reader (Thermo Fisher Scientific).
Os ensaios foram realizados em triplicata biologica, cada um com trés repeticdes
técnicas. as bactérias testadas foram classificadas quanto a producdo de biofilme
conforme a classificacéo utilizada por Klein e colaboradores, 2015:

e DO560nm menor que 0,250, fracos produtores de biofilme;

e DO560nm entre 0,250 e 0,500, moderados;

e DO560nm maior que 0,500, como fortes produtores.

4.2.7. Biofilme pré-formado.

O efeito do extrato vegetal sobre o biofilme pré-formado foi analisado em
microplacas de poliestireno de 96 pocos. As placas contendo meio liquido TSBg e
20uL de suspensao bacteriana de 0,5 McFarland foram incubadas a 37 °C por 22
horas sem agitacdo. Apés este periodo, o sobrenadante foi removido e adicionado nos
pocos TSBg contendo ou ndo os extratos vegetais. As placas foram novamente
incubadas 37 °C por um periodo de 4h. O biofilme foi quantificado utilizando a
metodologia descrita no item anterior. Os ensaios também foram feitos em triplicata

bioldgica com trés repeticdes técnicas cada.

4.2.8. Avaliacao estatistica

A Andlise estatistica foi feita utilizando o programa GraphPad Prism verséo 5.0.
As analises foram realizadas pelo teste de Two-way ANOVA com pés teste de

Bonferroni considerando p < 0,05 como significativo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

As espécies estafilocdcicas, apesar de fazerem parte da microbiota normal dos
seres humanos, representam o0s principais patdogenos causadores de infeccoes
comunitérias e hospitalares (OMS, 2020). Tais infeccfes estdo se tornando um
problema mundial devido ao desenvolvimento de resisténcia aos antibioticos utilizados
para o tratamento. Além disso, o Staphylococcus também possui um grande arsenal
de fatores de viruléncia que contribuem com a persisténcia da infeccdo (WU et al.,
2019). Isso tem estimulado a pesquisa por novos tratamentos que possam ser
utilizados no combate de infeccdes estafilocdcicas, em especial as infeccdes
causadas por bactérias resistentes a antibioticos.

Diversos estudos tém indicado que extratos de plantas sdo promissores na
busca por compostos bioativos que possam auxiliar no tratamento das infeccbes
bacterianas (WU et al., 2019). A Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan & uma
espécie nativa do cerrado, que é utilizada na cultura popular no tratamento de tosse,
bronquite e infeccBes de vias respiratorias. Recentemente, Volpato e colaboradores
(2022), descreveram a atividade antimicrobiana de A. colubrina contra S. aureus
sensivel a meticilina. Em outro estudo, foi observado que o extrato hidroalc6olico da
casca de angico apresentou atividade contra o biofilme formado por Candida albicans
(SILVA et al.,, 2018). Dessa forma, este trabalho visou testar as atividades
antimicrobianas e antibiofiilme do extrato etandlico da casca de Anadenanthera
colubrina (Vell.) Brenan sobre diferentes espécies de Staphylococcus, incluindo S.

aureus resistente a meticilina.

5.1. Determinacdo da atividade antimicrobiana e concentracdo inibitéria
minima.

A atividade antimicrobiana de extratos vegetais foi inicialmente avaliada por
difusdo em disco. O teste de difusdo em disco é um teste amplamente aceito pela
comunidade cientifica, pela FDA (Food and Drug Administration) além do NCCLS
(National Committe for Clinical Laboratory Standards) (BARRY, THORNSBERRY,
1991). Nos ensaios, verificou-se que o extrato de A. colubrina inibiu o crescimento das

bactérias (figura 10).
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Figura 10 - Teste de atividade antimicrobiana, halos de inibicdo observados do extrato
do caule de A. colubrina na concentracdo de 100 mg/mL sobre (A) S. aureus ATCC
29219 com halo médio de (12mm); (B) MRSA USA 300 (8mm); (C) S. epidermidis

NRS 101 (13mm); (D) S. warneri (10mm)
Fonte: Autor, 2022.

Considerando essa classificagéo, observou-se que o extrato de A. colubrina foi
inativo frente ao microrganismo MRSA USA 300 (8 mm), pouco ativo sobre S. warneri
(10 mm) e S. aureus ATCC 29219 (12 mm) e ativo sobre S. epidermidis NRS 101 (13
mm).

Embora, essa seja uma classificagdo aceita no meio académico, quando existe
a auséncia de uma zona de inibigédo significativa, ndo significa necessariamente que
0 extrato testado seja inativo, mas que ocorreu uma difusdo ndo completa. Isso ocorre
principalmente em compostos menos polares, que tém uma maior dificuldade de se
difundir em meio a cultura (MORENO et al., 2006). Pode ser que o extrato testado
tenha substancias polares e por isso a inibicdo observada tenha sofrido influéncia, de
modo a apresentar resultados falsos negativos/ positivos.

Em seguida, a Concentracgao Inibitéria Minima (CIM) do extrato foi determinada
pelo método de microdiluicdo em caldo (PINTO et al., 2003). As CIMs do extrato de
angico obtidas para cada uma das quatro estirpes de bactérias testadas estdo

apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 2 - Concentracéo inibitéria minima do extrato etandlico de A. colubrina sobre
as bactérias S. aureus ATCC 29219, MRSA USA 300, S. epidermidis NRS 101 e S.

warneri.

S.aureus ATCC 29219 MRSA USA 300 S. epidermidis NRS 101 S. warneri

CIM 2048pg/mL 2048pg/mL 8192ug/mL 1024ug/mL
1/2 CIM* 1024pg/mL 1024pg/mL 4096ug/mL 512ug/mL
1/4 CIM* 512pg/mL 512pg/mL 2048ug/mL 256ug/mL

* Condic¢Oes de trabalho para os demais experimentos.
Fonte: Autor, 2022.

Observa-se que S. warneri € a espécie mais sensivel ao extrato (CIM=1024
pg/mL), enquanto S. epidermidis NRS 101 foi a mais resistente com uma CIM de 8192
pug/mL (Tabela 2). Considerando essa definicdo, nossos resultados demonstram que
o extrato de A. colubrina foi inativo frente aos microrganismos analisados, pois 0s
valores CIM para todas as espécies testadas foram > 1000 pg/mL.

Os valores de CIM para todas as espécies testadas foram maiores que os
observados em outros trabalhos com o0 mesmo extrato. Colacite (2015) encontrou 0s
seguintes valores de CIM: 125ug/mL para Micrococcus luteus e S. aureus; enquanto
Sobrinho e colaboradores (2010), encontrou CIM 250ug/mL para S. aureus. Essa
diferencga pode ser devido a producéo diferencial dos metabdlitos secundéarios durante
as estacdes do ano. Além da variacao sazonal, fatores como temperatura, horéario da
coleta, idade da espécie, sdo outros fatores que podem influenciar na quantidade e o
tipo de metabdlitos ativos (GOBBO-NETO, LOPES, 2007).
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5.2. Avaliacao do crescimento bacteriano

O efeito do extrato de A. colubrina sobre o crescimento bacteriano também foi

avaliado e os resultados obtidos estdo apresentados na figura 11.
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Figura 11 - Curvas de crescimento das bactérias nas condi¢cdes testadas. (A)
Staphylococcus aureus ATCC 29219 (B) MRSA USA 300 (C) Staphylococcus
epidermidis NRS 101 (D) Staphylococcus warneri, em meio TSBg 0,25 % em funcgéo

dos valores obtidos para densidade Optica.
Fonte: Autor, 2022.

As bactérias da espécie S. aureus, a saber, MRSA USA 300 e S. aureus ATCC

29219 apresentaram um comportamento de crescimento similar. Nas condi¢des de
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controle DMSO e TSB, ambas atingiram a DO600nm maxima 0,6 com
aproximadamente 200 minutos, mas quando exposta ao extrato de angico nas
concentragdes de ¥4 CIM e Y2 CIM a DO600nm maxima foi observada por volta de
1000 minutos, demonstrando que o extrato retardou o alcance da DO méxima pela
bactéria, embora ndo tenha alterado o alcance da populacdo maxima bacteriana. Para
a ATCC 29219, a fase estacionaria foi alcancada ap6s 200 minutos de crescimento,
ja com % CIM e %2 CIM o tempo para atingir a mesma fase foi de cerca de 800 minutos.
(Figura 11A).

As bactérias S. epidermidis e S. warneri, quando crescidas em DMSO e TSB,
atingiram a fase estacionaria em aproximadamente de 500 minutos. Para S.
epidermidis, na condicéo de ¥ CIM, a DO maxima foi 0,2, sendo alcangada por volta
de 1000 minutos, enquanto em % CIM, DO méxima foi 0,1. Para S. warneri em %
CIM, a DO méaxima foi atingida em aproximadamente 700 min e para ¥ CIM a fase
estacionaria foi atingida em cerca de 800 minutos. Para todas as bactérias, notou-se
gue os valores de % CIM foram os que mais afetaram o crescimento bacteriano, tanto
por diminuirem o valor maximo de DO alcancada quanto por retardarem o tempo para
gue as bactérias alcancem a DO maxima. Esse resultado demonstra que o extrato de
angico possui um efeito sobre o crescimento bacteriano que pode ser explorado como
potencial terapéutico, pois ao reduzir o valor maximo de DO alcancado pela bactéria,
demonstra que este extrato pode diminuir a populagcdo microbiana total e/ou retardar
0 crescimento bacteriano. Em ambos os casos, podemos vislumbrar um cenario
positivo para a utilizacdo desse extrato para o tratamento de infeccbes causadas por
essas bactérias, pois em ambos 0s casos, a utilizacdo do extrato poderia oferecer um
cenario favoravel para debelar a infec¢do, pois a tanto a diminuicdo da quantidade
total de bactérias quanto o retardamento para alcancar um limiar de densidade
bacteriana podem fornecer ao sistema imunolégico do hospedeiro, tanto mais tempo
guanto uma maior facilidade para agir. Além disso, esse mesmo cenario pode ser
vislumbrado para a utilizacdo do extrato em combinacdo com antibioticos.

De acordo com a Figura 11, observa-se também que, a excecdo de S. warneri,
todas as demais bactérias, tiveram uma discreta diminui¢cdo no alcance da DO maxima
quando na presenca de DMSO, o que poderia-ser esperado porque alguns estudos ja
confirmaram essa atividade antimicrobiana desse veiculo (CORREA et al. 1981;
JACOB, 1982; OSTROSKY, 2008: FARIAS et al., 2018). O DMSO ¢ bastante utilizado
na microbiologia devido a sua capacidade anfipatica, isso faz com que ele tenha maior
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capacidade de dissolver certos antibiéticos ou outros compostos, como 0s extratos
vegetais além de potencializar a acédo destes, isso devido a capacidade de facilitar o
transporte através de membranas biologicas, fazendo com que a molécula alcance
mais facilmente seu sitio de ac;éo (FARIAS et al., 2018).
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Figura 12 - Placa de 96 pocos utilizada para a leitura em espectrofot~Ometro durante

20 horas.
Fonte: Autor, 2022.

O efeito do extrato etandlico de A. colubrina sobre a velocidade de crescimento
(1) de Staphylococcus spp. também foi avaliado (Tabela 3). Observa-se que ¥ CIM
do extrato reduz significativamente as velocidades de crescimento das bactérias
MRSA USA 300 S. warneri e S. aureus ATCC 29219. O valor de ¥4 de CIM diminuiu
ainda mais o valor de p calculado para MRSA USA 300 e S. warneri, mas nao para S.
aureus ATCC 292109.

Os resultados encontrados, demonstram que as concentracdes testadas do
extrato de angico podem interferir na fase logaritmica e estacionaria do crescimento
dos isolados testados. A agéo do extrato em diminuir a velocidade de crescimento de
microrganismos podem contribuir para uma possivel utilizacdo em associagdo com
drogas, por agir diretamente na fase de crescimento logaritmica, de modo a diminuir
a viruléncia e auxiliar na acdo do antibidtico (XIAO et al., 2020). Ja foi comprovado
que a associacao do extrato de A. colubrina € capaz de potencializar a atividade dos
antibiéticos neomicina e amicacina contra cepas de S. aureus e MRSA (BARRETO et
al., 2016).
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Tabela 3 - Velocidade de crescimento (L) de bactérias expostos as concentracdes do

extrato.
S. aureus ATCC 29219 MRSA USA 300 S. epidermidis NRS 101 S. warneri
p médio p médio { médio p médio
TSB 0,0221 0,0196 0,0152 0,0154
DMSO 0,0238 0,0221 0,0182 0,0176
1/2 CIM 0,0053* 0,0159* N/C 0,0112*
1/4 CIM 0,0070* 0,0046** N/C 0,0050**

*Reducéo estatisticamente significativa (p < 0,05) pela analise significativa em Anova,
realizado no programa GraphPad Prism verséao 5; ** Reducéo estatistica maior que

em *; N/C = Nao Calculado.
Fonte: Autor. 2022.

Ao longo das fases do crescimento estafilococico ha um acumulo de fatores
que induzem o surgimento de um grupo de células persistentes que sdo menos
responsivas a acao de antibidticos (CHANG et al., 2020). Esses fatores de inducéo
de persisténcia atingem uma concentrac¢do 6tima a partir da DO600 de 0,5 (CURRY
et al., 2021). O extrato de angico, ao reduzir a velocidade de crescimento e a DO600
maxima das bactérias testadas neste estudo, pode estar contribuindo com a reducéo
da populacéo de células persistentes.

Esse presente trabalho pode ser tornar pioneiro em analise de velocidade de
crescimento, pois na presente literatura consultada, ndo foi encontrado nenhum
estudo, com avaliacédo da influéncia do extrato do caule de A. colubrina e de nenhum
outro extrato de planta, sobre a velocidade de crescimento de bactérias. Com essa
avaliacdo, pesquisadores podem acabar incluindo esse teste em suas pesquisas de
modo a enriquecer ainda mais seus trabalhos em meio cientifico, ao analisar atividade
antimicrobiana de extratos de plantas e outros compostos que venham a ser

adicionados ao meio microbiolégico.
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5.3. Avaliacao da atividade sobre o biofilme bacteriano

O biofilme é um importante fator de viruléncia estafilococico, pois contribui com
a evasao do sistema imune e menor susceptibilidade ao tratamento com antibiéticos
(Wu et al., 2019). As células dentro da comunidade bacteriana estruturadas dentro do
biofilme possuem uma capacidade de resistir aos antibiéticos de até 1000 vezes maior
do que células planctbnicas (MELCHIOR et al.,, 2006). Em ambito hospitalar essa
caracteristica é especialmente preocupante devido a capacidade das espécies de
Staphylococcus formar biofilme em dispositivos médicos (WALKER, MOORE, 2014).

Diante dessa problematica, pesquisas que busquem alternativas que possam
inibir a formagéo e destruicdo do biofilme, tém sido cada vez mais visadas. Nesse
sentido, os extratos de plantas e seus metabdlitos secundarios se apresentam como
uma possivel alternativa. (BOLINGON et al, 2013; REEN et al, 2018;
SAMPATHKUMAR et al., 2019). E por isso, a atividade antibiofiime do extrato de

angico foi testada e os resultados estao descritos na Figura 13.

Biofilme em formacao
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E3 1/2 MIC
3 1/4 MIC
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S. aureus ATCC 29219 MRSA USA 300 S. epidermidis NRS 101 S. warneri

Figura 13 — Avaliacdo da atividade do extrato de A. colubrina sobre a producéo de
biofilme nas estirpes testadas. O gréafico apresenta a quantificacdo da formacéo de
biofilme por meio da absorbéncia a 560nm das bactérias: S. aureus ATCC 29219,
MRSA USA 300, S. epidermidis NRS 101, S. warneri na presenca do: Veiculo

(DMSO), do meio de cultivo (TSBQg), %2 CIM; ¥4 CIM.
Fonte: Autor, 2022.

As anadlises indicaram que houve diferenca significativa em S. epidermidis entre as

condicoes:
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e TSB com DMSO,;
e TSB com % CIM.

Em geral, as condi¢bes de tratamento com DMSO e % CIM em todos os
microrganismos apresentaram valores similares entre si, jA ¥4 CIM se aproximou
bastante do controle com TSB para todos, exceto para S. aureus ATCC 29219,
podendo ser um indicativo de que baixas concentracfes do extrato ndo alteram a
producédo do biofilme para as bactérias analisadas.

A inibicdo da formacéao de biofilme também foi observada na pesquisa de SILVA
e colaboradores (2019), que na condicdo de tratamento com 0 extrato de angico,
obteve uma diminuicdo do biofilme em formacéo produzida por Candida albicans. Ndo
foram encontradas na literatura acéo do presente extrato contra biofilme bacteriano.

Os produtos naturais estdo no centro das aten¢des da comunidade cientifica,
isso devido a eficacia dos metabdlitos secundarios em possuir atividades contra os
biofilmes. Nesse sentido, LIU e colaboradores 2022 observou que o extrato de
Macleaya cordata devido a presenca de Alcaléides, foi verificado que o isolado 6-ES
€ um potencial composto com atividade antimicrobiana contra o biofilme formado de
MRSA, isso possivelmente por possuir acdo contra a membrana e funcdes
metabdlicas, incluindo a producédo de ROS.

Outra pesquisa importante nesse aspecto foi a de Mendonca (2021), onde a
mesma obteve a inibicdo do crescimento do biofilme formacdo e morte do pré-
formado, ou seja, descobriu que extrato hidroalcéolico da folha de Spondias mombin
L. que possui a capacidade de impedir a aderéncia do microrganismo e ainda é capaz
de desorganizar o ja formado em S. aureus, na presenca dos isolados flavondides,
taninos e &cidos fendlicos, Adnan (2020), relatou o efeito do extrato de Adiantum
philippense na formacao de biofilme em E. coli, S. aureus, P. aeruginosa e S. flexneri,
atuando na inibicdo da ades&do na superficie isso devido a compostos ativos como
compostos fendlicos (acido clorogénico),cumarina, terpendides (betulin e poligodial).

No entanto, alguns compostos que estdo presentes em extratos de plantas
pode acabar agindo de forma a promover a formacao de um biofilme bacteriano,
proporcionando uma melhor adesé&o, nesse sentido a presenca de compostos como
as lectinas de plantas comestiveis, pode se ligar a mucosa da boca, se tornando um
receptor de glicanos de bactérias, aumentar a adsorcdo inicial e a aderéncia
microbiana, colaborando para esse mecanismo de viruléncia (OFEK et al., 2003,
SANDASI et al., 2010).
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No biofilme pré-formado, inicialmente se elevar a formacao do biofilme, apds a
formacao se aplicar o extrato, justamente para verificar se ha atividade para desfazer
esse biofilme, vale salientar que neste experimento ndo levar em consideracgao o efeito
do extrato sobre o crescimento bacteriano (Ceotto-Vigoder et al., 2016). Os resultados

do ensaio de inibicdo do biofilme pré-formado estdo apresentados na Figura 14.

Biofilme pré-formado

3.54 TSB
3.0 DMSO

= 1/2MIC
3 174 MIC

DOSGOnm

S. aureus ATCC 29219 MRSA USA 300 S. epidermidis NRS 101 S. warneri

Figura 14 — Avaliacdo da atividade do extrato de A. colubrina sobre a pos- formacao
de biofilme nas estirpes testadas. O grafico apresenta a quantificacdo da formacéo de
biofilme por meio da absorbancia a 560nm das bactérias: S. aureus ATCC 29219,
MRSA USA 300, S. epidermidis NRS 101, S. warneri na presenca do: Veiculo

(DMSO), do meio de cultivo (TSBQ), ¥2 CIM; % CIM.
Fonte: autor, 2022.

A Analise estatistica foi realizada como no biofilme em formacéo, indicando
gue houve diferenca significativa em S. epidermidis entre as seguintes condicdes:
e TSB com?2 CIM;
e DMSO com Y2 CIM;
e % CIMcom % CIM.
Houve também reducéo estatisticamente significativa para algumas condi¢des
de S. warneri;
e Entre TSB e Y2 CIM;
e TSBe%CIM;
e TSB e DMSO;
e DMSO e % CIM.
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De modo geral, notou-se que as condicbes envolvendo % CIM sempre
diminuiram mais a formacéo de Biofilme pré-formado, mesmo que sem significancia
estatistica em MRSA USA 300 e S. aureus ATCC 29219.

Desse modo, a acdo de um extrato vegetal que atue degradando o biofilme
combinado com um agente antimicrobiano, pode ser uma estratégia eficaz para o
combate de infeccdes persistentes e/ou com bactérias formadoras de biofilme. Outra
caracteristica dos biofilmes que contribui para o seu envolvimento em infec¢bes
cronicas € a potencial de dispersao pelo desprendimento de microcolénias de biofilme,
gue pode ocorrer devido ao efeito de fluxos biolégicos ou como resultado do alcance
de uma determinada densidade populacional, conhecida como quorum sensing
bacteriano (Boles et al., 2008). Nesse sentido, a diminuigcdo do patamar da quantidade
maxima de bactérias alcancada na presenca dos valores de ¥2 CIM e % CIM (conforme
apresentado na Figura 11) sugere que o extrato vegetal pode influenciar o quorum
sensing bacteriano, que € um importante sistema de regulacdo de viruléncia em
resposta a densidade populacional.

Dessa forma, a atuagéo do extrato tanto no biofilme quanto nas velocidades de
crescimento e na densidade populacional, pode ser um indicativo da acdo desses
compostos sobre o quorum sensing estafilocdccico e que, portanto, precisa ser melhor

investigado para se estabelecer os seus mecanismos de funcionamento.
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6. CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho indicaram que o extrato etandlico do caule de A.
colubrina, apesar de ndo apresentar atividade antimicrobiana in vitro, foi capaz de
reduzir a densidade populacional e a velocidade de crescimento de S. aureus ATCC
29219, MRSA USA300, S. epidermidis e S. warneri. Além disso, o0 extrato na
concentracdo ¥z CIM também inibiu o biofilme pré-formado de S. epidermidis e S.
warneri. Esses dados indicam que o extrato pode conter substancias que possuem
potencial antipatogénico contra espécies de Staphylococcus. Novos estudos ainda
sao necessarios para entender melhor o modo de acao antibiofilme do extrato de caule
de A. colubrina bem como o isolamento e a identificacdo dos principios ativos com
atividade antipatogénica.

A. colubrina pode ser considerada uma fonte promissora de principios ativos
para ser utilizada em associacdo com antibiéticos, tendo em vista 0s presentes
resultados desse trabalho, entretanto para comprovar essa hipotese estudos clinicos
sd0 necessarios para confirmar sua eficdcia e seguranca para 0 usO em seres

humanos.
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