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RESUMO

Os biofilmes bacterianos sdo comunidades de microrganismos envolvidos por uma matriz
extracelular, produzida por eles proprios, conferindo protecdo contra o meio externo e
resisténcia a compostos antimicrobianos. Apesar dos biofilmes serem encontrados na natureza,
atuando de forma benéfica como agentes descontaminantes de ambientes aquaticos, estes
podem trazer prejuizos ao homem, quando sdo formados em superficies de equipamentos
industriais e de dispositivos médicos. Dentre as bactérias patogénicas produtoras de biofilme,
destaca-se Staphylococcus aureus, um dos principais microrganismos relacionados a infecgdes
provocadas por bactérias resistentes a antimicrobianos. Dessa forma, a busca por novos
compostos ativos capazes de tratar infecgdes provocadas por S. aureus, bem como combater o
seu biofilme se faz necessaria. Trabalhos anteriores, realizados no Laboratorio de
Microbiologia da UFU, campus Patos de Minas, demonstraram a atividade antimicrobiana de
extratos metanolicos preparados a partir de diferentes 6rgaos de Calliandra dysantha Benth.
contra S. aureus. Entretanto, ndo existe na literatura nenhum estudo que demonstre o efeito
dessa planta sobre o biofilme de S. aureus. Assim, o presente estudo teve como principal
objetivo avaliar o efeito de diferentes concentragdes de extratos metandlicos preparados de
caule, folha e flor de C. dysantha Benth contra o biofilme de S. aureus. Os extratos de flor e
caule apresentaram atividade antibiofilme com menor viabilidade celular de 63,1% e maior
viabilidade de 86,4% para a flor e para o caule de 69,3% e 90,4% respectivamente, enquanto o
extrato de folha apresentou atividade pré biofilme com viabilidades celulares minima e maxima
de 188,0% e 249,6%. Esses efeitos podem estar relacionados a presenca de diferentes
compostos como uma lectina CasuL e do 4cido elagico, respectivamente.

Palavras-chave: Cerrado. Compostos bioativos. Bactérias resistentes. Atividade antibiofilme.
Atividade pro-biofilme.



ABSTRACT

Bacterial biofilms are communities of microorganisms surrounded by an extracellular matrix,
produced by themselves, conferring protection against the external environment and resistance
to antimicrobial compounds. Although biofilms are found in nature, acting beneficially as
decontaminating agents of aquatic environments, they can cause damage to humans when they
are formed on surfaces of industrial equipment and medical devices. Among the pathogenic
bacteria that produce biofilm, Staphylococcus aureus is one of the main microorganisms
related to infections caused by antimicrobial resistant bacteria. Thus, the search for new active
compounds capable of treating infections caused by S. aureus, as well as fighting its biofilm is
necessary. Previous work, carried out at the UFU Microbiology Laboratory, Patos de Minas
campus, demonstrated the antimicrobial activity of methanolic extracts prepared from different
organs of Calliandra dysantha Benth. against S. aureus. However, there are no studies in the
literature demonstrating the effect of this plant on S. aureus biofilm. Thus, the present study
aimed to evaluate the effect of different concentrations of methanolic extracts prepared from
C. dysantha Benth stem, leaf and flower against S. aureus biofilm. Flower and stem extracts
showed antibiofilm activity with lower cell viability of 63.1% and higher viability of 86.4% for
flower and stem of 69.3% and 90.4% respectively, while leaf extract presented pro biofilm
activity with minimum and maximum cell viability of 188.0% and 249.6%. These effects may be
related to the presence of different compounds such as a Casul lectin and ellagic acid,
respectively.

Key-words: Cerrado. Bacterial biofilm. Staphylococcus aureus. Antibiofilm activity.
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1 INTRODUCAO

Algumas células bacterianas sdo capazes de produzir uma matriz de polimero
extracelular composta principalmente por polissacarideos, proteinas e acidos nucleicos,
denominada biofilme, o que lhes conferem vantagem adaptativa, uma vez que fornece
protecdo contra 0 meio externo e proporciona melhor adesdo as superficies. Durante seu
desenvolvimento, o biofilme passa por trés estagios de formacao: a adesao, que consiste
na fixagao das células livres a uma superficie solida; a proliferacao e maturacao, quando
outras células aderem a camada inicial ja formada e posteriormente secretam moléculas
poliméricas para formacgdo da matriz; e, por ultimo, o descolamento, quando ocorre o
desprendimento das células do biofilme, causado principalmente por enzimas que
quebram as ligacdes da matriz polimérica e sua consequente liberacdo para o meio
aquoso.

Os biofilmes sdo encontrados na natureza em sedimentos de rios, lagos ¢ oceanos,
onde contribuem para a extracdo de possiveis contaminantes da dgua. Nesse sentido, o
homem se espelha no que acontece na natureza e utiliza os biofilmes em processos que
visam tratar efluentes em aguas contaminadas. Ademais, os biofilmes também podem ser
utilizados de forma benéfica para a produgao de vinagre e acido citrico, e em biorreatores,
nos quais a densidade do biofilme interfere na eficiéncia das reagdes.

Entretanto, os biofilmes estdo associados, na maioria das vezes, a situacdes
onerosas ao homem, uma vez que a presenca dessas comunidades de microrganismos em
materiais solidos estd associada a deterioragdao da superficie e /ou a proliferacdo de
bactérias patogénicas. Nas industrias, onde facilmente sdo encontrados em equipamentos,
geram prejuizos recorrentes, € na saude estdo associados ao aumento da taxa de
mortalidade decorrente de doengas causadas por bactérias resistentes a antimicrobianos.

Dentre as bactérias produtores de biofilme, podemos destacar Staphylococcus
aureus, considerada uma das principais espécies causadoras de infec¢des relacionadas a
assisténcia em satde (IRAS), destacando-se por seu rapido desenvolvimento, aptidao em
progredir de uma infec¢do aguda para cronica, e quando se encontra na forma de biofilme
¢ capaz de suportar concentracdes de antibidticos excessivamente superiores a
concentracdo inibitéria minima (CIM). O biofilme produzido por algumas cepas de S.

aureus, tem tendéncia de se formar em dispositivos como as valvas cardiacas. Tendo em



vista que a maioria dos antimicrobianos nao tem efeito em células de biofilme, estratégias
vém sendo estudadas para combater essas estruturas, uma vez que os testes de
susceptibilidade de microrganismos em sua forma planctonica ndo tém sido eficientes na
sintese de novos farmacos.

O Cerrado compreende uma vasta biodiversidade de plantas dentre as quais muitas
sdo conhecidas pelo seu uso medicinal popular. Dentre estas, ressalta-se a Calliandra
Dysantha Benth, que em razdo de outras espécies de plantas do mesmo género ja terem
demonstrado capacidade antimicrobiana anteriormente, foi submetida a avaliagao
antimicrobiana no Laboratdrio de Microbiologia da Universidade Federal de Uberlandia
e apresentou atividade antimicrobiana contra as bactérias Gram-positivas, dentre elas S.

aureus.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Biofilme bacteriano

Ao colonizarem uma nova superficie, as bactérias podem se encontrar em duas
formas: na forma planctonica, quando se fixam isoladamente uma das outras; e na forma
de biofilme, quando as comunidades bacterianas sdo envoltas por uma matriz polimérica
extracelular, produzida pelos proprios microrganismos (PASTERNAK, 2009). A
producdo de biofilme causa alteragdes fenotipicas nas células, e ¢ considerada
excepcionalmente vantajosa a todas as espécies que sdo capazes de sintetiza-lo, pois
confere melhor adesao das células as superficies (OLIVEIRA, BRUGNETRA, PICOLLI,
2010; FROZI, ESPER, FRANCO, 2017). Os biofilmes podem se formar em uma vasta
variedade de superficies, incluindo tecidos vivos, dispositivos médicos residentes,
tubulagdo de sistema de dgua industrial ou de 4gua potavel (Figura 1). Além disso, podem
ser consideradas como uma estratégia de sobrevivéncia a ambientes desfavoraveis uma
vez que a matriz extracelular fornece prote¢dao contra agressdes do meio externo, como
desidratacao, infec¢ao por bacteriofagos, destruicao por células do sistema imunologico
do hospedeiro, e também resisténcia a compostos desinfetantes e aos antimicrobianos

(FLACH et al., 2005).
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Figura 1: Micrografia eletronica de varredura de um biofilme estafilocécico na superficie interna de um

dispositivo médico de residéncia. Adaptado de Arampatzi et al 2011.

Fonte: Adaptado de Arampatzi et al (2011).

Com a formacdo dos biofilmes os microrganismos sao fortemente aglutinados a
superficie através de apéndices de natureza proteica ou polissacaridica, denominado
glicocdlice (MARQUES, 2007). Além disso, formam uma estrutura porosa e
demasiadamente hidratada, que contém exopolissacarideos e pequenos canais abertos
entre as microcolonias, permitindo que espécies produtoras de biofilme tenham maior
capacidade de colonizagdo quando comparadas as ndo produtoras (MELO, 2008). Em
relagdo a composicdo, a 4gua € a parcela mais expressiva, e pode chegar a 97% da matriz
do biofilme, enquanto os microrganismos representam apenas de 2 a 5% da matriz, apesar
de excretarem substancias poliméricas que prevalecem na matéria organica da massa seca
do biofilme. Eles possuem particulas de proteinas, lipideos, fosfolipideos, carboidratos,
sais minerais e vitaminas, que constituem um modelo de crosta, onde abaixo os
microrganismos se multiplicam, seja em espécies isoladas ou em associagdo com outras
espécies (OLIVEIRA; BRUGNETRA; PICOLLI, 2010).

O acumulo de biofilme em superficies ¢ um processo natural que resulta de
processos quimicos, fisicos e bioldgicos e ocorre em meio aquoso. Na Figura 2 estdo
representadas as diferentes etapas da formag@o de um biofilme produzido por uma cepa

de Staphylococcus aureus.

Figura 2: Desenvolvimento de um biofilme estafilocécico.
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A base do desenvolvimento de um biofilme ¢ o transporte de células livres do
meio liquido para uma superficie solida e sua consequente fixacao, etapa conhecida por
adesdo. Os fatores que influenciam na velocidade de formacao inicial do biofilme sdo a
concentragdo de moléculas organicas no meio aquoso que entram em contato com a
superficie solida, a afinidade das moléculas com o suporte e as condi¢des hidrodindmicas
do meio liquido, em que o carater hidrofobico € o fator principal que permite a fixacao a
superficie do material que geralmente também hidrofébico (OTTO, 2018). Dessa forma,
¢ de suma importancia as caracteristicas da superficie de suporte (MACHADO, 2007).
C¢lulas bacterianas desenvolveram diversas maneiras para usar o efeito hidrofébico com
o objetivo de aderir a um substrato. Por exemplo, em espécies de Staphylococcus, as areas
hidrofobicas sdo formadas por proteinas ligadas covalentemente a parede celular (HOGT;
DANKERT; FEIJENMEYER, 1983; MEYER; GATERMANN, 1994; FOSTER et al.,
2014).

Apds a formacdo inicial do biofilme, ocorre o deslocamento de células
microbianas do meio aquoso até a superficie solida. O transporte de células ocorre em
funcdo do gradiente de concentracdo de microrganismos entre a superficie € o meio
aquoso, onde as moléculas sintetizadas no desenvolvimento inicial do biofilme podem
constituir ligagdes para uma forte e estdvel adesdo através da producdo de cadeias
poliméricas com os microrganismos existentes na superficie, ora em razao da mobilidade

que os microrganismos possuem em fun¢do da presenca de apéndices externos, como
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flagelos, pili e fimbrias (CHARACKLIS, 1990). Ja estabelecida a primeira camada de
microrganismos, a adesdo de outros microrganismos ¢ favorecida, tendo em vista que o
desenvolvimento e reproducdo dos primeiros colonizadores cria um ambiente favoravel
nas propriedades superficiais para a consecutiva colonizacdo de microrganismos
secundarios, contribuindo para a acimulo do biofilme (OTTO, 2008; 2009; 2013).
Ademais, as células secretam moléculas poliméricas para formar a matriz de biofilme, em
que os polimeros tém natureza polissacaridica e acidos teicdicos, e acredita-se que
substancias poliméricas de células mortas também contribuem para a formagao da matriz
de biofilme, em que o DNA destas ¢ conhecido como DNA extracelular (¢eDNA) (OTTO,
2018).

O processo de liberagdo de células para o meio aquoso pode ter origem em
fenomenos de erosdo superficial, descolamento, abrasdo e ataque por predadores
(MACHADO, 2007). A erosao representa a perda constante de por¢des de biofilme em
decorréncia de alteracdes ambientais, especificamente, alteracdes no fluxo, onde a taxa
de remocdo do biofilme aumenta conforme o biofilme vai se desenvolvendo. O
descolamento ou sloughing off, ocorre quando ha separacdo de grandes porc¢des de
biofilme em consequéncia da modificagdo de certas condi¢des dentro do proprio biofilme,
0 qual estd associado a biofilmes espessos, desenvolvidos em ambientes ricos em
nutrientes. A abras3o equivale a perda de biofilme devido a sucessivas colisdes entre a
superficie em que se encontra o biofilme e as particulas existentes no fluido. O ataque por
predadores pode limitar notavelmente o acimulo de biofilme, em razdo dos protozoarios
se alimentarem na superficie dos biofilmes bacterianos (MACHADO, 2005; OTTO,
2013).

Por fim, as proprias células envoltas no biofilme podem causar o seu
desprendimento pela segregacdo e excre¢do de enzimas que podem quebrar as ligacdes
da matriz polimérica (MACHADO, 2005), como nucleases e proteases, que sao as mais
importantes entre as enzimas degradadoras de biofilme (OTTO, 2018).

Na natureza, os biofilmes sempre existiram e se concentram nos sedimentos dos
lagos, rios e mares, colaborando com a extragdo de contaminantes da 4gua. Com isso, o
homem vem utilizando os biofilmes em processos biotecnoldgicos para o tratamento de
efluentes e extragdo de poluentes orgadnicos e inorganicos de aguas contaminadas,
empregados em sistemas de filtros de areia, leitos percoladores e biodiscos aplicados a
purificacdo de agua (MACHADO, 2005). Um exemplo de biorreator para tratamento de

efluentes que se utiliza da formacdo de biofilmes ¢ o “Reator de Leito Mdvel com
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Biofilme (MBBR)”, em que dentre as inumeras vantagens quando comparado a outros
tipos de biorreatores, destacam-se: a grande area superficial entre o biofilme e o substrato;
menor perda de carga; o excelente grau de mistura que resulta em uma apropriada
transferéncia de massa; e que todo o volume ttil do reator ¢ ativamente utilizado para o
crescimento da associacao microbiana (NOGUEIRA, 2013). Ademais, estudos recentes
também mostram a eficiéncia do uso de biofilmes de leito mével em reatores de batelada
na remoc¢ao simultdnea de material organico, nitrogénio e féosforo (BUENO et al., 2019).
Além disso, o biofilme bacteriano esta sendo utilizado em outras atividades humanas,
como na produgdo de vinagre, na producdo de acido citrico e na extracdo de metais
(XAVIER et al., 2003). Em processos industriais, a estrutura dos biofilmes tem papel de
suma importancia na operacao de biorreatores, como por exemplo no Airlifi, uma vez que
a densidade do biofilme afeta a eficiéncia das reacdes, pois tem efeito direto na quantidade
de biomassa alcangavel no reator (XAVIER et al., 2003).

Entretanto, nem sempre a capacidade de produgdo de biofilme por bactérias
confere ao homem situagdes benéficas. De uma maneira geral, a sintese de biofilmes em
componentes solidos, na maioria das vezes, esta associada a danificacao da superficie
(CHAVES, 2004). Um dos materiais que mais atende as necessidades com relacdo ao
espaco fisico e ao volume de produgao de bens alimenticios ¢ o ago inoxidavel. Contudo,
os métodos de manutengdo desses equipamentos acarretam a formagdo de ranhuras e
rachaduras que sdo propicias para o alojamento de microrganismos provenientes dos
alimentos, e uma vez alojados encontram condig¢des ideias para formagdo de biofilmes
(OLIVEIRA, 2005). Na industria de alimentos, a contaminacdo bioldgica provoca
aumento expressivo nos custos de producdo, decorrentes de perdas de produtos que nao
podem ser comercializados por possuirem uma quantidade inaceitavel de microrganismos
potencialmente patogénicos (FLINT; BROOKS, 2008; OLIVEIRA, 2009). Soma-se a
isto, no que diz respeito ao proprio equipamento, os biofilmes quando aderidos em uma
superficie solida atuam como camadas isolantes e causam o processo designado corrosao
microbiologicamente induzida, em que a vida util dos equipamentos ¢ decaida em razao
da transferéncia de calor e da superficie ser reduzida (OLIVEIRA; BRUGNETRA;
PICOLLI, 2010).

Além da industria alimenticia, pode-se citar a industria do petréleo como outro
polo em que os agregados de biofilme causam efeitos nocivos, uma vez que a integridade
de materiais metalicos submetidos a determinadas condig¢des fisico-quimicas que

beneficiam o crescimento de microrganismos pode ser danificada pela presenca de
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biofilmes em sua superficie (ALBUQUERQUE, ANDRADE, NEVES, 2014). Sendo
assim, ¢ importante salientar que os desinfetantes ndo penetram facilmente na matriz dos

biofilmes apds um ineficiente processo de limpeza. (FROZI; ESPER; FRANCO, 2017).

2.2 Biofilme na microbiologia clinica

Com o passar dos anos, o estudo de biofilmes bacterianos produzidos por
patdégenos humanos tornou-se particularmente importante em decorréncia de sua
resisténcia ndo apenas ao sistema imunoldgico do hospedeiro, como também aos
antibioticos (MOORMEIER; BAYLES, 2017). A fisiologia caracteristica dos biofilmes
e a funcdo de barreira adquirida pela matriz extracelular estabelecem resisténcia aos
antimicrobianos, especialmente os antimicrobianos direcionados a parede celular (OTTO,
2006). Os biofilmes apresentam células chamadas “persistentes”, que sdo células
dormentes indiferentes aos antibioticos quando comparadas com a maioria da populagao
bacteriana, que permitem suportar concentracdes de antibidticos muito acima do CIM
(OTTO, 2018). Em infecgdes cronicas, os biofilmes executam um importante papel, uma
vez que apo6s sua formacgao as células individuais possuem a capacidade de se isolar e se
dispersar do biofilme original podendo gerar sepse (LISTER; HORSWILL, 2017). Em
relacdo as bactérias patogénicas produtoras de biofilme, destacam-se as Gram-positivas
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, e as Gram-negativas Escherichia
coli e Pseudomonas aeruginosa. S. aureus merece atencdo especial pelo seu rapido
desenvolvimento e capacidade de evoluir de infeccdo aguda para persistente (SILVA,
2015).

O género Staphylococcus compreende 38 espécies, dentre as quais 16 podem ser
encontradas nas mucosas € na pele do ser humano, fazendo parte de sua microbiota.
Somente S. aureus € capaz de coagular o plasma (coagulase positivo) de importancia
médica, sendo considerado um patégeno oportunista e o mais virulento dentre as espécies
do género. Tal colonizagdo aumenta de modo significativo as chances de infecgdo, pois
fornecem um reservatorio do patdogeno, e quando barreiras fisioldgicas sdo rompidas
podem causar infec¢des cutaneas, pneumonia, osteomielite, dentre outras (LAKHUNDI,
ZHANG, 2018). O S. aureus pode adquirir resisténcia a todos antibidticos e por isso a
Organiza¢ao Mundial da Saude o definiu como um patéogeno de extrema prioridade na

pesquisa e desenvolvimento de novos antibioticos (MANARA et al., 2018).
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Além disso, S. aureus ¢ uma das principais causas de infec¢des relacionadas a
assisténcia em saude (IRAS) (SHUKLA; RAO, 2017), tendo um aumento consideravel
na mortalidade de pacientes que fazem uso de dispositivos médicos (MOORMEIER;
BAYLES, 2017). A capacidade de formagao de biofilme do S. aureus exerce uma fungao
fundamental no desenvolvimento a resisténcia aos antimicrobianos (VALLIAMMALI,
2019). Quando aderidas aos dispositivos, as comunidades bacterianas formam um
deposito de bactérias que podem ser liberadas no corpo, gerando uma infec¢ao cronica, e
uma vez que podem ser resistentes ao tratamento com antimicrobianos, sao extremamente
dificeis de se combater (RIBEIRO et al., 2012). Dentre os dispositivos que os biofilmes
podem se formar, destacam-se as valvulas cardiacas, e a formacao deste pode resultar em
danos nos tecidos valvares ou na sintese de émbolos (DONLAN; COSTERTON, 2002).

Acredita-se que um dos motivos que pode levar a ineficacia dos tratamentos de
infec¢des bacterianas provocadas por patdgenos produtores de biofilmes em dispositivos
médicos, esteja associada ao fato dos testes de susceptibilidade serem feitos em
microrganismos na sua forma planctonica, a qual possui caracteristicas € comportamento
diferentes dos microrganismos que formam o biofilme (SILVA, 2013). Portanto, faz-se
necessaria a execu¢do do diagnostico de biofilmes e a pratica terapéutica que vise
minimizar estas infecgdes para que ndo sejam tao recorrentes (HOYBE, 2015).

Uma vez que a maioria dos antimicrobianos ndo se mostra eficaz contra células
de biofilme, em fun¢do do seu modo de agdo visar apenas processos celulares ativos,
algumas estratégias vem sendo estudadas para desenvolver terapias alternativas no
controle de biofilmes bacterianos, dentre as quais destacam-se os peptideos
antimicrobianos, terapia com bacteridéfagos, uso de enzimas degradantes de biofilme e

bloqueadores com detec¢dao de quorum sensing (OTTO, 2018).

2.3 Atividade antimicrobiana de extratos metanolicos de Calliandra dysantha

Benth

O emprego de plantas medicinais ¢ alicer¢ado na tradigdo familiar e se tornou
pratica comum na medicina popular (BRASILEIRO, 2008). Nos dias de hoje, ¢ comum
o uso destas em razdo do alto custo de medicamentos industrializados e do dificil acesso
da populagao a assisténcia médica. Grupos de pesquisa tém utilizado os conhecimentos

da medicina popular para identificar novas alternativas para o combate a microrganismos
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resistentes aos antimicrobianos (BRASILEIRO, 2008 e FERREIRA; DANTAS; CATAO
etal., 2014).

A capacidade de fornecimento de novas substancias pelas plantas se d4 em razao
da capacidade destes seres conseguirem biossintetizar diferentes tipos de estruturas
moleculares, em que as propriedades terapéuticas estdo relacionadas principalmente aos
metabolitos secundérios, compostos que conferem vantagem adaptativa as plantas
(NADER et al., 2010). Varias classes de compostos t€ém origem nas vias metabdlicas
secundarias, tais como os alcaloides, flavonoides, isoflavonoides, taninos, dentre outros
(MACEDO, 2018).

O bioma Cerrado ¢ o segundo maior bioma brasileiro e ocupa aproximadamente
24% do territério do pais, abrigando parte expressiva da biodiversidade vegetal do pais
(SANTOS et al., 2010; KLINK; MACHADO, 2005). Em decorréncia de sua grande
biodiversidade, a maioria das espécies tem inimeros usos para o homem, como
condimentar, alimenticio, téxtil, produtor de latex, entre outros (MARONI; DI STASI;
MACHADO, 2006), incluindo espécies de plantas de uso medicinal (PEREIRA et al.,
2012). Entretanto, ainda héa necessidade de estudos voltados para identificagdo de plantas
com potencial farmacolédgico de plantas do Cerrado (GUARIM; MORALIS, 2003).

Dentre as espécies com uso medicinal do Cerrado, destaca-se o barbatimao
(Strhyphnodendron adstringens) da familia Fabaceae, que na medicina popular, o extrato
da casca ¢ largamente utilizado para o tratamento de leucorréia, diarreia, hemorragia,
hemorroida, feridas, conjuntivite, corrimento vaginal, Glcera géstrica e inflamacdo da
garganta (RODRIGUES et al., 2013). Por esses motivos, firmacos, como pomadas
cicatrizantes que contém extrato do barbatimdo j& foram sintetizadas e podem ser
comercializadas (SANTOS et al., 2017). No que se diz respeito a atividade antibiofilme,
estudos j4 demonstraram que extratos obtidos de espécies nativas do Cerrado, como o
extrato cloroférmico de raiz de Croton antisyphiliticus, apresentaram atividade
antibiofilme significativa contra S. aureus (NADER et al., 2014).

A familia Fabaceae compreende uma vasta quantidade de exemplares conhecidos
pelo seu potencial medicinal (FAGUNDES et al., 2017). Dentre eles, destacam-se os
pertencentes ao género Calliandra, como por exemplo a C. surinamensis que apresenta
citotoxicidade em células mononucleares do sangue periférico humano e nas linhas
celulares de cancer K562 (leucemia mieldide cronica) e T47D (cancer de mama),
atividade antimicrobiana contra as bactérias patogénicas S. saprophyticcus e S. aureus,

assim como atividade antibiofilme nestas e na E. coli. As propriedades medicinais dessa
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espécie estdo relacionadas ao Casul, uma lectina presente em seus pinaculos foliares
(PROCOPIO et al., 2017).

A Calliandra dysantha Benth, conhecida popularmente como ciganinha, treme-
treme, flor-do-cerrado, esponjinha ou flor-de-caboclo, ¢ comumente utilizada na
medicina popular como reguladora do ciclo menstrual (ALMEIDA et al., 1998; VILA
VERDE; PAULA; CARNEIRO, 2003). Por existirem outras espécies do mesmo género
que sdo popularmente utilizadas no tratamento de infecgdes microbianas, cuja literatura
cientifica demonstrou sua atividade antimicrobiana (AGRA et al., 2008; ORISHADIPE;
OKOGUN; MISHEULIA., 2010; SILVA, 2013), e por esta espécie ser facilmente
encontrada em nossa regido, em 2017, o grupo de pesquisa do Laboratorio de
Microbiologia da UFU, campus Patos de Minas iniciou seus trabalhos com a Calliandra
dysantha Benth (BRASIL, 2017; SILVA, 2018). Extratos metandlicos de raiz, caule,
folhas e flores foram testados em bactérias Gram-positivas (S. aureus, S. epidermidis e E.
faecalis) e em Gram-negativas (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa), sendo que
os trés ultimos extratos obtiveram atividade antimicrobiana contra as bactérias Gram-
positivas. Dentre os trés extratos, o de flor apresentou o melhor resultado com uma
concentragdo inibitéria minima (CIM) de 50 pg/mL para S. aureus e S. epidermidis
(SILVA, 2018). Sabe-se que S. aureus ¢ um importante patégeno que frequentemente
apresenta resisténcia aos antimicrobianos, sendo que a formagao de biofilmes pode ser
apontada como uma das causas dessa resisténcia. Dessa forma, no presente trabalho foi
investigado o efeito de extratos metandlicos de C. dysantha Benth. sobre o biofilme de S.
aureus uma vez que nunca antes foi investigado seu efeito sobre o biofilme deste

microrganismo.

Figura 3: Calliandra dysantha Benth
T2

Fonte: A Planta da vez, 2019.
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3 OBJETIVO

Avaliar o efeito de extratos metanolicos (EMs) de Calliandra dysantha Benth.
produzidos a partir do caule, folhas e flores, no biofilme de Sthaphylococcus aureus

(ATCC29523).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local de desenvolvimento do trabalho

O estudo foi realizado no Laboratério de Microbiologia do Instituto de
Biotecnologia (IBTEC), da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), campus Patos de

Minas.

4.2 Extratos metandlicos de Calliandra dysantha Benth.

Os extratos metandlicos de C. dysantha Benth. foram preparados com amostras
vegetais coletadas na zona rural do municipio de Coromandel - MG, por Brasil (2017) e
por Silva (2018).

Resumidamente, os diferentes oOrgdos vegetais (caule, folha e flor) foram
liofilizados durante 48 h e, as partes secas foram pulverizadas em moinhos de facas. Para
o processo de extracao foi utilizado o metanol (CH3OH, 99 % de pureza) como solvente,
e o volume usado, em mililitro (mL), foi de 0,1g/ mL de p6 do 6rgdo da planta. As
misturas formadas pelo p6 e o solvente foram armazenadas em um béquer envolto com
papel aluminio, a temperatura ambiente e por 72 h, com agitacdo a cada 24 h. Ao final
deste periodo, a mistura foi filtrada em papel filtro com o auxilio de uma bomba a vécuo,
sendo a porcao liquida armazenada em um frasco tipo ambar e, a sélida novamente
ressuspendida em metanol. Este procedimento foi repetido por cinco vezes para a
maceragdo exaustiva de todos os compostos presentes nos o6rgdos da planta. As porgdes
liquidas obtidas foram submetidas a evaporagao rotativa, a 55 °C, com pressao constante
e reduzida de 500 pascal (Pa) e, os extratos finais de cada 6rgao foram armazenados em

frascos de vidro, envoltos em papel aluminio e estocados em ultrafreezer a -80 °C.

4.3 Cepa bacteriana, condicoes de crescimento e cultivo

Os experimentos foram realizados com a cepa padrao S. aureus ATCC25923
produtora de biofilme, gentilmente cedida pela Profa. Dra. Rosineide Ribas,
coordenadora do Laboratorio de Microbiologia Molecular, do Instituto de Ciéncias

Biomédicas (ICBIM), UFU. O microrganismo encontrava-se estocado a -20 °C em caldo
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triptona de soja (TSB) acrescido de glicerol a 20%, e foi recuperado inoculando uma
alcada do estoque, com auxilio da al¢a de platina, em uma placa contendo agar triptona
de soja (TSA), seguida de incubagdo por 24 h, a 37 °C. Posteriormente, foi avaliada a
pureza do crescimento bacteriano, e coldnias isoladas foram utilizadas nos ensaios

seguintes.

4.4 Avaliacao do efeito dos extratos sobre o biofilme de S. aureus.

Para a preparagao do biofilme de S aureus foi utilizado o protocolo proposto por
Batistdo et al (2014), com modificagdes. Resumidamente, 3 colonias de S. aureus foram
inoculadas em 20 mL de TSB e incubadas por 18h, a 37 °C e 120 rpm, para a obtengao
de um crescimento microbiano com aproximadamente 10° unidades formadoras de
coldnia (UFC) por mL. Em seguida, essa suspensdo bacteriana foi lavada duas vezes em
20 mL de solugdo salina estéril (NaCL 0,9%), a 12000 rpm, por 15 minutos. A suspensao
bacteriana foi entdo diluida para 107 UFC/mL em um tubo contendo meio TSB €, 200 pL
dessa suspensao foram inoculadas, em microplacas de poliestireno de 96 pogos,
incubadas por 24 h, a 37 °C, a 75 rpm para os ensaios com os extratos. Em paralelo, a
suspensdo bacteriana foi diluida seriadamente (1:10) e, 10 pL de cada dilui¢do foram
inoculados, em quadruplicata, em placas de TSA, pela técnica de gota e incubadas a 37
°C por 24 h, para posterior contagem das coldnias e controle da concentracdo bacteriana
inoculada.

Os extratos dos diferentes 6rgaos de C. dysantha Benth foram diluidos em DMSO
(5%) e caldo TSB a uma concentragao de 1000 ug/mL e entdo esterilizados utilizando
filtros de 22 pm de porosidade. Os extratos foram entdo seriadamente diluidos (1:2) de
800 pg/mL a 50 pg/mL, e utilizados nos ensaios posteriores.

Para os ensaios de avaliagao do efeito dos extratos vegetais sobre o biofilme de S.
aureus foi utilizado o protocolo descrito por Brambilla et al. (2017), com modificagdes,
que utiliza o brometo de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio (MTT). Este
ensaio avalia a capacidade de células metabolicamente ativas presentes no biofilme, de
reduzir o MTT, convertendo os sais de amarelo de tetrazdlio em cristais de formazana
purpura, e assim obter um valor de absorbancia diretamente proporcional a viabilidade
celular. Primeiramente, pogos das placas contendo o biofilme de S. aureus cultivado por
24h, foram lavados duas vezes com solu¢do salina (0,9%). Em seguida, 200 pL das

concentragdes mencionadas anteriormente dos extratos vegetais foram inoculados, em
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triplicata, aos pogos das placas, seguida de uma nova incubagao (24 h, a 37 °C e 75 rpm).
Como controle positivo foi utilizado o antimicrobiano cloranfenicol (dilui¢do seriada 1:2,
de 640 pg/mL a 80 pg/mL), como controle de tratamento o meio TSB, como controle
negativo DMSO (5%), e como controle de esterilidade o meio TSB em pogos sem indculo
bacteriano.

Os pogos foram entdo lavados e, a cada um, adicionados 200 uL. de MTT (0,5
mg/mL) seguido de uma nova incubagdo por 2 h, a 37 °C. Posteriormente, o sobrenadante
de cada pogo foi descartado, foram adicionados 200 pL. de DMSO (5%), e a placa foi
incubada por 10 minutos, a 37°C para a dissolu¢do dos sais de formazana. Por fim, 100
uL da solugdo de cada poco, foram transferidos para uma nova placa e foi realizada a
leitura da absorbancia de cada pogo em um espectrofotometro, a 560 nm de comprimento
de onda. A absorbancia obtida ¢ diretamente proporcional a viabilidade celular das células
do biofilme, a qual foi calculada utilizando-se os valores dos pogos tratados com as
diferentes concentragdes dos extratos, e os valores dos pogos aos quais foi adicionado

apenas o meio TSB (controle de tratamento), utilizando a seguinte formula:

DOext
DOct

V(%) = x 100

Onde:

V (%) = Viabilidade celular do biofilme em porcentagem;

DOext = Densidade Optica média do tratamento com as diferentes concentragdes dos
extratos;

DOct = Densidade optica média do controle negativo.

4.5 Analise estatistica

Foi utilizado o software Graph Pad Prism (v.6) para a andlise dos resultados. As
médias e os desvios-padrao foram calculados para cada um dos tratamentos e feita a
comparagdo com os resultados encontrados para o grupo tratado com DMSO 5%
(controle negativo). A distribui¢do dos dados foi avaliada, a analise de variancia aplicada
pelo teste de ANOVA e as médias dos grupos foram analisadas pelo pos-teste de TUKEY
para multiplas comparagcdoes. Foram consideradas diferencas estatisticamente

significantes quando p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Diferentes concentracdes dos extratos metanolicos preparados a partir do caule,
folha e flores, que variam de 800 pg/mL a 50 pg/mL, foram inoculadas em biofilmes de
S. aureus, e o seu efeito avaliado através do ensaio colorimétrico de MTT. Esse método
¢ comumente utilizado para avalia¢do de viabilidade celular, uma vez que apds o reagente
ser incubado com células viaveis, este ¢ quebrado por enzimas mitocondriais, e se
transforma de um composto amarelo para um composto azul escuro, a formazana (PERES
et al., 2008). Uma vez que no ensaio a absorbancia obtida ¢ diretamente proporcional a
viabilidade celular, a porcentagem da viabilidade celular foi calculada por comparagao
das absorbancias das células tratadas com as diferentes concentragdes de extratos, com as
células nao tratadas (controle de tratamento).

Além dos extratos, também foram testados nos ensaios de biofilme os reagentes
cloranfenicol, como controle positivo, ¢ o dimetilsulfoxido (DMSO), como controle
negativo. O cloranfenicol ¢ um antimicrobiano de amplo espectro, usado principalmente
contra bactérias anaerdbias e Gram-positivas, inibidor da sintese proteica bacteriana e
com efeito bacteriostatico (MOURA, 2018). Esse antimicrobiano ¢ amplamente utilizado
como controle em metodologias de avaliagdo de sensibilidade de microrganismos a
diferentes compostos, seja de células planctonicas como também de biofilmes
(EPOSITO, 2018). O DMSO ¢ um composto anfipatico com uma regido altamente polar
e dois grupos metila apolar, o que o torna soluvel tanto em meios aquosos quanto em
meios organicos, e por isso, € um dos solventes mais utilizados na preparacao de extratos
que podem conter substancias insoluveis em dgua (SANTOS et al., 2003). Além disso,
sabe-se que o DMSO nao possui efeito antimicrobiano, tanto em células planctonicas
quanto em células de biofilme, e por isso € largamente utilizado como controle negativo
nesse tipo de investigagao (SOUSA, 2014). Assim, os resultados obtidos no estudo foram

apresentados na Figura 3.

Figura 3: Viabilidade celular do biofilme de S. aureus (ATCC25923), frente ao tratamento com diferentes
concentragdes dos extratos metanolicos de C. dysantha Benth. A viabilidade celular foi calculada em
porcentagem, por comparagdo dos resultados da absorbéncia (A560) das células tratadas com as células
ndo tratadas. Os valores médios da viabilidade celular para cada um dos tratamentos foram comparados ao
valor médio do tratamento com DMSO 5% (controle negativo). Os asteriscos significam diferenca
estatistica (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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Em relagdo ao extrato metanolico preparado a partir das flores, pode-se perceber
uma diminui¢do da viabilidade celular nas concentra¢des de 50 pg/mL, 100 pg/mL e 400
pg/mL quando comparado ao controle negativo (DMSO) apresentando, portanto,
atividade antibiofilme para algumas das concentracdes testadas (p<0,05). Dentre as
diferentes concentragdes testadas, 50 pg/mL foi a que apresentou menor viabilidade
celular (63,1%) e 800 pg/mL a que apresentou maior viabilidade celular (86,4%). Efeito
semelhante foi observado para os extratos preparados a partir do caule, demonstrando
novamente uma atividade antibiofilme nas concentragdes de 100 pg/mL e 200 pg/mL,
sendo a de 100 pg/mL a que apresentou maior atividade antibiofilme (69,3%) de
viabilidade celular e a de 200 pg/mL a menor atividade (90,4%) de viabilidade.

Plantas da familia Fabacea, a qual pertence o género Calliandra, sdo portadoras
de lectinas, proteinas envolvidas na defesa contra patdgenos, herbivoros e predadores,
que apresentam propriedades bacteriostaticas e antibiofilme contra bactérias Gram-
positivas, como S. aureus (FERNANDES, 2012). Estudos recentes demonstraram que a
espécie Calliandra surinamensis contém em seus Orgdos uma lectina termoestavel e
acida, com atividade citotoxica contra células cancerigenas e atividade antibiofilme em

bactérias patogénicas humanas. A lectina CasuL reduziu consideravelmente a formagao
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de biofilme nas bactérias E. coli, S. aureus, S. aureus resistente a oxacilina e
Staphylococcus saprophyticcus. Contra o biofilme de S. aureus o efeito inibitdrio foi
superior a 50% a partir de 100 pg/mL, ja contra a cepa resistente a oxacilina, somente a
partir de 400 ug/mL. Dentre os ensaios realizados, apenas contra S. saprophyticcus
apresentou efeito dose dependente, ou seja, o aumento da concentracao de Casul também
aumentou a atividade antibiofilme (PROCOPIO et al., 2017).

As lectinas sdo glicoproteinas que possuem capacidade de se ligar a agucares
simples ou complexos, aglutinar células sanguineas e podem ser encontradas em tecidos
de microrganismos, animais e plantas. Nas plantas, se encontram em 6rgaos de reserva,
um indicativo indireto de seu papel como proteina de defesa, pois interagem com
glicoconjugados de outras espécies (CACERES-HUAMBO, 2016). J4 foi comprovado o
uso de lectinas como terapia anti-adesao bacteriana, o qual pode ser explicado pela sua
ligagdo aos carboidratos bacterianos, o que impossibilita a adesdo bacteriana a superficie,
etapa inicial para o desenvolvimento do biofilme (FAZANARO, 2010). Nesse sentido,
estudos in vitro foram feitos e demonstraram potencialidade das lectinas, no
desenvolvimento de biofilmes orais, como meio profilatico de processos cariosos
(CARNEIRO, 2007).

Um outro estudo, realizado com extratos de Zuccagnia punctata Cav., também
pertencente a familia Fabaceae, demonstrou que a inibi¢ao da formagao do biofilme de S.
aureus esta relacionada a presenca de flavonoides (ALBERTO et al., 2018). Outros
estudos ja demonstraram que extratos de outras fabaceas, como a Sesbhania grandiflora,
contém metabdlitos tais como alcaloides, flavonoides, saponinas, taninos e esteroides e
que tém potencial para inibir aderéncias e impedir o desenvolvimento de biofilmes
bacterianos sob condi¢des de reposicdo de nutrientes, o que indica que algum destes atua
como agente bioativo contra S. aureus (GANDHI et al., 2017). Nesse contexto, uma vez
que o uso de produtos vegetais no combate ao biofilme pode ser uma alternativa vidvel,
pesquisas fitoquimicas com o objetivo de descrever quais constituintes estdo presentes
nos extratos metandlicos de Calliandra dysantha Benth., e assim correlaciona-los as
atividades biologicas aqui demonstradas, sdo de grande importancia para a continuidade
das pesquisas com esse espécime vegetal.

Por outro lado, o extrato metanolico preparado a partir das folhas, ocasionou o
aumento da viabilidade celular do biofilme de S. aureus para todas as concentragdes
testadas, quando comparado ao controle negativo (DMSO), apresentando, portanto, uma

atividade pro-biofilme. Dentre as diferentes concentragdes testadas, 400 pg/mL foi a que
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apresentou menor viabilidade celular (188,0%) e 200 pg/mL a que apresentou maior
viabilidade celular (249,6%). A atividade pré-biofilme ja foi demonstrada em outras
pesquisas (VALLIAMMALI et al., 2019; PIRES et al., 2018) Em biorreatores, o aumento
de biofilmes ¢ desejavel em processos aerobios, como consequéncia da fraca penetragao
de oxigénio (XAVIER et al., 2003), e nesse sentido, compostos pro-biofilme poderiam
ser utilizados. O aumento na taxa de producdo de biofilme pode ser explicado pelo fato
de alguns microrganismos se adaptarem as condi¢des de estresse do ambiente externo,
como a limitacdo de nutrientes, osmolaridade, pH ou composicao do meio, capazes de
ativar genes responsaveis pela expressao de proteinas de superficie que propiciam a
adesdo e producao de exopolissacarideos envolvidos na producio de biofilme (COSTA
et al., 2015).

Valliammai et al (2019), demonstraram que dentre os 20 compostos pesquisados,
4 aumentaram a viabilidade celular do biofilme de S. aureus, dentre eles o acido elagico.
Esse composto pertencente a familia dos taninos ¢ um composto fenolico presente nas
espécies vegetais, principalmente nas frutas, que possui atividade antioxidante e/ou
anticarcinogénica, e em razao de sua natureza fenolica tende a reagir formando complexos
com outras moléculas como proteinas, alcaloides e polissacarideos (ABE-
MATSUMOTO, 2008; CRUZ-ANTONIO et al., 2010). Somado a isso, Silva (2013)
encontrou que dentre as principais classes de metabolitos secundarios presentes no género
Calliandra, estdo os diterpenos cassanos, saponinas, flavonoides e taninos, sendo que
dentre os taninos, o 4cido elagico, podendo este composto ser um dos responsaveis pela
atividade pro-biofilme aqui demonstrada. Mais uma vez, estudos fitoquimicos futuros
poderiam auxiliar na identificagdo dos compostos presentes nos extratos testados e assim

correlaciona-los as atividades bioldgicas aqui demonstradas.



26

6 CONCLUSAO

Os extratos metandlicos preparados com o caule e a flor de Calliandra dysantha
Benth apresentam uma diminuic¢ao da viabilidade celular do biofilme de S. aureus, e uma
consequente atividade antibiofilme nas concentragdes de 100 pg/mL, 400 pg/mL e 50
png/mL, 100 pg/mL e 400 ng/mL, respectivamente, aos 6rgaos. Por outro lado, o extrato
preparado com a folha aumentou a viabilidade celular do biofilme de S. aureus em todas
as concentragdes testadas, e por isso, apresentou atividade pro-biofilme. Os resultados
aqui encontrados podem estar relacionados aos metabolitos secundarios presentes nos
diferentes orgdos da planta, como por exemplo, as lectinas que ja foram relacionadas a
atividade antibiofilme e o 4cido eldgico, com capacidade pro-biofilme, mais estudos
devem ser feitos para que corroborem com esses resultados, uma vez que € a primeira vez

que se testa os extratos de Calliandra dysantha Benth em biofilme de S. aureus.
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