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RESUMO

Bactérias do género Staphylococcus sdo consideradas patdgenos importantes
para a medicina humana e veterinaria. A formacéao de biofilme por estes isolados
€ um fator de viruléncia que dificulta o tratamento de infec¢ées estimulando a busca
por estratégias de controle alternativas. O extrato salino de folhas de Schinus
terebinthifolia (ES) e a lectina isolada a partir dele (SteLL) tém ac&o antimicrobiana
previamente relatada. Os objetivos desta dissertacdo foram: 1. Realizar uma
revisdo narrativa sobre a acdo de compostos de origem vegetal contra agentes
causadores de mastite; 2. Investigar o efeito de ES sobre cepas de Staphylococcus
isoladas de mastite caprina e 3. Avaliar o potencial antibacteriano de StelLL contra
isolados de S. aureus sensivel (UFPEDA 02) e resistente a oxacilina (UFPEDA
670). Estudos previamente publicados foram acessados nas principais bases de
dados e um artigo de revisdo foi construido, considerando o0s principais
mecanismos de acdo antimicrobiana dos compostos vegetais. Folhas de S.
terebinthifolia foram homogeneizadas em NaCl 0,15M para obtencédo de ES e
StelLL foi isolada por cromatografia em coluna de quitina. O efeito de ES sobre o
crescimento e sobrevivéncia de cepas isoladas de mastite de S. aureus (Sa24,
Sa32) ou Staphylococcus sp. (Sspl e Ssp2) foi avaliado através da determinacao
das concentracdes minima inibitéria (CMI) e minima bactericida (CMB). Em
seguida, a curva de crescimento dos isolados foi determinada. A atividade
antibiofiime de ES foi investigada pelo método do cristal violeta. O potencial
sinérgico de ES com os antibioticos carbapenema e cefalexina foi também
avaliado. Adicionalmente, a CMI e CMB de SteLL frente UFPEDA 02 e UFPEDA
670 foram determinadas e a viabilidade das células bacterianas foi investigada por
citometria de fluxo. O potencial antibiofiime de SteLL foi também avaliado. A
revisdo revelou que a toxicidade dos antimicrobianos vegetais para causadores de
mastite pode envolver principalmente danos a parede celular, peroxidacgéo lipidica,
alteracéo do potencial transmembrana, estresse oxidativo, formacao de poros de
membrana e alteragbes morfométricas que levam a apoptose ou aumento na
permeabilidade celular. A atividade antibiofilme pode resultar da inibicdo da adeséo
dos microrganismos, interferéncia nos sinais autoindutores de quorum sensing
e/ou degradacdo da matriz exopolimérica. ES inibiu o crescimento de Sa24, Sa32,
Sspl e SSp2 (CMI de 1800, 900, 450 e 225 ug/mL, respectivamente) mas nao
interferiu na sobrevivéncia dos isolados. A formacdo de biofilmes por todos os
isolados foi prejudicada por ES. Além disso, o ES também exerceu agao sinérgica
em combinacdo com 0s antibidticos contra todos os isolados. SteLL foi agente
bacteriostatico e bactericida para UFPEDA 02 e UFPEDA 670 com CMI de 12,5 e
25 ug/mL e CMB de 50 e 100 pg/mL, respectivamente. SteLL inibiu o crescimento
de forma dose-dependente e alterou pardmetros morfométricos relacionados ao
tamanho, forma e complexidade celular das cepas sensivel e resistente, bem como
inibiu a formacédo de biofilme. Em concluséo, ES é um agente antimicrobiano por
afetar o crescimento e a formacdo de biofilmes por isolados de mastite, e a
toxicidade de SteLL para S. aureus envolve a inibicdo do crescimento, inducao de
morte celular e inibicdo da formacé&o de biofilmes.

Palavras-chave: Aroeira-da-praia, Staphylococcus aureus, mastite,

microrganismo resistente, extrato vegetal, lectina.



ABSTRACT

Bacteria of the genus Staphylococcus are considered important pathogens for
human and veterinary medicine. The formation of biofilm by these isolates is a
virulence factor that hinders the treatment of infections, stimulating the search for
alternative control strategies. The saline extract of leaves of Schinus terebinthifolia
(ES) and the lectin isolated from it (SteLL) have previously reported antimicrobial
action. The objectives of this dissertation were: 1. Carry out a narrative review on
the action of compounds of plant origin against agents that cause mastitis; 2. To
investigate the effect of ES on strains of Staphylococcus isolated from caprine
mastitis and 3. To evaluate the antibacterial potential of SteLL against isolates of
S. aureus sensitive (UFPEDA 02) and resistant to oxacillin (UFPEDA 670).
Previously published studies were accessed in the main databases and a review
article was constructed, considering the main mechanisms of antimicrobial action
of plant compounds. S. terebinthifolia leaves were homogenized in 0.15M NaCl to
obtain ES and SteLL was isolated by chitin column chromatography. The effect of
ES on the growth and survival of mastitis strains isolated from S. aureus (Sa24,
Sa32) or Staphylococcus sp. (Sspl and Ssp2) was evaluated by determining the
minimum inhibitory (MIC) and minimum bactericidal (MBC) concentrations. Then,
the growth curve of the isolates was determined. The antibiofilm activity of ES was
investigated by the crystal violet method. The synergistic potential of ES with
carbapenem and cephalexin antibiotics was also evaluated. Additionally, the MIC
and MIC of SteLL against UFPEDA 02 and UFPEDA 670 were determined and the
viability of bacterial cells was investigated by flow cytometry. The antibiofilm
potential of SteLL was also evaluated. The review revealed that the toxicity of plant
antimicrobials for causing mastitis may mainly involve damage to the cell wall, lipid
peroxidation, alteration of transmembrane potential, oxidative stress, formation of
membrane pores and morphometric changes that lead to apoptosis or increase in
cell permeability. Antibiofilm activity may result from inhibition of adhesion of
microorganisms, interference with autoinductive quorum sensing signals and/or
degradation of the exopolymeric matrix. ES inhibited the growth of Sa24, Sa32,
Ssp1 and SSp2 (CMI of 1800, 900, 450 and 225 ug/mL, respectively) but did not
interfere with the survival of the isolates. Biofilm formation by all isolates was
impaired by ES. In addition, ES also exerted a synergistic action in combination
with antibiotics against all isolates. SteLL was a bacteriostatic and bactericidal
agent for UFPEDA 02 and UFPEDA 670 with CMI of 12.5 and 25 yg/mL and CMB
of 50 and 100 pg/mL, respectively. StelLL inhibited growth in a dose-dependent
manner and altered morphometric parameters related to cell size, shape and
complexity of sensitive and resistant strains, as well as inhibiting biofilm formation.
In conclusion, ES is an antimicrobial agent as it affects growth and biofilm formation
by mastitis isolates, and the toxicity of SteLL to S. aureus involves inhibition of
growth, induction of cell death and inhibition of biofilm formation.

Key-words: Brazilian pepper tree, Staphylococcus aureus, mastitis, resistant

microrganism, plant extract, lectin.
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1 INTRODUCAO

Bactérias do género Staphylococcus estdo associadas a incidéncia de uma
grande variedade de infec¢des cronicas persistentes em humanos e outros animais
representando um sério problema de saude publica. Nesse contexto, Staphylococcus
aureus € considerada uma das espécies de bactérias de maior relevancia
(LISOWSKA-LYSIAK et al., 2021). Apesar de ser encontrada naturalmente na
microbiota humana, ao proliferar na corrente sanguinea e tecidos, esta bactéria pode
causar desde infec¢des cutaneas menores a doencgas sistémicas com alto risco de
mortalidade (TAN et al.,, 2018). Além disso, S. aureus também € considerada o
principal agente etiolégico de mastite, infeccdo intramaméria que acomete gados
leiteiros, causando prejuizos econémicos e de produtividade (RAINARD et al., 2018).

A capacidade de formar biofilmes — comunidades microbianas aderidas a
superficies inertes ou vivas — contribui para a elevada patogenicidade de S. aureus,
uma vez que facilita a resisténcia a drogas e a adaptacéo fenotipica (YIN et al, 2019).
Os biofilmes destas bactérias podem se associar a dispositivos médicos implantados,
como cateteres urinarios, valvulas cardiovasculares e lentes de contato, ou a tecidos
do hospedeiro, como por exemplo, feridas crénicas e epitélio de glandulas mamarias
(OTTO, 2018; PEREZ et al., 2020). Independentemente do local de colonizagéo, a
formacédo de biofilme é um fator que dificulta a erradicacdo de infeccbes causadas
por Staphylococcus, pois auxilia as células bacterianas a se evadirem das defesas
inatas do hospedeiro e as tornam intolerantes aos tratamentos convencionais
baseados em antibioticoterapia (SCHILCHER; HORSWILL, 2020).

A Organizacdo Mundial da Saude reconhece os desafios impostos pela
resisténcia antimicrobiana e considera S. aureus como um patégeno de alta
prioridade para o desenvolvimento de novos antibiéticos (WHO, 2017). Nesse
sentido, pesquisas voltadas a antimicrobianos naturais tém se intensificado. As
plantas, por exemplo, produzem uma infinidade de compostos resultantes de suas
atividades metabdlicas, com estrutura, atividade e propriedades farmacoldgicas
diversas (ANAND et al., 2019). Estes compostos podem atuar no combate a
microrganismos multirresistentes em preparacdes complexas, como é o caso dos
extratos vegetais, ou isoladamente, quando as moléculas passam por algum
processo de purificagdo (CARVALHO et al., 2015; HOU et al., 2022; SILVA et al.,
2021Db).
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Lectinas, proteinas isoladas de uma grande diversidade de organismos,
inclusive plantas, sdo moléculas que podem desencadear diferentes tipos de
alteracbes no funcionamento de uma célula ao interagirem com carboidratos
presentes em superficies celulares (HENDRICKSON; ZHERDEV, 2018). As
propriedades biolégicas destas proteinas as tornam interessantes candidatas para
uso biotecnoldgico em diversas areas que incluem a saude humana e animal
(COELHO et al., 2017). Pesquisas recentes demonstram resultados notaveis da acao
de lectinas vegetais contra microrganismos resistentes, interferindo no crescimento
e sobrevivéncia das bactérias, bem como na formacao de biofilmes e erradicacao de
biofilmes ja formados ( SILVA et al., 2019; CORIOLANO et al., 2020; MOURA et al.,
2021).

Schinus terebinthifolia (Anarcadiaceae) é uma planta conhecida como aroeira-
vermelha, nativa da costa brasileira com propriedades medicinais amplamente
utilizada na cultura popular (CAMAROTI et al., 2018). Seus efeitos cicatrizantes,
analgésicos, antioxidantes, anti-inflamatorios e anticancer foram amplamente
relatados (CARVALHO et al., 2013; BERNARDES et al., 2014; ROSAS et al., 2015).
Estudos demonstraram que extratos obtidos a partir de suas casca e folhas exibiram
propriedades antibacteriana, larvicida e inseticida (PROCOPIO et al., 2015;
CARMINATE et al., 2017; CAMAROTI et al., 2018). Além disso, uma lectina (SteLL)
foi isolada de folhas da planta S. terenbinthifolia e apresentou atividade
antimicrobiana contra espécies que causam doencas em humanos (GOMES et al.,
2013; LIMA et al., 2019; NUNES et al., 2022).

Os relatos prévios do potencial farmacoldgico de S. terebinthifolia e a ampla
gama de atividades bioldgicas exercida por extratos e lectinas vegetais incentivaram
uma investigacao mais aprofundada da acao antimicrobiana dos produtos isolados
dessa planta. Diante disto, o presente trabalho prop6s a avaliagdo da acéo
antibacteriana e antibiofime do extrato salino de folhas de S. terebinthifolia (ES) e de
SteLL contra cepas de Staphylococcus de importancia na medicina humana e
veterinaria, fornecendo subsidios para estudos que visem o desenvolvimento de
novas alternativas terapéuticas. Além disso, uma revisao narrativa sobre a acdo de

derivados de plantas sobre microrganismos causadores de mastite € apresentada.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus comumente é dividido em dois grupos que sao
diferenciados com base na producéo da enzima coagulase. O grupo dos Estafilococos
coagulase-positivo inclui geralmente os microrganismos patogénicos, enquanto 0s
coagulase-negativos sao sapréfitos e podem causar infec¢cdes oportunistas (BECKER
et al., 2014). As espécies de Staphylococcus sao agentes etioldgicos de doencas com
varias localizacdes, manifestacdes e/ou cursos de infeccdo (LISOWSKA-LYSIAK et
al., 2021).

Staphylococcus aureus € uma das espécies mais estudadas do género, em
virtude de ser uma frequente causa de sérias infeccdes com alta morbidade e
mortalidade ao redor do mundo (GIUDICE, 2020; SAKR et al., 2018). E uma bactéria
Gram-positiva com pigmentacdo dourada em suas colbnias, comensal, coagulase-
positiva, capaz de formar cocos e produzir microcapsulas (LOWY, 1998). Seu primeiro
iIsolamento ocorreu em 1880 por Alexander Ogston durante a investigacao de infecgao
de feridas, na qual foi detectada, através de exame microscopico, a presenca de cocos
Gram positivos (ALGAMMAL et al., 2020).

Em humanos, S. aureus pode ser encontrada naturalmente na microbiota, mas
pode ser prejudicial ao colonizar a pele, narinas e intestino , podendo causar também
infeccbes em tecidos moles (muasculos e visceras), endocardite, osteomielite,
pneumonia e sepse (CRUZ; VAN STRIJP; BAGNOLI, 2019). Além disso, relatos
demonstram a ocorréncia desta bactéria em animais, causando infec¢des em animais
domésticos, mamiferos de grande porte e ruminantes (LIRA et al, 2016; ATTILI et al.,
2020; CHUEAHIRAN et al., 2021; FRATINI et al, 2021).

A patogenicidade de S. aureus esta relacionada a sua habilidade de produzir um
grande arsenal de fatores de viruléncia que aumentam a capacidade do
microrganismo de se estabelecer e sobreviver dentro do hospedeiro (ANDRADE et
al., 2021). O controle da producédo destes fatores é realizado por redes regulatorias
complexas que permitem que a bactéria se adapte e sobreviva em diferentes
ambientes. O regulador mais proeminente é o regulador de gene acessorio (rga) que

constitui um sistema de deteccdo (quorum sensing) ativado por sinais de um peptidio
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autoindutor (JENUL, 2018). Os principais fatores de viruléncia produzidos através
deste sistema incluem componentes estruturais e producdo de enzimas e toxinas
(ABRIL et al., 2020).

Os componentes estruturais compreendem proteinas ancoradas na superficie
celular bacteriana que se ligam a diferentes moléculas e estdo envolvidas na adesao
aos tecidos do hospedeiro e evasdo do sistema imunoldégico. As proteinas
estafilococicas mais comuns sao proteinas com afinidade ao fibrinogénio (ou seja,
fatores de aglutinacdo A e B, codificadas pelos genes CIfA e clfB , respectivamente),
fibronectina ( fnbA ), colagénio (CNA ), sialoproteina ( bbp ), elastina ( ebpS ), adesinas
com funcdo desconhecida ( sdrC e sdrE ) e a proteina A (CASTRO, 2018).

As enzimas e toxinas secretadas por S. aureus sao responsaveis por modular a
resposta do hospedeiro e causar uma grande variedade de doencas. Coagulases,
proteases e nucleases sao enzimas que podem interferir em aspectos do sistema de
coagulacdo e degradar componentes do tecido do hospedeiro (TAM e TORRES,
2019). As toxinas, por sua vez, se dividem em 3 grupos: (i) Superantigenos (SE, TSS1)
gue interferem na funcéo de receptor, podendo causar sindrome do choque toxico e
intoxica¢des alimentares; (ii) toxinas esfoliativas (ETA, ETB e ETD) que destroem a
func@o da barreira epidérmica, facilitando a invasdo bacteriana e (iii) citotoxinas, que
danificam a membrana celular, resultando no efluxo de metabdlitos e moléculas (KIM,
2019).

2.2 Biofilmes

Na maioria das infec¢cdes cronicas, outro fator de viruléncia bacteriano recorrente
€ a formacdo de biofilmes, o que permite aos microrganismos se adaptarem a
condi¢cdes desfavoraveis (YONG et al, 2019). Biofilmes sdo definidos como uma
comunidade complexa de células microbianas capaz de aderir a superficies bibticas
ou abidticas que podem ser constituidas por populacdes de uma mesma espécie ou
por multiplas espécies bacterianas (COSTERTON, 1999). As células dentro do
biofilmes estdo envolvidas por uma matriz polimérica extracelular autoproduzida
composta de agua, exopolissacarideos, proteinas, lipidios, DNA, RNA e outros
componentes celulares (SUTHERLAND, 2001).

As etapas que demonstram a formacdo e desenvolvimento dos biofilmes

microbianos (Figura 1) incluem: (i) uma fixacéo inicial reversivel dos microrganismos
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a uma superficie, mediada por proteinas ancoradas em sua superficie celular; (ii) em
seguida as células iniciam uma fase de intenso crescimento e divisdo na qual
comecam a formar microcol6nias; (iii) o estagio seguinte compreende a maturacdo do
biofilme, facilitada por uma adesina polissacaridica, em que canais distribuem
nutrientes e moléculas sinalizadoras dentro do biofilme; e, finalmente, (iv) o estagio
de destacamento ou dispersédo, no qual o biofilme atinge uma massa critica e comeca
a gerar células planctbnicas que estardo livres para migrar e se fixar em outras
superficies (QIAN et al., 2019).

Figura 1. Etapas da formacé&o e desenvolvimento de biofilmes microbianos.

(1) (2) (3) (4)
Células Adesdo 3 Formacgao de Maturagio do Dispersdo de bactérias
plancténicas  superficie microcolénia biofilme plancténicas
y -

Vo X N

Q0 e
Fonte: A autora

A formacao dos biofilmes é coordenada por um mecanismo de comunicacao
célula-célula denominado quorum sensing (QS), no qual o acimulo de moléculas
sinalizadoras no ambiente extracelular leva a regulacdo da expressdo de genes
especificos (SHARMA et al., 2018). Desta forma, o QS permite que as bactérias
sincronizem seu comportamento em uma escala populacional para que ajam como
um organismo multicelular. Este sistema regulatério é parte indispensavel dos
mecanismos de transmissao microbiana em resposta a condi¢cdes extremas (YIN et
al., 2019). Bactérias patogénicas, incluindo, S. aureus, Bacillus cereus, Pseudomonas
aeruginosa e Vibrio cholerae, utilizam uma ampla gama de moléculas de sinalizacao
QS para ativar sua viruléncia (SAXENA et al., 2019).

O modo de vida do biofilme confere aos microrganismos varios beneficios de

sobrevivéncia, sendo o0 mais vantajoso a resisténcia a antibidticos. Bactérias
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associadas a biofilmes, toleram concentracdes até 1000 vezes maiores destes
agentes antimicrobianos do que quando estdo na condi¢do de células plancténicas
(ROY et al., 2018). Muitos fatores podem estar envolvidos na reducdo da
suscetibilidade do biofilme aos antibidticos, sendo os mais difundidos: a propria
arquitetura dos biofilmes que pode servir como barreira fisica; os componentes da
matriz exopolissacaridica na qual as células estéo inseridas; 0 aumento da expressao
de determinadas enzimas, como por exemplo a B-lactamase; a lenta taxa de
crescimento das células dentro do biofilme; aquisicdo de genes de resisténcia a
multiplas drogas por transferéncia horizontal, entre outros (KEAN et al, 2018; YIN et
al, 2019; ZHANG et al, 2020).

A capacidade de S. aureus de formar biofilmes a torna um dos principais
agentes envolvidos em infecgbes nosocomiais, aumentando significativamente a taxa
de morbidade e mortalidade dos pacientes (KONG et al., 2018). As cepas de S. aureus
podem se fixar e persistir em tecidos do hospedeiro, como valvulas désseas e
cardiacas, para causar doencas como osteomielite, endocardite e rinossinusite
cronica ou podem se associar a materiais implantados, como cateteres, articulagdes
protéticas e marca-passos, o que € crucial para sua patogenicidade (DEMIR et al.,
2019; LADE et al., 2019).

Além de causar infeccdes em humanos, S. aureus é considerado o agente
etiologico causador de mastite — infec¢cdo na glandula mamaria - mais prevalente em
bovinos, bufalos e pequenos ruminantes, como ovelhas e cabras (SANTOS et al.,
2019; BULDAIN et al., 2020; GIOVANNI et al., 2020; FRATINI et al., 2021). A formacéao
de biofilme de S. aureus nos tecidos destes animais favorece a sua adesédo e
colonizacéo ao epitélio da glandula mamaria, contribuindo para evasao das defesas
imunoldgicas e resisténcia antimicrobiana (PEREZ et al., 2020). Além disso, esta
caracteristica facilita a disseminacéo de fatores de viruléncia entre outras bactérias
por meio de transferéncia de material genético (ANDRADE et al., 2021).

Uma vez que os biofilmes sdo muito dificeis de erradicar, a capacidade de S.
aureus formar estes agregados microbianos representa um grande problema para a
saude publica, pois contribui para a dificuldade em tratar infeccbes persistentes
(SCHILCHER; HORSWILL, 2020). Nesse sentido, métodos alternativos para a

prevencgdo/erradicacdo de biofilmes tornam-se urgentemente necessarios.
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2.3 Produtos naturais com potencial antimicrobiano

Durante milhares de anos, os produtos naturais desempenharam um
importante papel na prevengéo e tratamento de doengas humanas e na pecuaria.
Baseado em seu valor na medicina tradicional, os produtos fornecidos pela natureza
tém sido, até os dias atuais, a principal fonte de compostos empregados na descoberta
e desenvolvimento de medicamentos (DAR et al., 2017). A eficacia de tais produtos
esta relacionada a complexidade de suas estruturas quimicas tridimensionais bem
organizadas que oferecem muitas vantagens em termos de eficiéncia e seletividade
de alvos moleculares (YUAN et al., 2016).

A pouca ou nenhuma sensibilidade dos microrganismos as drogas utilizadas
nas terapias atuais tem sido considerada a principal causa de infecgdes persistentes
no ambiente hospitalar e na pecuaria. Diante do aumento da incidéncia de
microrganismos com elevada resisténcia, estratégias em pesquisa com produtos
naturais com acao antimicrobiana podem contribuir para acelerar a producéo de novas
substancias com potencial farmacolégico (WU et al., 2019). Para que essas
estratégias sejam efetivas no combate aos microrganismos resistentes, €
indispensavel que os novos agentes antimicrobianos possuam mecanismos de agéo
diferentes dos agentes terapéuticos atualmente disponiveis (NADER et al., 2018).

As substancias naturais utilizadas na formulagdo de remédios séo oriundas de
microrganismos terrestres ou marinhos, invertebrados, vertebrados e plantas. No que
diz respeito as plantas, estas séo utilizadas como medicamentos h4 mais de 5.000
anos como fonte de antibi6ticos, antineoplasicos, analgésicos, cardioprotetores, entre
outros (BROWN et al., 2016; CHEN et al., 2016). Suas propriedades medicinais sédo
atribuidas a grande variedade de compostos biologicamente ativos que elas possuem
e que sao produzidos através de um processo natural de crescimento e
desenvolvimento ou em resposta a ataque de patégenos ou estresse (TRETIN et al.,
2013). Esses compostos podem ser utilizados para reforcar o potencial de antibiéticos
mais antigos ou levar a descoberta de outras inovacdes terapéuticas (ANAND et al.,
2019).

Os compostos bioativos com acao antimicrobiana derivados de plantas, podem
ser classificados em vérios grupos de acordo com sua composi¢ao, estrutura quimica,
via biossintética ou solubilidade. Os principais grupos sdo os metabdlitos primarios,

como as proteinas e os polipeptideos, e os metabdlitos secundarios, que incluem os
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alcaldides, compostos fendlicos, compostos contendo enxofre, cumarinas, terpenos e
Oleos essenciais (VAOU et al., 2021). A maioria dos extratos vegetais contém uma
mistura complexa de alguns destes ingredientes bioativos, os quais, podem atuar de
maneira sinérgica para exercer efeitos nos microrganismos patogénicos (ALVAREZ-
MARTINEZ et al., 2021).

Extratos de folhas de Euphorbia lateriflora foram agentes bacteriostaticos (CMI
6,25 mg/mL) e bactericidas (CMI 6,25 a 50 mg/mL) contra isolados sensiveis e
resistentes de Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
saprophyticus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Proteus
vulgaris e Proteus mirabilis. A analise fitoquimica das preparacdes revelou a presenca
de terpendides, saponinas, taninos, flavandides, antraquinonas, esterdides
e alcaldides (COKER; OAIKHENA; AJAYI, 2021). O extrato de Lagotis brachystachya
apresentou atividade antibacteriana (zonas de inibicdo variando de 15,4 a 20,3 mm,
valores de CMI de 6,25 a 25 mg/mL e CMB de 12,5 a 100 mg/mL), além de inibicdo e
erradicacdo de biofilme contra E. coli produtoras de [B-lactamases de espectro
estendido (HOU et al., 2022).

Os mecanismos de a¢ao bacteriostatica e bactericida de compostos presentes
nos extratos vegetais sao diversificados. Os compostos podem agir contra a células
bacterianas através da destruicao da integridade da membrana celular que pode levar
a vazamento de conteudo intracelular e desequilibrio do potencial elétrico. Pode
causar também inibicdo da sintese de acidos nucleicos, ATP, enzimas e toxinas
bacterianas. Efeitos antibiofilmes resultantes das propriedades anti-aderéncia e anti-
QS também séo relatados (KHAMENEH et al., 2019; LAHIRI et al., 2019; BIHAREE
et al., 2020).

Além das pesquisas sobre a atividade antimicrobiana observada em
preparacdes complexas como o0s extratos derivados de plantas, estudos também
relatam a acdo de compostos vegetais isolados contra microorganismos causadores

de infec¢cdes, como € o caso das lectinas.
2.3.1 Lectinas
Lectinas séo proteinas, simples ou conjugadas a carboidratos, que possuem

pelo menos um dominio ndo catalitico e sdo capazes de se ligar de forma reversivel

a mono, oligo ou polissacarideos de forma especifica, sem alterar as suas


https://www-sciencedirect.ez19.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/tannin
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18

propriedades (COELHO et al., 2018). A ligacdo entre lectinas e carboidratos ocorre
através de pontes de hidrogénio, interacbes de Van der Waals e interacdes
hidrofébicas (PAIVA et al., 2010). Estas proteinas estdo amplamente distribuidas na
natureza, sendo encontradas em microrganismos, animais e plantas (POMPEU et al.,
2015).

Para detectar a presenca de lectinas em uma amostra, comumente € realizado
um ensaio de aglutinacdo, que consiste em verificar a interacdo destas proteinas com
carboidratos presentes em superficies celulares. O ensaio mais utilizado é o de
hemaglutinacdo, devido a facilidade de visualizacdo da aglutinacdo em eritrécitos
humanos ou de outros animais. E realizada uma dilui¢éo seriada da amostra contendo
lectina seguida posteriormente da incubacdo com eritrécitos (ALMEIDA et al., 2020).
A formacado de malha ou rede de aglutinacao € mostrada na Figura 2.

Ensaios de inibicdo da atividade hemaglutinante devem ser realizados para
confirmar se o efeito observado é ocasionado pela presenca de lectinas. O protocolo
consiste em realizar uma diluicdo seriada da amostra contendo a lectina em uma
solucdo de carboidratos antes dos eritrécitos serem adicionados. Os carboidratos
livres passam a ocupar os sitios de ligacdo a carboidratos na molécula de lectina,
impedindo a aglutinacdo dos eritrocitos que irdo precipitar (PAIVA et al., 2012; LIMA
et al., 2018).

Figura 2. Rede de hemaglutinacédo resultante da ligacdo cruzada entre lectinas e

carboidratos da superficie dos eritrécitos

o v
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’\ l\ a)
e Eritrocito a Lectina w Porc¢éao de carboidrato de glicoconjugados na
membrana do eritrécito

Fonte: Adaptado de Almeida et al. (2020)
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As lectinas produzidas por plantas estao distribuidas em varios tecidos vegetais
como casca, fruto, folha, raiz, sementes, caule, flores, entre outros, sendo
encontradas em diferentes localizacfes celulares e possuindo variadas propriedades
moleculares. Essas proteinas desempenham importantes papéis na defesa das
plantas contra o ataque de microrganismos, por exemplo, inibindo o crescimento de
fungos fitopatogénicos (DIAS et al.,2015). Quando estdo presentes em bulbos, cascas
e rizomas, as lectinas podem ter funcdo fisiologica de reserva, fornecendo
aminoécidos para o desenvolvimento da planta (OLIVEIRA et al., 2018).

Essas proteinas de caracteristicas Unicas tém sido utilizadas em diversos
campos da biologia e & medida que mais lectinas estdo sendo isoladas e seu papel
na natureza elucidado, as possibilidades de aplicacdo sdo ampliadas e abrangem as
areas de pesquisa agricolas e terapéuticas (HENDRICKSON; ZHERDEYV, 2018).
Algumas atividades bioldgicas j& descritas realizadas pelas lectinas vegetais, incluem
atividade inseticida (PROCOPIO et al., 2015; CAMAROTI et al., 2018), antitumoral
(SINGH et al., 2016; RAMOS et al., 2018), imunomoduladora (CORIOLANO et al,
2018; SANTOS et al, .2020), antiinflamatodria (ALVES et al, 2018; OLADOKUN et al.,
2019), antinociceptiva (RAMOS et al.,, 2020), antifungica (SILVA et al, 2019a;
MOHSEN et al., 2019) e antibacteriana (SILVA et al., 2019b).

A atividade antibacteriana das lectinas resulta na inibicdo do crescimento da
colonia ou inducéo de morte celular. A inibicdo pode ocorrer por meio de diferentes
mecanismos, como alteracdo na permeabilidade celular, levando a reducdo na
absor¢cdo de nutrientes e/ou interacdo com receptores de membrana que
desencadeiam respostas intracelulares. J4 a morte celular pode ser consequéncia de
danos causados a parede celular e a membrana plasmatica, como por exemplo a
formacéo de poros que resulta em extravazamento de contetido celular (PROCOPIO
et al., 2017). A lectina PeRolL, extraida da raiz de Portulaca elatior, demonstrou
atividade bacteriostética contra Enterococcus faecalis, P. aeruginosa e S. aureus
(SILVA et al., 2019). WSMolL, a lectina hidrossoltvel de Moringa oleifera, apresentou
atividade bacteriostatica e bactericida para E. faecalis, K. pneumoniae e Serratia sp.
(CORIOLANO et al., 2020).

As lectinas também demonstram um potencial adjuvante quando utilizadas em
combinacdo com antibibticos para o tratamento de infec¢ges bacterianas. Um estudo
realizado por Ferreira, et al (2018) revelou que a lectina ApuL isolada da inflorescéncia

de Alpinia purpurata intensificou os efeitos terapéuticos dos antibiéticos oxacilina e
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https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/pseudomonas-aeruginosa
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/staphylococcus-aureus
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ceftadizima contra S. aureus resistente a meticilina e P. auregionsa, respectivamente.
(FERREIRA et al., 2018). Lectinas extraidas da casca (MuBL) folhas (MuLL) e cerne
(MuHL) de Myracrodruon urundeuva demonstraram efeitos sinérgico e aditivo em
combinacdo com antibiéticos (MOURA et al., 2021). A atuacdo destas biomoléculas
em terapia combinada pode aumentar o espectro de agdo dos antimicrobianos
convencionais, diminuir os efeitos colaterais e reduzir o surgimento de
microorganimos resistentes (SANTOS; PORTO; CAVALCANTI, 2021).

O reconhecimento de glicoconjugados da membrana de microrganismos
também permite que as lectinas atuem como agentes inibidores da formacgéo e
crescimento de biofilme, através da inibicdo da adesdo e invasdo bacteriana
e interferéncia no sistema de comunicacdo intracelular das comunidades
microbianas, denominado Quorum Sesing (QS)(COELHO et al., 2018). Estudos
conduzidos com a lectina PgTelL, isolada da sarcotesta de Punica Granatum,
demonstraram que a lectina possui atividade antibiofilme contra isolados de E. coli
produtoras de - lactamases entre as concentragdes de 6,25 a 200 yg/mL (SILVA et
al, 2019).

2.4 Schinus terebinthifolia Raddi (Anacardiaceae)

A familia Anacardiaceae é constituida por cerca de 800 espécies e 80 géneros,
sendo considerada uma familia de plantas de importancia econdmica (MITCHELL et
al.,, 2022). Muitas espécies desta familia sdo apreciadas pelos seus produtos
agroalimentares como € o caso do caju (Anacardium), manga (Mangifera) e pistache
(Pistascia); pelas madeiras de qualidade e resistentes ao apodrecimento (Schinopsis,
Astronium, Myracrodruon) e também por seu valor medicinal (Spondias, Schinus e
Rhus, por exemplo) (PELL et al., 2010).

O género Schinus inclui cerca de 29 espécies e estudos que investigaram o
perfil fitoquimico de suas espécies revelaram a presenca de compostos bioativos
como flavonoides, &acidos fendlicos, taninos, catequinas, terpendides e Oleos
essenciais (EL-NASHAR et al., 2022). Diversas atividades biologicas resultantes da
acdo destes compostos vegetais tém incentivado os pesquisadores a explorar o
potencial biotecnolégico de espécies pertencentes a este género, entre as quais

destaca-se a Schinus terebinthifolia.
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S. terebinthifolia (Figura 3A) é uma planta nativa das Américas Central e do Sul
e encontrada no Brasil desde a regido Nordeste até a regido Sul (LORENZI, 2008).
Conhecida popularmente como aroeira vermelha, aroeira-da-praia, aroeira pimenteira,
esta planta pode ser encontrada na forma de arbusto ou arvore (MINISTERIO DA
SAUDE E ANVISA, 2014). Na cultura popular S. terebinthifolia € amplamente utilizada
para fins medicinais, atuando no tratamento de doencas do trato urinario e respiratorio,
em forma de banhos de assento apds o parto como anti-inflamatorio e cicatrizante, e
suas folhas e frutos (Figuras 3A e 3B, respectivamente) sdo usados na limpeza de
feridas e Ulceras (LORENZI;MATOS, 2008). E relatada ainda sua atuacdo no
tratamento de afeccbes, como diarreias, gastrites e dispepsias e sua expressao com
propriedades antialérgicas (FALCAO et al, 2015).

Figura 3. Schinus terebinthifolia Raddi. A. Habito. B. Folhagens. C. Frutos.

Fonte: Disponivel em < https://www.gbif.org/species/3660419 > Acesso em: 04 out. 2022.

As aplicacdes biologicas de S. terebinthifolia tém sido estudadas h& muitos
anos e suas propriedades tém sido descritas desde a primeira edicdo da revista
Brazilian Pharmacopoeia, publicada em 1926 (CARVALHO et al, 2013). Dentre os
compostos produzidos por S. terebinthifolia com atividade biolégica comprovada esta
0 Oleo essencial extraido de seus frutos, que apresentou atividade antioxidante
e citotoxica contra tumores em mamas de humanos (BENDAOUD et al., 2010).
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Cavalher-Machado et al. (2008) demonstraram gque compostos aromaticos isolados
de S. terebinthifolia apresentam propriedades antialérgicas expressivas,
representadas pelo impedimento da formacédo de edema, inibicdo da degranulacéo
dos mastocitos e do influxo de eosinofilos como um resultado da diminuicdo da
producdo de mediadores eosinofilicos.

Extratos etandlicos da casca e folhas de S. terebinthifolia contendo alcaloides,
taninos, flavonoides e saponinas foram ativos contra a bactéria S. aureus
(CARMINATE et al., 2017). Atividade larvicida contra Aedes aegypti (principal vetor
da dengue, Zika, febre amarela e Chikungunya) foi demonstrada para o extrato salino
de folhas de S. terebinthifolia, que também interferiu no desenvolvimento de larva a
pupa (PROCOPIO et al., 2015). O extrato salino também apresentou propriedades
inseticidas contra adultos de Sitophilus zeamais (gorgulho do milho) com taxas de
mortalidade variando entre 94% e 97% apo6s 12 dias de incubagdo (CAMAROTI et al.,
2018). Apéds tratamento com o extrato de folhas de S. terebinthifolia em larvas de
Plutella xylostella, foi observada atividade inseticida, pois 0 extrato causou
mortalidade em insetos imaturos e um forte efeito de dissuaséo da oviposi¢ao (SILVA
et al., 2019c).

Gomes et al. (2013) isolaram e caracterizaram uma lectina ligadora de quitina
(SteLL) a partir do extrato salino de folhas de S. terebinthifolia Raddi. SteLL é um
polipeptideo glicosilado de 14 kDa, com afinidade por quitina, e sua estabilidade em
diferentes valores de temperatura e pH é uma caracteristica fisico-quimica que
estimula o seu estudo como potencial agente para diversos fins em biotecnologia.
Efeito antibacteriano foi relatado para StelLL contra E. coli, P. mirabilis, S. aureus, K.
pneumoniae, P. aeruginosa e Salmonella enteritidis, bem como efeito antifingico
contra Candida albicans.

Estudos relataram que StelLL (5 mg/kg), demonstrou acéo antitumoral para
sarcoma 180, sem promover a perda de peso, alteracdes hematoldgicas ou efeitos
genotoxicos em camundongos (RAMOS et al., 2019). A lectina em uma concentracao
de 16pg/mL (8 x CMI) aumentou a massa celular e o contetido de DNA de S. aureus,
sugerindo que SteLL prejudica a divisao celular, e apresentou efeito imunomudulador
ao induzir a liberagéo de citocinas (IL-6, IL-10, IL-17A e TNF-a), 6xido nitrico e anion
superoxido pelos macréfagos infectados por S. aureus (LIMA et al., 2019). StelLL (12,5
png/mL) apresentou atividade imunomoduladora frente a esplendcitos de

camundongos Balb/c, aumentando a liberagcédo das citocinas IL-17A, TNF-a, IFN-y, IL-
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4 E IL-2 (SANTOS et al., 2020). Uma pesquisa recente desenvolveu uma nanossonda
a partir da conjugacao de SteLL com pontos quanticos carboxilados, para fins de
estudos glicobiolégicos (SILVA et al., 2021a).

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial antibacteriano e antibiofilme do extrato salino e da lectina de

folhas de Schinus terebinthifolia Raddi contra isolados de Staphylococcus.

3.2 Objetivos especificos

e Revisar dados da literatura sobre o potencial farmacoldgico de antimicrobianos
de origem vegetal para controle de mastite e seu mecanismo de acao.

e Investigar o efeito do extrato de folhas de S. terebinthifolia na viabilidade,
crescimento e formacao de biofilmes por Staphylococcus isolados de mastite
caprina.

e Isolar a lectina de folhas de S. terebinthifolia (SteLL) por procedimento
previamente estabelecido.

« Avaliar o potencial bacteriostético, bactericida e antibiofilme in vitro de StelLL
contra S. aureus sensivel ou resistente a Oxacilina.

e Determinar a capacidade de SteLL em causar alteraces morfométricas nas

células de S. aureus sensivel ou resistente a Oxacilina
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Resumo: A mastite € uma doenca multifatorial inflamatéria de glandulas mamarias
causada por leveduras, fungos filamentosos e principalmente bactérias, que
acomete rebanhos leiteiros em todo o mundo. O tratamento convencional
compreende a administracdo de antibioticos, contudo, o surgimento de
microrganismos resistentes tem comprometido a eficacia desta estratégia e
estimulado a busca por terapias alternativas. Nesse sentido, estudos apontam o
potencial antimicrobiano de preparacdes de origem vegetal, incluindo extratos e
Oleos essenciais, ou agentes isolados como lectinas (proteinas de ligacdo a
carboidratos) e metabdlitos secundarios. Este trabalho proporciona uma revisao
sobre a acao antimicrobiana de compostos vegetais contra agentes causadores de
mastite. A acdo antimicrobiana dos produtos vegetais pode acarretar danos a
parede celular, peroxidacédo lipidica, alteracdo do potencial transmembrana,
estresse oxidativo, formacdo de poros de membrana e alteracées morfométricas
gue levam a apoptose ou ao aumento na permeabilidade celular. A atividade
antibiofilme dos antimicrobianos vegetais pode resultar da inibicdo da adesao dos
microrganismos, interferéncia com os sinais autoindutores de quorum sensing e/ou
degradacdo da matriz exopolimérica, danificando a estrutura tridimensional do
biofilme e expondo os microrganismos a antibioticos. Os dados aqui revisados
demonstram que a variedade de compostos produzidos pelas plantas pode
constituir uma fonte de novos farmacos para tratamento de mastite.

Palavras-chave: Mastite, microrganismo, biofilme, produtos naturais, acao

antimicrobiana, resisténcia.
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INTRODUCAO

Mastite € a infeccdo mais comum e desafiadora que ocorre entre 0s
rebanhos leiteiros, reconhecida mundialmente por causar sérias perdas
econbmicas na industria de laticinios e representar riscos a saude animal e
humana (COBIRKA; TANCIN; SLAMA, 2020). A doenca € caracterizada por
inflamacédo na glandula mamaria que pode ser ocasionada por multiplos fatores
como traumas fisicos, irritacdo por substancias quimicas ou infec¢cédo intramamaria
promovida por microrganismos, principalmente bactérias (ASHRAF & IMAHIN,
2020). Nas infeccdes de origem bacteriana, Staphylococcus aureus € considerado
0 agente mais prevalente (RAINARD et al., 2017).

A principal estratégia de tratamento da mastite se da através da
administracdo de antibidticos, no entanto a administragdo por longos periodos
pode afetar a saude do Ubere e impulsionar a selecdo de microrganismos
resistentes, o que dificulta o controle da infeccado (YUAN; PENG; GURUNATHAN,
2017; CERIOLI et al., 2018). Outra preocupacdo € a propagacdo destes
microrganismos em residuos do leite e derivados que pode levar a surtos de
intoxicacdo alimentar, representando um grande risco a saude de consumidores
(DITTMAN et al., 2017; ONEN et al., 2018). Diante deste cenario, a exploracéo de
abordagens terapéuticas alternativas que sejam mais eficazes e seguras torna-se
urgente (SHARIFI et al., 2021).

As plantas representam uma fonte natural de diversas moléculas bioativas
com potencial farmacolégico, o que estimula sua exploragdo como material de
partida para formulacéo de novas drogas. Os produtos do metabolismo de plantas
podem exercer efeitos contra bactérias e assim serem utilizadas em substituicdo
aos antibidticos comerciais ou atuar em combinacdo com estas drogas a fim de
aumentar seu espectro de acdo (ABDI; DEGO,2019). H& relatos do efeito
antimicrobiano de amostras vegetais complexas, como extratos e 6leos essenciais,
e de metabdlitos isolados contra causadores de infeccbes em humanos e em
outros animais (KARNWALL et al., 2021).

Com base em artigos publicados nos ultimos cinco anos, através da coleta de
dados e informagdes disponiveis em bases de pesquisas online, incluindo Scopus,
Pubmed e Science direct, este trabalho proporciona uma revisdo sobre as

propriedades antimicrobianas de produtos de origem vegetal sobre
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microorganismos causadores de mastite, bem como os mecanismos envolvidos

nesta atividade.

1. Mastite

A presenca de microorganismos causadores de mastite no tecido mamario
desencadeia um processo inflamatério que compromete a qualidade do leite
devido a alteracdes quimicas e ao aumento na taxa de células somaticas no
produto, o que resulta em graves prejuizos nas producdes leiteiras (LAGONI et al.,
2006). Os causadores de mastite sdo diversos e incluem microalgas, leveduras e
mais frequentemente bactérias (LAGONI et al., 2006; ACOSTA et al, 2016).

No Brasil, o0 género Staphylococcus € o mais frequentemente isolado em
animais acometidos pela mastite, havendo relatos de espécies resistentes. Essa
tem sido uma forte preocupacdo devido a possibilidade de realizarem a
transferéncia de seus genes de resisténcia para cepas patogénicas para humanos
(MOTA et al, 2012; LIM et al, 2015; ACOSTA et al, 2016; SCHNITT e TENHAGEN,
2020).

De acordo com a sintomatologia, a mastite pode ser clinica ou subclinica.
Na mastite clinica ha sinais visiveis da infec¢do e os sintomas incluem ruborizacéo
e dor nas glandulas mamarias, podendo ocorrer o aparecimento de grumos no
leite. Ja nos casos de mastite subclinica, apesar de ndo haver sinais claros da
infeccdo, ocorre geralmente a reducao da produtividade de leite, tanto em volume
guanto em qualidade (MESQUITA et al, 2018; COBIRKA; TANCIN; SLAMA, 2020).
Com base na origem da infeccdo, a mastite pode ser ambiental, quando os
patébgenos se encontram no ambiente onde o animal é mantido; ou contagiosa,
guando os patdgenos sao transmitidos pelos rebanhos através de contato com
animais ou objetos infectados (COBIRKA; TANCIN; SLAMA, 2020).

O grave impacto econbmico gerado pela mastite esta principalmente
associado a reducao da qualidade do leite, que se torna improprio para 0 consumo
ou para a producao de derivados, além da desvalorizacdo dos animais acometidos
e do alto investimento para seu tratamento, que envolve a antibioticoterapia. Além
disso, a alta frequéncia de isolados resistentes a antimicrobianos como

amoxicilina, penicilina e ampicilina, dentre outros, intensifica os impactos a saude
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publica e as alternativas se tornam cada vez mais escassas acarretando em um
cenario preocupante (LOPES et al., 2012; LIN et al., 2015; ACOSTA et al., 2016).

2. Antimicrobianos vegetais

O metabolismo das plantas é didaticamente dividido em metabolismo primario
e metabolismo secundario. Os metabdlitos primarios possuem distribuicéo
universal nas plantas e desempenham fungdes essenciais no vegetal, tais como a
fotossintese, a respiragcéo e o transporte de solutos; eles compreendem proteinas,
lipideos e carboidratos. Por outro lado, os metabdlitos secundarios séo produzidos
em resposta a condi¢cdes ambientais, como o ataque de patdgenos e herbivoros,
e estdo sujeitos a uma sazonalidade. Esses produtos permitem a adaptacédo da
planta a condi¢cdes desfavoraveis, e incluem flavonoides, alcaloides, terpenos,
taninos, sesquiterpenos, saponinas, esterois e derivados cinamicos (GUERRIERO
et al., 2018, YAN et al., 2018; ZAINARB et al., 2019).

Como consequéncia dessa diversidade metabdlica, as plantas sao tradicional
e mundialmente utilizadas para prevenir e curar doencgas, e com base em estudos
aprofundados sobre esse potencial farmacoldgico, elas tém sido amplamente
utilizadas para o desenvolvimento de novos medicamentos (KARNWAL, 2021).
Muitos sé@o os relatos de espécies vegetais com propriedades medicinais que
incluem, por exemplo, os efeitos anticoagulante, antioxidante, anticancer, anti-
inflamatorio, antimicrobiano e imunomodulador, estimulando um ndmero cada vez
maior de investigacdes dos derivados de planta para as mais variadas estratégias
terapéuticas (DASH et al., 2016; KUMAR et al., 2019; SANTOS et al., 2020). Por
serem naturais, estes produtos geralmente possuem maior especificidade de agao,
sao mais facilmente depurados dos organismos e exercem uma menor toxicidade
organica e ambiental (CERIOLI et al., 2018).

Este trabalho destaca a acdo antimicrobiana dos produtos vegetais, a qual
envolve uma multiplicidade de mecanismos que fazem deles promissores inclusive
para controle de patégenos multirresistentes, que sao responsaveis pela
persisténcia de infeccdes (MOURA et al.,, 2021). Além de apontar produtos
vegetais com acdo antimicrobiana direta, as pesquisas tém buscado compostos
gue sejam capazes de aumentar a susceptibilidade dos microrganismos aos

antimicrobianos comercializados atualmente. Nesse sentido, misturas contendo
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um metabdlito vegetal e um antimicrobiano comercial podem resultar em maior
eficacia devido a utilizacdo de doses mais baixas, reducdo do surgimento de
resisténcia bacteriana e dos efeitos colaterais (SANTOS; PORTO; CAVALCANTI,
2021). A Tabela 1 apresenta espécies vegetais como fonte de agentes

antimicrobianos frente a patégenos causadores de mastite.

Tabela 1. Espécies vegetais com potencial antimicrobiano contra bactérias isoladas de

mastite.
. = Atividade Linhagem
Espécie(s) Preparacao antimicrobiana bacteriana Autor(es)
Rosa canina, L. , Extratos Efeito Cepas padréo de GOMES et al.,
Juglans regia L, metanoicos de  bacteriostatico S aureus e 2018
g g ) flores, folhas, (CMI=0,19-0,39 isolados clinicos de
Rubus ulmifolius, frutos e raizes  mg/ml) vacas com mastite
Fragaria vesca L
Pimpinella anisum, L.
Coriandrum sativum
Melissa officinalis,
Eucalyptus globulus Labill
Tabebuia impetiginosa,
Foeniculum vulgare,
Matricaria recutita L.,
Echinacea purpurea
Pterospartum tridentatum
Persicaria pensylvanica Extratos Inibic&o do S. aureus
metandlicos crescimento (CMI  Newbould 305, ABDI; DEGO,
de Flores, variando de 7,8 a  causadora de 2019
Folhas, Caule 62,5 ug/ml) e mastite bovina leve
e Raizes morte celular e cronica
bacteriana (CMB
variando de 31,25
a 187,5 pg/ml)
Rhodormyrtus tormentosa Extrato Acéo S. aureus isolado MORDMUANG
etanoico de antibacteriana de mastite bovina etal., 2019
folhas e o com CMI variando

composto puro
Rodormitona

de 8 al6 pg/mL
(extrato) e 0,25 a
0,5 pg/mL
(rodormitona).
Efeito aditivo em
combinagdo com
oxitetraciclina ou
pirlimicina em 0,5
x CMI



Moringa oleifera

Helecteres isora L

Timo daenensis
Satureja hortensis

Melaleuca armillaris

Thymus capitatus
Cinnamomum zeylanicum
Thymus serpyllum,
Satureja montana
Helichrysum italicum

Lippia origanoides

Lippia alba
Cymbopogon citratus

Caliandra surinamensis

Extrato
aquoso de
sementes

Extratos
aquoso,
etanoico,
metanoico e
de acetona do
fruto

Oleos
essenciais

Oleos
essenciais +
Rifaximina

Oleos
essenciais
sozinhos e em
mistura

Oleos
essenciais

Lectina de
folhas (CasuL)

Atividade inibitoria
(CMl variando de
0,1906 a 6,1
mg/mL)

Atividade
antibacteriana
(CMI= 0,13
mg/mL e CMB=
0,52 mg/mL)

Inibic&o de
crescimento com
CMI=0,0625
mg/mL (T.
daenensis) e
0,125 mg/mL (S.
hortensis). Morte
celular (CMB=
0,125 mg/mL).
Atividade
antibiofilme em
concentracbes
subinibitérias.

Efeito inibitério e
bactericida. Efeito
sinérgico em
combinagdo com
Rifaximina

Atividade
antibacteriana
(CMI= 0,94 -
14.73 g/mL)
(CMB=1,86 —
58,94 g/mL).
Efeito sinérgico.

Atividade
antibacteriana
(CMI=560-1280 e
CMB=613- 1333
pg / mL)

Atividade
antibacteriana
(CMI=3,75a 15
ug/mbL)e
antibiofilme. Efeito
sinérgico em
combinagdo com
antibioticos.

Staphylococcus
spp. isolados de
vacas com mastite

S. aureus isoladas
de vacas com
mastite clinica e
subclinica

S. aureus isolados
de leite de vacas
com mastite
subclinica

S. aureus isolado
de vacas com
mastite subclinica

Staphylococcus
spp isolado de
mastite em ovelha

Staphylococcus
spp. E S. aureus
isolados de mastite
ovina e caprina.

Staphylococcus
isolados de mastite
bovina (Ssp6PD e
Sa) e caprina
(Ssp5D e Ssp01)
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2020

SIRIMONG et
al., 2021

SHARIFI et al.,
2018

Buldain et al.,
2020

FRATINI et al.,
2021

FURLANI et al.,
2021

PROCOPIO et
al., 2019

CMI: Concentragcdo Minima Inibitéria; CMB: Concentragdo Minima Bactericida.
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2.1 Extratos brutos

Os extratos de plantas compreendem preparacdes de composi¢cdo complexa
gue podem ser obtidos através de infusdo, decoccdo, maceracdo, percolacao,
extracao continua quente, extragdo aquoso-alcodlica por fermentacao, entre outros
meétodos (PANDEY; TRIPATHI, 2014). Os extratos sdo amplamente explorados na
nutricdo animal e podem representar alternativas as drogas de uso veterinario por
exibirem propriedades antimicrobianas, anti-inflamatérias e antioxidantes
(SHARMA et al.,, 2018). Uma vez que apresentam composicdo complexa, 0s
extratos podem atuar por multiplos mecanismos, e a acao antimicrobiana destes
pode incluir efeitos como a interagcdo com proteinas bacterianas e estruturas da
parede celular, prejuizos a integridade da membrana celular e sua fluidez, inibicéo
da sintese de &cido nucléico e interferéncia na sintese da parede celular ou no
metabolismo energético dos microrganismos (LAHIRI et al., 2019).

Relatos tém mostrado que extratos de plantas podem ser agentes
antimicrobianos para microrganismos isolados de mastite. Como exemplo disso,
extratos metandlicos de 14 espécies de plantas aquéticas foram testadas contra
diferentes cepas de S. aureus, sendo uma de colecéo e 6 isoladas de vacas com
mastite. Dentre os extratos estudados, aqueles que demonstraram melhor efeito
antibacteriano foram o extrato de folhas de Eucalyptus globulus, o qual apresentou
valores de concentragcdo minima inibitoria (CMI) variando de 0,19 a 0,39 mg/mL,
seguido pelo extrato de folhas de Juglans regia (CMI de 0,78 a 1,56 mg/mL) e pelo
extrato de partes aéreas de Foeniculum vulgare (CMI de 3,125 a > 6,25 mg/mL).
Devido a maior eficacia do extrato de E. globulus, em comparacdo as outras
espécies utilizadas neste trabalho, foi realizada a analise de sua composicdo que
revelou a presenca de 19 compostos fendlicos, sendo 16 flavonoides
(principalmente derivados de quercetina) e 3 acidos fendlicos (principalmente acido
galico e derivados do acido latico) (GOMES et al., 2018).

Motivado pelos relatos de potencial medicinal, um estudo avaliou a atividade
antimicrobiana de extratos da espécie herbacea Persicaria pensylvanica
(Polygonaceae) contra uma cepa de S. aureus causadora de mastite bovina (ABDI
et al., 2019). Os resultados demonstraram que os extratos de flor, folha, caule e
raiz inibiram o crescimento bacteriano (CMI de 62,5 ug/ml, 31,25 ug/ml, 7,8 pug/mi
e <46,9 ug/ml, respectivamente) e apresentaram efeito bactericida (concentracao
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minima bactericida — CMB de 125 pg/mL, 31.25 pg/mL, 31.25 pg/mL e < 187.5
Mg/mL, respectivamente).

O extrato etandlico de folhas de Rhodormyrtus (Myrtaceae) e a rodormitona
isolada a partir dele apresentaram um forte efeito inibidor de crescimento com CMI
variando de 8 a 16 ug/mL para o extrato e 0,25 a 0,5 pg/mL para a rodormitona, e
causaram a reducédo da internalizacdo da bactéria em células epiteliais de mama
bovina. Adicionalmente, os autores reportaram o efeito aditivo do extrato em
combinacdo com os antibidticos oxitetraciclina e pirlimicina, reduzindo os
respectivos CMI em 64 e 128 vezes (MORDMUANG et al., 2019).

Outra preparacéo relatada como agente antibacteriano foi o extrato aquoso
de sementes de Moringa oleifera, o qual inibiu (CMI variando de 0,1906 a 3,05
mg/mL) o crescimento de cepas de bactérias isoladas de mastite portadoras dos
genes norA, norC, tet-38, e msrA, que conferem resisténcia a diferentes drogas
como quinolonas, tetraciclinas, eritromicina e macrolideos. Extratos do fruto de
Helecteres isora L. em agua, etanol, metanol ou acetona contendo compostos
fendlicos, flavonoides, taninos e alcaloides apresentaram efeitos bacteriostaticos e
bactericidas para cepas de S. aureus isoladas de vacas com mastite clinica e
subclinica (SIRIMONG et al., 2021).

2.2 Oleos essenciais

Os Oleos essenciais (OE) sao metabdlitos secundarios produzidos por
algumas espécies de plantas cuja composicdo esta associada a estresse
ambiental, ou ao ataque de herbivoros ou microrganismos patogénicos, ou ainda
outras condi¢des estressoras, de acordo com uma sazonalidade; em adicdo OEs
podem exercer fun¢des decorrentes de uma coevolucdo entre a espécie produtora
e espécies de insetos polinizadores, ou com outras espécies de plantas com as
quais se relacionam por alelopatia (DE JESUS et al., 2020).

OEs sao geralmente constituidos por uma mistura de 20 a 60 compostos,
gue pertencem principalmente a classe dos terpenos, terpenoides e fenilpropenos
(PEDONESE et al., 2017). A obtencdo dos OEs pode ser realizada a partir de
diferentes métodos como hidrodestilacéo, destilacdo a vapor, destilacdo seca ou
prensagem mecanica a frio de plantas (WINSKAS et al., 2019). Semelhante ao que
ocorre em extratos vegetais, a composi¢cao complexa dos OEs acarreta geralmente

na presenca de mais de um ingrediente ativo, 0s quais podem atuar por efeito
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sinérgico ou mesmo aditivo, resultando em uma multiplicidade de mecanismos de
acao antimicrobiana e isso tem despertado interesse de pesquisas em saude,
inclusive para controle de doencas como a mastite (CORONA-GOMES et al.,
2022).

Os constituintes quimicos, responsaveis pela atividade antimicrobiana dos
OEs, podem agir na membrana plasmatica bacteriana, aumentando sua
permeabilidade e causando extrusdo do material intracitoplasmatico, ou ainda
danificando proteinas de membrana, reduzindo sintese de ATP e acarretando
desbalanco das enzimas responsaveis pela resisténcia bacteriana.
Adicionalmente, podem formar uma camada no exterior da célula bacteriana que
prejudica os processos de endocitose e exocitose, bem como seu metabolismo,
levando a morte celular. Outro efeito importante dos OEs antimicrobianos que tem
sido bem reportado é a propriedade antibiofilme. Esta atividade pode resultar da
interacdo dos seus constituintes com receptores de adesao celular ou da inibicao
do mecanismo de sinalizacdo quorum sensing (QS), que estd envolvido na
viruléncia das bactérias, na secrecdo de toxinas e na resisténcia a antibiéticos
(LAHIRI et al, 2019; MITTAL et al, 2019).

Sharifi et al (2018) demonstraram que OEs de Thymus daenensis e Satureja
hortensis exerceram um forte efeito inibitério (CMI 0,0625 e 0,125 mg/mL,
respectivamente) sobre S. aureus isolados de amostra de leite de vacas com
mastite, bem como causaram a morte das bactérias (CMB 0,125 mg/mL para
ambos OEs) e inibiram a formac&o de biofilme ou foram eficazes em erradicar
biofilmes preexistentes, mesmo em concentracbées menores que os valores de
CMI. Os autores mostraram que o OE de S. hortensis na CMI, pode atuar como
um agente anti- QS, pois ap6s o tratamento houve uma regulacdo negativa
significativa do gene hld. Todos esses efeitos provavelmente estdo relacionados a
presenca de compostos fendlicos como carvacrol, c- terpineno, a-terpineno e timol
nos OEs (SHARIFI et al., 2018).

A anélise cromatografica do OE de folhas de Melaleuca armillaris revelou a
presenca do componente majoritario (72,3%) 1,8-cineol e, em menor proporc¢ao,
limoneno (7,8%) e alfa pineno (6,0%). Esse OE apresentou potencial
antibacteriano contra cepas de S. aureus isoladas de mastite bovina (CMI de 12,5

pML/mL em pH 6,5-7,4; CMI de 6,25 uL/mL em pH 5) e demonstrou forte sinergismo
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(FIC 0.38) em combinacdo com rifaximina, reduzindo a CMI em até 8 vezes
(BULDAIN et al., 2020).

OEs de Thymus capitatus, Cinnamomum zeylanicum, Thymus serpyllum,
Helichryhsum italicum e Satureja montana apresentaram efeito bacteriostético
(CMI variando de 0,94 a 14.73 g/mL e CMB de 1,86 a 58,94 g/mL) sobre bactérias
isoladas de ovelhas com mastite; adicionalmente, a mistura desses OEs (T.
capitatus 40%, C. zeylanicum 20%, T. serpyllum 20%, H. italicum 20% e S.
montana 20%) apresentou CMI e CMB de 0,47 g/mL, sugerindo um efeito sinérgico
entre seus componentes (FRATINI et al, 2021). OEs de Lippia origanoides (alecrim
pimenta), Lippia alba (erva cidreira) e Cymbopogon citratus (capim-santo)
contendo carvacrol, citral, neral, geraniol foram citotoxicos para 15 isolados de
mastite em caprinos e ovinos, 0s quais foram identificados como Staphylococcus
spp. e S. aureus (FURLANI et al., 2021).

2.3. Lectinas

Lectinas constituem um grupo versatil de proteinas cuja atividade pode estar
relacionada com estratégias de defesa, mas ndo sdo produzidas em resposta a
sensibilizagdo por um antigeno. Essas proteinas tém como caracteristica a
capacidade de ligar carboidratos através de dominio de reconhecimento (CRD,
carbohydrate-recognizing domain) cuja interacdo ocorre de forma especifica e
reversivel, sem alterar a estrutura covalente dos mono, oligo ou polissacarideos
que interagem com ele (HENDRICKSON; ZHERDEYV, 2018). Os CRDs das lectinas
interagem com seus ligantes através de ligacbes de hidrogénio, interacdes
hidrofébicas e de Van der Waals (COELHO et al., 2017).

Apesar das lectinas serem expressas por outros seres como virus, fungos,
cianobactérias e animais, as plantas representam a fonte mais explorada para
bioprospeccéo de lectinas, e isso se deve a alguns fatores que incluem facilidade
de extracdo, alto rendimento e ampliacdo da especificidade a carboidratos
(PROCOPIO et al., 2017). O envolvimento dos CRDs das lectinas em diversas
atividades bioldgicas tem sido relatado, dentre as quais este trabalho destaca a
acdo antimicrobiana contra patégenos causadores de infeccbes em humanos e
outros animais (COELHO et al., 2018).
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A lectina de folhas de Caliandra surinamensis (CasuL) apresentou atividade
antibacteriana contra cepas de Staphylococcus isoladas de mastite bovina
(Ssp6PD e Sa) e caprina (Ssp5D e Ssp01), com CMI variando de 3,75 a 15 ug/mL;
em concentragfes subinibitorias, CasuL inibiu a formacdo de biofilme pelos
isolados Sa e Ssp5D e demonstrou efeito sinérgico quando combinada aos
antibioticos ampicilina e tetraciclina (PROCOPIO et al., 2019).

A inibicdo do crescimento bacteriano por lectinas tem sido atribuida a sua
capacidade de interagir com componentes da superficie celular da bactéria. Ja a
atividade antibiofiilme pode ser resultado da interacdo das proteinas com
carboidratos da superficie do biofilme, reduzindo sua espessura e desconfigurando
sua arquitetura molecular; além disso, alguns trabalhos observaram uma reducéo
na expressao dos genes que sado responsaveis pela formacdo do biofilme
bacteriano (CAVALCANTE et al., 2013; COELHO et al., 2018).

CONSIDERACOES FINAIS

Os relatos que apontam para a ineficacia do tratamento convencional da
mastite em animais leiteiros, baseado em antibioticoterapia, sdo crescentes e iSso
tem sido atribuido principalmente ao aparecimento de bactérias multirresistentes,
as quais podem se propagar através de residuos de leite e derivados. Nesse
sentido, este preocupante cenario impulsionou a busca por novas abordagens
terapéuticas, principalmente envolvendo produtos de origem natural. Os dados
previamente publicados e revisados aqui demonstram que as plantas produzem
uma grande variedade de compostos que estdo presentes em preparagcdes como
extratos e 0leos essenciais ou moléculas isoladas com atividades biolégicas. Estes
compostos atuam através de diferentes mecanismos, exibindo propriedades
antibacteriana e antibiofilme, isoladamente ou em combinagdo com outros agentes
antimicrobianos. Diante disso, 0s ingredientes vegetais com propriedades
antimicrobianas apresentam-se promissores como material de partida para
idealizacdo de novos farmacos, os quais podem vir a auxiliar no tratamento da

mastite.
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CAPITULO Il
EFEITO DO EXTRATO DE FOLHAS DE Schinus terebinthifolia SOBRE O
CRESCIMENTO, VIABILIDADE E PRODUCAO DE BIOFILME POR
Staphylococcus spp. ISOLADO DE MASTITE CAPRINA
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Resumo: A mastite € uma inflamacdo na mama que acomete principalmente
rebanhos leiteiros e geralmente ocorre devido a uma infec¢cdo por bactérias.
Extratos vegetais com atividade antimicrobiana tém sido investigados como uma
alternativa para controle de microrganismos causadores de mastite. Assim, este
trabalho avaliou o efeito do extrato salino de folhas de S. terebinthifolia (ES) sobre
isolados de Staphylococcus de mastite caprina. ES inibiu o crescimento dos
isolados Sa24, Sa32, Sspl e Ssp2 com CMI de 1800, 900, 450 e 225 ug/mL,
respectivamente, mas ndo foi agente bactericida. A andlise de cinética de
crescimento revelou que, na presenca de concentra¢des subinibitorias (1/4 e 1/2
CMI) de ES, bem como na CMI, o crescimento bacteriano foi inferior ao detectado
no controle, enquanto em concentracdes maiores ndo foi detectado crescimento
para todos os isolados testados. A formacgao de biofilmes pelos quatro isolados foi
prejudicada por ES, para o isolado Sa32 entre as concentragfes de 225 a 1800
pg/mL e para Sa24, Sspl e Ssp2 concentracdo de 450 a 1800 pg/mL.
Adicionalmente, acao sinérgica foi detectada quando ES foi combinado com os
antibiéticos carbapenema e cephalexina frente a todos os isolados testados. Em
conclusdo, o extrato de folhas de S. terebinthifolia é agente antimicrobiano ativo
contra bactérias causadoras de mastite caprina e seu potencial sinérgico quando
combinado a antibiéticos comerciais estimula a sua avaliagdo como novo

biomaterial para tratamento de mastite.

Palavras-chave: mastite, Staphylococcus, antibiofilme, extrato vegetal, sinergismo
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INTRODUCAO

A caprinocultura é parte importante dos meios de subsisténcia de pequenos
agricultores em muitos paises, principalmente em areas que detém recursos
limitados para cultivos agricolas (MILLER; LU, 2019). O Brasil é considerado o
maior pais produtor de leite de cabra da América do Sul, tendo esta producao
triplicado entre os anos de 1967 a 2017 (LU; MILLER, 2019). A qualidade
nutricional e o baixo potencial alérgico do leite de cabra séo fatores que contribuem
para o aumento na busca deste alimento e de seus derivados (AKKOU et al., 2018).
Esta ascensao da industria de cabras leiteiras tem despertado a preocupacdo em
relacdo ao bem-estar e desempenho produtivo destes animais (LEITE et al., 2020).

E reconhecido que préaticas relacionadas a manejo e higiene inadequados de
rebanhos leiteiros podem acarretar problemas a saude dos animais, incluindo a
ocorréncia de mastite (SOUZA et al.,, 2021). Caracterizada por inflamagéao na
glandula mamaéria, a mastite € uma doenca que afeta ndo s6 o bem-estar do
animal, mas também tem implicacées na saude publica e na economia (MILES;
HUSON, 2021). Os efeitos negativos da mastite na pecuaria leiteria estéo
relacionados principalmente a reducao na producédo e qualidade do leite, custos
com tratamento e mao de obra, e propagacao de infec¢des alimentares (COBIRKA;
TANCIN; SLAMA, 2020).

Na maioria dos casos, a ocorréncia de mastite em cabras resulta da acao
de microrganismos do ambiente que podem infectar os animais durante ou entre
os periodos de ordenha (MACHADO et al., 2018). Em pequenos ruminantes,
bactérias do género Staphylococcus sao consideradas o0s principais agentes
causadores de mastite (ABDALHAMED; ZEEDAN; ABOU ZEINA, 2018). Um
estudo realizado com caprinos leiteiros do Nordeste do Brasil detectou a ocorréncia
destes patdgenos em amostras de leite, e a analise microbiolégica revelou a
presenca de genes de resisténcia, bem como uma elevada frequéncia de
resisténcia fenotipica a antimicrobianos de uso humano e veterinario (ARAGAO et
al., 2021).

Os genes detectados em Staphylococcus causadores de mastite estdo, em
sua maioria, associados a producéo de fatores de viruléncia que auxiliam a bactéria
na evasdo da resposta imune do hospedeiro e da acdo de antimicrobianos
(SALABERRY et al., 2015). O biofilme, por exemplo, representa um fator de

viruléncia importante para a invasdo e manutencdo das bactérias na glandula
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mamaria (NADER et al., 2018). As células bacterianas dentro do biofilme séo
dificeis de controlar e erradicar pois recebem protecdo contra dessecacdao,
perturbacao quimica, invasao por outras bactérias, morte por células imunoldégicas,
e podem tolerar concentracdes até 1000 vezes maiores de antibidticos em
comparacao com ceélulas planctdnicas (ZHANG et al., 2020).

Tem sido reportado que 0s microrganismos causadores de mastite tém
desenvolvido multirresisténcia a antibioticoterapia convencional, e isso acarreta a
dificuldade em tratar os animais, estimulando a busca por novos agentes
antimicrobianos a partir de fontes alternativas. Neste contexto, pesquisas que
investigam a eficacia de produtos naturais frente a bactérias causadoras de mastite
tém crescido, e novos ingredientes vegetais tém sido apontados como promissores
(KLHAR et al., 2019; PASCA et al., 2020). Os extratos de plantas apresentam em
sua composi¢cao compostos fendlicos e outros fitoquimicos que podem atuar como
agentes antimicrobianos através de diferentes mecanismos, representando assim,
uma alternativa viavel aos antibidticos atualmente disponiveis; adicionalmente, a
multiplicidade de mecanismos envolvidos na acéo antimicrobiana de extratos,
decorrente da sua composicdo complexa, pode contribuir para minimizar ou
retardar o aparecimento de cepas de microrganismos resistentes (GOMES et al.,
2019; KIM et al., 2022).

Schinus terebinthifolia (Anarcadiaceae) é uma planta amplamente
encontrada na costa brasileira e distribuida desde a regido Nordeste até a regido
Sul (CARVALHO et al., 2013). Comumente conhecida como aroeira da praia ou
aroeira vermelha, esta planta é reconhecida pelo uso na medicina tradicional para
o tratamento de doencas do trato urinario e respiratorio, e ainda por exibir
propriedades anti-inflamatorias e cicatrizantes (FEDEL-MIYASATO et al., 2014;
FALCAO et al., 2015; ROSAS et al., 2015). Extratos da casca e folha tém
demonstrado diferentes atividades bioldgicas, entre elas, atividade antibacteriana
(GOMES et al., 2013; CARMINATE et al., 2017), e inseticida (PROCOPIO et al.,
2015; CAMAROTI et al., 2018; SILVA et al., 2019).

Considerando os relatos anteriores das propriedades antimicrobianas de S.
terebinthifolia e o potencial farmacoldgico de extratos vegetais frente a bactérias
patogénicas, este estudo avaliou as atividades antibacteriana e antibiofiime do

extrato salino de folhas de S. terebinthifolia contra Staphylococcus spp. isolados
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de mastite em cabras. Em adi¢éo, investigamos os efeitos da combinagcédo do

extrato com antibioticos no crescimento microbiano.

2. METODOLOGIA:

2.1 Linhagens bacterianas, condi¢cdes de cultivo e preparacdo das amostras

Cepas de isoladas de mastite, nomeadas como S. aureus 24 (Sa24), S.
aureus 32 (Sa32), Staphylococcus sp. 1 (Sspl) e Staphylococcus sp. 2 (Ssp2)
foram mantidas em Caldo Mueller Hinton contendo glicerol 10% (v/v) a 20°C. Para
realizacdo dos experimentos, as bactérias foram cultivadas em meio Agar Mueller
Hinton overnight a 37°C. Em seguida, as col6nias foram ressuspendidas em
solucdo salina estérii (NaCl 0,15M) e ajustadas turbidimetricamente a um
comprimento de onda de 600 nm (DOsoo) para a obtencéo de suspenséo bacteriana
de 3 x 10° UFC/mL. Para o ensaio, as amostras foram filtradas em filtro de seringa
PVDF 13 mm x 0,22 um estéreis.

2.2 Preparacéo do extrato

Folhas de S. terebinthifolia foram coletadas na UFRPE, municipio de Recife
(Pernambuco, Brasil), com autorizacdo (36.301) do Instituto Chico Mendes de
Conservacao da Biodiversidade (ICMBio) do Ministério do Meio Ambiente. O
acesso ao material vegetal foi registrado no Sistema Nacional de Gestdo do
Patrimoénio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado - SisGen sob o
protocolo A68A2BA. ApGs secas ao ar (28 + 2° C; 5 dias), as folhas foram trituradas
e misturadas com NaCl 0,15M (na propor¢ao de 9:1, p/v) durante 16 h, utilizando
um agitador magnético. Em seguida, a mistura foi submetida a filtracdo em gaze,
e o filtrado foi centrifugado (3000g, 15 min, 4°C). O sobrenadante foi denominado

extrato salino (ES).

2.3 Determinacédo da concentracdo minima inibitéria e minima bactericida:
Para determinar a concentragdo minima inibitéria (CMI) das amostras foi
realizado o ensaio de microdiluicéo proposto pelo Instituto de Normas Laboratoriais
e Clinicas (CLSI, 2018). A amostra (80 pL; 0,57 mg) foi adicionada em placas de
microtitulacdo de 96 pocos, no terceiro e quarto pogco a partir do qual foi diluida

seriadamente em agua destilada estéril até o décimo segundo poco da mesma
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fileira. Posteriormente, 40 uL do meio caldo Mueller Hinton foram adicionados em
todos os pocgos, exceto no primeiro, que foi preenchido com 200 ul do meio de
cultura, correspondendo ao controle de esterilidade. A suspenséo bacteriana (80
ul; 3 x 10 UFC/mI) foram acrescentadas do segundo poco até o Ultimo poco da
fileira. O segundo poc¢o (que contém microrganismos na auséncia da amostra)
correspondeu ao controle de crescimento de 100%. As placas foram incubadas a
37°C e a densidade optica foi medida no tempo zero e apos 24 h de incubacéo
usando um leitor de microplacas. A concentragdo minima inibitéria (CMI)
correspondeu a menor concentracdo da amostra capaz de promover a reducéo
>50% na densidade 6ptica, em comparagao ao controle de crescimento 100%.
Para a determinacdo da CMB, aliquotas (10 pl) dos pocos contendo
concentragdes das amostras =CMI foram inoculados em placas de petri contendo
meio Agar Mueller Hinton, que foram posteriormente incubados a 37 °C por 24h. A
CMB correspondeu a menor concentracdo da amostra capaz de reduzir o nimero
de UFC em 99,9% em relacdo ao inoculo inicial. Cada ensaio foi realizado em

triplicata e trés experimentos independentes foram realizados.

2.4 Curvas de crescimento

Curvas de crescimento foram estabelecidas durante 24 horas para monitorar
do comportamento celular de. isolados de mastite na auséncia ou na presenca do
ES em diferentes concentrag¢des (1/4 CMI; ¥ CMI, CMI, 2x CMI e 4x CMI). O ensaio
foi realizado em microplacas de 96 pocos como descrito na secédo anterior. O
primeiro pog¢o correspondeu ao controle de esterilidade, o segundo poco
correspondeu ao controle de crescimento de 100% e do terceiro ao sétimo poco
corresponderam aos tratamentos com o ES. A microplaca foi incubada a 37 °C e a
DOeoo foi determinada a cada hora. Trés experimentos independentes foram

realizados em triplicata.

2.5 Ensaio antibiofilme

A capacidade do ES em prevenir ou reduzir a formacao de biofilme foi
determinada com base no método do cristal violeta (Trentin et al., 2011). O ensaio
foi realizado em microplacas de 96 pocos de poliestireno estéreis, nos quais foram
adicionados em cada pogo, 80 pL de suspensdo microbiana (108 UFC/mL em NaCl
0,15 M), 80 yL do ES (nas concentragdes finais de 7,03-1800ug/mL) em agua Milli-
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Q e 40 yL de MHB. Para o controle de células nao tratadas (100% de crescimento
do biofilme) ES foi substituido por agua Milli-Q. A DOeoo foi registrada no inicio do
experimento e a microplaca foi incubada a 37°. O crescimento bacteriano foi
avaliado pelo aumento da DOeoo ap0s 24h de incubagcdo. Em seguida, as células
ndo aderentes foram removidas dos pocos apos trés lavagens com NacCl 0,15 M.
Os biofilmes foram pré-fixados com metanol absoluto durante 30 min a 50° C.
Entado o biofilme foi corado com cristal violeta 0,4% (p/v) durante 25 min em 25° C.
O cristal violeta nao ligado foi removido com agua destilada e o corante ligado ao
biofilme foi solubilizado com etanol absoluto por 15 min, e a absorbancia foi medida
a 570 nm.

2.6 Sinergismo

Os efeitos sinérgicos entre o ES e os antibiéticos carbapenema e
cephalexina foram avaliados utilizando o método descrito por Pilai et al (2005).
Cada experimento correspondeu a duas fileiras de uma microplaca de 96 pocos.
O primeiro pogo correspondeu ao controle de esterilidade e continha 200 pL de
meio de cultura. O segundo pogo correspondeu ao controle de crescimento 100%.
ES foi adicionado (80 uL; 0,57 mg) ao quarto poco da primeira linha e diluicdo
seriada em agua Milli-Q estéril foi realizada até o penultimo poco da segunda linha.
Em seguida, 80 pul do antibiético em decrescentes concentra¢cbes foram
adicionados do penultimo po¢o da segunda linha até o quarto poco da primeira fila.
O terceiro pogo da primeira linha continha apenas ES (80 ul, 4xCMI) e o ultimo
poco do segundo a segunda linha continha apenas antibiético (80 pl, 200ug/mL).
Cada poco, exceto o primeiro, foi inoculado com suspensdo (80 uL a 3 x 10°
CFU/mL) e incubada a 37 ° C. O experimento foi seguido pela medi¢céo do OD 600
no tempo zero e apdés 24 h. A avaliagdo da interacdo entre os diferentes
tratamentos foi realizada através da determinacdo do indice de concentracio
inibitéria fracionaria (2FIC), como segue: 2FIC = (MIC do ES em combinacao / MIC
de ES sozinho) + (MIC do antibiético em combinacgéo / MIC do antibiotico sozinho).
As combinagbes foram classificadas como sinérgicas (2FIC<0,5), aditiva (£FIC
0.5-1.0), indiferente (ZFIC 1.0 — < 4.0) ou antagonista (XFIC >4.0).
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2.7 Andlise estatistica

Todos os dados foram expressos como a média ou a média percentual *
desvio padréo (DP) de trés experimentos independentes realizados em triplicatas.
ANOVA unilateral (significancia em p <0,05) foi conduzida usando Graphpad Prism
8. As diferencas significativas entre os grupos de tratamento foram analisadas e
as diferencas estatisticas foram determinadas usando o teste de intervalo de

Tukey; um valor de p <0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base em estudos que apontam o potencial antimicrobiano de produtos
de origem vegetal e sua possivel utilizagdo no tratamento de infeccdes, este
trabalho foi conduzido para testar a hipétese de que o extrato de folhas de S.
terebinthifolia prejudica o crescimento, a sobrevivéncia e a formacéao de biofilmes
por bactérias isoladas de mastite caprina (GOMES et al., 2019; ABDI; DEGO et al,
2019).

Quando ES foi submetido a investigacédo da presenca de lectina, uma AH
especifica de 44,61 foi revelada, confirmando a presenca de StelLL, enquanto a
avaliacdo do potencial antimicrobiano mostrou ES como um agente bacteriostéatico
contra os isolados causadores de mastite caprina Sa24, Sa32, Sspl e Ssp2. Os
valores de CMI estdo apresentados na Tabela 2 e variam de 225 a 1800 pg/mL.
Por outro lado, ES nao exerceu efeito bactericida sobre as espécies testadas.

ES foi obtido através do mesmo protocolo previamente reportado em
trabalhos que mostraram que o0 extrato contém uma lectina ligadora de quitina
glicosilada e ion dependente com 14 kDa de massa molecular, além de
proantocianidinas poliméricas, taninos hidrolisaveis, flavonoides heterosideos e
agliconas, derivados do acido cinamico, bem como tragos de esteroides (GOMES
et al., 2013; PROCOPIO et al., 2015; SANTOS et al., 2022). E possivel que estes
metabolitos secundarios ou SteLL estejam envolvidos na acdo antibacteriana de
ES, uma vez que estudos tém relatado efeitos deletérios dessas classes de
compostos para outras bactérias (GOMES et al., 2013; RUWIZHI; ADERIBIGBE,
2020; ALLEMAILEM, 2021).

Diferentes mecanismos ja foram relatados para a atividade antibacteriana
dos antibidticos naturais, tais como inibicdo de enzimas e toxinas, bloqueio da

sintese da parede celular, ruptura da membrana bacteriana, entre outros (FARHA
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et al.,, 2020; BIHARIEE et al., 2020). A eficiéncia antibacteriana de ES contra
Staphylococcus sp. e S. aureus causadores de mastite em cabras foi similar aquela
reportada para os Oleos essenciais das plantas: Lippia origanoides (alecrim-
pimenta), Lippia alba (erva cidreira) e Cymbopogon citratus (capim-santo) com
CMI de 560, 1173 e 1280 pg/mL, respectivamente (FURLANI et al., 2020).

Tabelal: Concentragdo minima inibitéria (CMI) e minima bactericida (CMB) do extrato salino de

Schinus terebinthifolia (ES) frente a espécies de Sthaphylococcus causadoras de mastite.

ES
Bactéria CMI CMB
S.aureus 24 (Sa24) 1800 ND
S.aureus 32 (Sa32) 900 ND
Sthaphylococcus sp.(Ssp1) 450 ND
Sthaphylococcus sp. (Ssp2) 225 ND

CMI e CMB expressos em pg/ml. ND: ndo detectado.

Uma vez que ES apresentou efeito bacteriostatico, a cinética de crescimento
bacteriano foi investigada, e as curvas de crescimento (Figura 1) indicaram que ES
a Y4CMI mostrou efeito semelhantes em todas as linhagens testadas, com
crescimento maior que o controle no inicio do experimento e uma gradual reducéo
entre 12 e 16 h. Por outro lado, ES a %CMI acarretou menor crescimento
comparado ao controle, exceto para Sa 32, que apresentou crescimento maior ou
igual ao controle até a 132 h. Quando avaliado em concentracdo equivalente a CMI,
ES prejudicou o crescimento das colbnias de bactérias desde as primeiras horas
de incubacéo, e esse achado se manteve constante até o fim do experimento.
Como esperado, ES nas concentragdes equivalentes a 2xCMI e 4xCMI né&o foi
detectado crescimento bacteriano em nenhuma das cepas, até o final do

experimento.
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Figura 1: Curvas de crescimento (24 h) de S. aureus 24 (A), S. aureus 32 (B), Sthaphylococcus sp.
1 (C) e Sthaphylococcus sp. 2 (D) na auséncia (controle negativo) ou presenca do extrato salino de
Schinus terebinthifolia em diferentes concentracdes. Os dados foram expressos como a média +

desvio padrdo (SD) de trés experimentos.
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Outros estudos avaliaram a cinética de ag&o bacteriostatica de compostos
vegetais para isolados de mastite caprina. A lectina dos foliolos das folhas de
Caliandra surinamensis - CasulL, em combinacdo com o antibiético tetraciclina,
reduziu o crescimento de Staphylococcus aureus apds 4 h de exposi¢ao
(PROCOPIO et al., 2019).

A habilidade das espécies causadoras de mastite formar biofilmes |hes
permite aderir e persistir na glandula mamaria aumentando a resisténcia a terapia
antibidtica, o que consequentemente reduz a possibilidade de erradicar infeccées
(CHENG et al.,, 2020). Os biofiimes s&o agregados microbianos complexos
envolvidos por uma matriz polimérica extracelular capazes de aderir a superficies
vivas ou inertes. Sao considerados fator de viruléncia bacteriano que oferece
vantagens adaptativas ao proteger as bactérias dos mecanismos de defesa do

hospedeiro (ZHANG et al., 2020). Alguns autores tém considerado que 0 uso de
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extratos vegetais como agentes antibiofilmes, dada sua origem natural, é seguro
(FRASSINETI et al., 2020).

Quando ES foi avaliado quanto ao efeito antibiofilme, foi observada inibicéo
significativa da formagao de biofilme pelo isolado Sa32 entre as concentragdes de
225 a 1800 pg/mL. Por outro lado, os isolados Sa24, Sspl e Ssp2 foram menos
sensiveis a este efeito, uma vez que a inibicdo da formacéao de biofilmes ocorreu a
partir da concentracdo de 450 pg/mL (Figura 2). Contudo, ES nao foi capaz de
destruir biofilmes pré-formados (Figura 3).

Outros extratos de plantas tém sido avaliados quanto a atividade antibiofilme
contra causadores de mastite. Extratos de Hymenaea martiana reduziram a
producado de biofilme por Staphylococcus spp. isolados de mastite subclinica em
cabras (PEIXOTO, et al., 2020). O extrato hexanico de Croton urucurana inibiu a
formacdo (88,94%) e erradicou (50,03%) biofilmes pré-formados de S. aureus
isoladas de leite de vacas portadoras de mastite (NADER et al., 2018). O efeito
antibiofime dos extratos vegetais pode resultar da interacdo entre seus
constituintes e receptores de adesao celular, levando a formacdo de poros na
membrana e ao desequilibrio do potencial transmembrana (LAHIRI et al., 2019).
Além disso, pode ocorrer inibicdo do processo de sinalizagdo coletiva realizado
pelas células bacterianas, denominado de QS, crucial para a formacao de biofilme
(SILVA et al., 2016).
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Figura 2: Formacéao de biofilme de S. aureus 24 (A), S. aureus 32 (B), Sthaphylococcus sp. 1 (C)
e Sthaphylococcus sp. 2 (D) na auséncia (controle negativo) ou na presenca do extrato salino de
Schinus terebinthifolia. A formacé&o de biofilme foi avaliada pelo método de cristal violeta e pela
medi¢@o da densidade oOptica a 570 nm. Coluna azul corresponde a crescimento bacteriano e
coluna vermelha a formacéo de biofilme. Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p <0,05)

entre os tratamentos e o controle negativo.
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Figura 3: Efeito do extrato salino de Schinus terebinthifolia sobre biofilmes pré-formados de cepas
de S. aureus 24 (A), S. aureus 32 (B), Sthaphylococcus sp. 1 (C) e Sthaphylococcus sp. 2 (D). Os
valores obtidos para o biofilme néo tratado (controle ndo tratado) corresponderam a 100% da
biomassa do biofilme. Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p <0,05) entre os
tratamentos.
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Por causa dos seus efeitos deletérios frente aos isolados de mastite, este
trabalho hipotetizou que ES poderia apresentar efeito sinérgico quando combinado
com antibidticos padréao (cefalexina e carbapenema). Os resultados confirmaram
esta hipotese ao revelar valores de XFIC menores que 0,5 (Tabela 2),
caracterizando o efeito sinérgico da combinacao para todos os isolados. Este é um
resultado interessante, pois ao acarretar a reducdo dos valores de CMI dos
antibioticos, a combinacdo com ES pode reduzir os seus efeitos adversos.

A terapia combinada é uma abordagem alternativa promissora para
aumentar o espectro de acao antibacteriana sobre patégenos resistentes. Esta
terapia compreende a combinagdo de duas ou mais drogas visando alcangar um
efeito maior do que a adicdo dos efeitos individuais (SANTOS; PORTO;
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CAVALCANTI, 2021). Assim, pesquisas que investigam o potencial da combinagé&o
de antibidticos com antimicrobianos vegetais tém sido realizadas com o objetivo de
apontar novas estratégias terapéuticas para tratamento de mastite (MAIA et al.,
2018; BULDAIN et al., 2020). O extrato etanolico de Ocimum tenuiflorum, exibiu
efeito sinérgico quando combinado com os antibiéticos penicilina ou amoxicilina-
acido clavulanico, bem como efeito aditivo com Cefazolina e Gentamicina contra

patdgenos importantes para a mastite (SRICHOCK et al., 2022).

Tabela 2: Avaliacdo da atividade antibacteriana do extrato salino de Schinus terebinthifolia e

drogas padrédo (separados ou em combinacao) contra espécies de Sthaphylococcus causadoras

de mastite.
Avalicdo
Bactéria CMmI CMI em combinagéo >CIF Efeito da
combinacao
Extrato  Antibi6tico Extrato Antibi6tico
Cephalexina Cephalexina
S. aureus 24 (Sa24) 16 0,44 0,62 0,039 Sinergismo
1800 Carbapenema Carbapenema
8 0,11 25 0,312 Sinergismo
Cephalexina Cephalexina
900 16 14,06 0,019 0,016 Sinergismo
S. aureus 32 (Sa32) Carbapenema Carbapenema
8 112,5 0,002 0,125 Sinergismo
Cephalexina Cephalexina
Sthaphylococcus sp. 16 0,88 0,31 0,021 Sinergismo
(Sspl) 450 Carbapenema Carbapenema
8 28 0,009 0,063 Sinergismo
Cephalexina Cephalexina
Sthaphylococcus sp. 16 1,76 0,16 0,017 Sinergismo
(Ssp2) 225 Carbapenema Carbapenema
8 3,51 0,078 0,025 Sinergismo

4. CONCLUSAO
O extrato salino de S. terebinthifolia € um agente antimicrobiano contra
espécies de Staphylococcus isolados de mastite caprina por inibir o crescimento
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bacteriano e a formacdo de biofiimes, além de atuar de modo sinérgico em
combinacéo com antibioticos padrdo. Os achados relatados aqui estimulam estudos

sobre a toxicidade do extrato em animais leiteiros a fim de utiliza-lo de forma segura.
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Resumo: Staphylococcus aureus é uma bactéria patogénica causadora de
infecgdes, principalmente no ambiente hospitalar. Sua habilidade em formar
biofilmes, comunidades microbianas complexas, é um fator determinante de sua
viruléncia e contribui fortemente para a resisténcia microbiana. Nesse sentido, tem
crescido a busca por compostos de origem natural com atividade antimicrobiana
gue sejam mais efetivos e menos toxicos para células do hospedeiro. SteLL é uma
lectina de folhas de Schinus terebinthifolia Raddi (Anacardiaceae) com acéo
antimicrobiana previamente relatada. Aqui o potencial antibacteriano e antibiofilme
de SteLL contra isolados de Staphylococcus aureus, sensivel (UFPEDA 02) e
resistente a oxacilina (UFPEDA 670) é reportado. STeLL foi agente bacteriostatico
e bactericida para os isolados UFPEDA 02 e UFPEDA 670 com CMI de 12,5 e 25
pMg/mL e CMB de 50 e 100 ug/mL, respectivamente. A cinética de crescimento das
células tratadas com SteLL revelou que houve inibicdo do crescimento de forma
dose-dependente. StelLL causou alteragcbes relacionadas a tamanho e
complexidade nas células de S. aureus e inibiu a formagéao de biofilme de UFPEDA
02 nas concentracdes entre 25 e 400 ug/mL e de UFPEDA 670 entre 100 e 400
pg/mL. Em concluséo, SteLL é um agente antibacteriano contra Staphylococcus
aureus por inibir o crescimento, promover morte celular e inibir a formacao de

biofiime bacteriano.

Palavras-chave: Antimicrobianos naturais, biofilme, lectina, microrganismo

resistente, aroeira.
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1 INTRODUCAO

A crescente disseminacdo de microrganismos resistentes se tornou um
problema de saude publica de proporcéo global e este fenbmeno esta associado
ao uso extensivo de antimicrobianos (HU; LOGUE; ROBINSON, 2020). No que se
refere as bactérias, o dinamismo de sua biologia, que abrange uma plasticidade
genética e alta taxa de reproducéo, impulsiona o continuo surgimento e aquisicao
de novos mecanismos que lhes permitem sobreviver a exposicdo aos antibiéticos
(ASENJO; OTEO-IGLESIAS; ALOS, 2021). Os impactos de infeccbes causadas
por bactérias resistentes em comparacdo as adquiridas por microrganismos
suscetiveis compreendem uma maior morbidade e mortalidade dos pacientes,
aumento no tempo de permanéncia hospitalar e nos custos de tratamento
(ABUSHAHEEN et al., 2020).

Staphylococcus aureus € uma bactéria patogénica altamente relevante para
a ocorréncia de doencas infecciosas, sendo uma das principais causas de
endocardite, osteomielite, infeccbes na pele e tecidos moles e infeccdes
relacionadas a dispositivos (TONG et al., 2015). Esta espécie € conhecida por
adquirir resisténcia aos antibioticos da classe dos B-lactamicos, como por exemplo
a oxacilina, através de mecanismos mediados pela enzima B-lactamase e por
Proteinas de ligagdo a Penicilina, representando um desafio para a
antibiocoterapia (COSTA et al., 2018). Além da resisténcia, S. aureus produz
fatores de viruléncia que elevam sua patogenicidade e auxiliam na evasédo do
sistema imune do hospedeiro, entre estes fatores destaca-se a formacao de
biofilme (PARASTAN et al., 2020).

Biofilmes sdo comunidades complexas de microrganismos inseridos em uma
matriz polimérica extracelular, composta de exopolissacarideos, proteinas, acidos
teicoicos, enzimas e DNA extracelular (YIN et al., 2019). A formacao de biofilme
representa uma vantagem adaptativa pelo fato de conferir uma maior protecéo as
células microbianas, permitindo o seu crescimento e sobrevivéncia nos mais
variados ambientes, sejam eles bidticos ou abidticos (SANTOS et al.,, 2018).
Infeccbes associadas a biofilmes formados por S. aureus impdem desafios
terapéuticos notaveis em clinicas em todo o mundo, por isso a busca por métodos
alternativos de controle tém se intensificado (SCHILCHER; HORSWILL, 2020).
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Lectinas sdo proteinas que possuem origem ndo imune com capacidade de
se ligar a carboidratos de forma especifica e reversivel e estdo distribuidas
amplamente em toda a natureza (COELHO et al.,, 2018). As lectinas vegetais
exibem uma grande variedade de atividades biolégicas, entre elas, atividade
antimicrobiana (MOURA et al., 2021; SILVA et al., 2019). A acdo antimicrobiana
destas moléculas resulta do reconhecimento e ligacao a carboidratos presentes na
superficie celular dos microorganismos. Os principais mecanismos envolvidos na
atividade antibacteriana e antibiofilme das lectinas incluem formagé&o de poros que
causam alteragcOes na permeabilizagdo da membrana bacteriana e interferéncia no
sistema de sinalizagdo quorum sensing, diminuindo a expressdo de genes
necessarios para o desenvolvimento do biofime (PROCOPIO et al., 2017;
COELHO et al., 2018).

SteLL € uma lectina isolada de folhas de Schinus terebinthifolia
(Anarcadiaceae), uma planta nativa da costa brasileira conhecida por suas
propriedades terapéuticas na medicina popular (FALCAO et al., 2015). E uma
lectina capaz de se ligar a quitina, com massa molecular de 14kDa e é termoestavel
(GOMES et al., 2013). Estudos anteriores revelaram que StelLL possui uma ampla
gama de atividades biolégicas, incluindo, atividade antibacteriana e antifingica
contra patégenos de interesse médico, efeitos antinutricionais em adultos de
Sitophilus zeamais, atividade antitumoral contra sarcoma 180, atividade
imunomoduladora em macréfagos infectados e esplendcitos de camundongos
(CAMAROTI et al., 2018; RAMOS et al., 2019; LIMA et al., 2019; SANTOS et al.,
2020; GOMES et al., 2013).

Com base na utilizacdo de S. terebinthifolia na medicina popular para diversos
fins e no reconhecido potencial biotecnoldgico da lectina isolada de suas folhas, o
objetivo deste estudo foi avaliar o efeito antibacteriano de SteLL, no crescimento e
sobrevivéncia de cepas de Staphylococcus aureus sensivel ou resistente a
Oxacilina. Em adicao, investigamos o efeito da lectina na formacao e erradicacao

de biofilmes destas cepas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Linhagens bacterianas, condi¢cfes de cultivo e preparacdo das amostras
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Neste estudo foram utilizadas cepas de Staphylococcus aureus sensivel e
resistente a oxacilina (UFPEDA-02 e UFPEDA-670, respectivamente), fornecidas
pela colecdo de cultura (WDCM 114) do Departamento de Antibidticos da
Universidade Federal de Pernambuco. As bactérias foram mantidas em Caldo
Mueller Hinton contendo glicerol 10% (v/v) a 20°C. Para realizacdo dos
experimentos, as bactérias foram cultivadas em meio agar Mueller Hinton overnight
a 37°C. Em seguida, as colbnias foram ressuspendidas em solucéo salina estéril
(NaCl 0,15M) e ajustadas turbidimetricamente a um comprimento de onda de 600
nm (DO..) para a obtencéo de suspencdo bacteriana de 3 x 106 UFC/mL. Para o
ensaio, as amostras foram filtradas em filtro de seringa PVDF 13 mm x 0,22 um

estéreis.

2.2 Preparacéo do extrato e isolamento da lectina

As folhas foram coletadas na Universidade Federal Rural de Pernambuco,
municipio de Recife (Pernambuco, Brasil), com autorizacdo (36.301) do Instituto
Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade (ICMBio) do Ministério do Meio
Ambiente. O acesso ao material vegetal foi registrado no Sistema Nacional de
Gestdo do Patrimbénio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado -
SisGen sob o protocolo A68A2BA. As folhas foram trituradas e, em seguida,
misturada com NaCl 0,15M (na proporcéo de 9:1, p/v) durante 16 h, utilizando um
agitador magnético. A mistura foi entdo submetida a filtracao através de gaze, e 0
filtrado foi centrifugado (3000g, 15 min, 4°C). O sobrenadante foi denominado
extrato salino (ES). STelLL foi isolada de folhas de S. terebinthifolia, conforme
descrito por Gomes et al. (2013). O ES foi aplicado a coluna de quitina (Sigma-
Aldrich, EUA) (7,5 x 1,5 cm) equilibrada com NaCl 0,15 M e a lectina StelLL
adsorvida foi recuperada por eluicdo com &cido acético 1,0 M e dialisada contra

agua destilada (6h, 4°C) para remocéao do eluente.

2.3 Concentracao de proteinas e atividade hemaglutinante (AH)

A concentracdo de proteina foi determinada de acordo com Lowry et al.
(1951) usando albumina sérica bovina (31,25-500 ug/mL) como padrao. A AH foi
determinada como descrito por Silva et al. (2016) usando suspenséao de eritrécitos
de coelho (2,5% v/v) previamente tratados com glutaraldeido (BING; WEYAND;
STAVITSKY, 1967)A coleta de eritrocitos foi aprovada pelo Comité de Etica em
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Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Pernambuco (processo
23076.033782 / 2015-70). No ensaio de AH, STeLL (50 uL) foi diluida serialmente
em NacCl 0,15 M em uma linha de microplaca de 96 pocos com fundo em V, e em
seguida a suspensado de eritrocitos (50 pL) foi adicionada em cada pogo; no
controle negativo, os eritrocitos foram incubados com NaCl 0,15 M. Apoés
incubacdo durante 45 min a 28°C, o numero de unidades de AH (UAH) foi
determinado como da maior diluicdo da amostra que promoveu a aglutinacao total
dos eritrécitos de coelho. A AH especifica foi definida como a razéo entre o UAH e
a concentracdo de proteina (mg/mL).

2.4 Determinacdo da concentracdo minima inibitoria (CMI) e minima
bactericida (CMB)

A CMI das amostras foi determinada pelo ensaio de microtitulagdo proposto
pelo Instituto de Normas Laboratoriais e Clinicas (CLSI, 2018). Em placas de
microtitulacdo de 96 pocos, a amostra foi adicionada (80 pl) no terceiro e quarto
poco a partir do qual foi diluida seriadamente em agua destilada estéril até o
décimo segundo poco da mesma fileira. Posteriormente, 40 pl do meio caldo
Mueller Hinton foram adicionados em todos 0s pog¢os, exceto no primeiro, que foi
preenchido com 200 pl do meio de cultura, correspondendo ao controle de
esterilidade. A suspenséo bacteriana (80 pl; 3 x 108 UFC/ml) foram acrescentadas
do segundo poco até o ultimo poco da fileira. O segundo poco (que contém
microrganismos na auséncia da amostra) correspondeu ao controle de
crescimento de 100%. As placas foram incubadas a 37°C ou 30° C e a densidade
optica foi medida no tempo zero e apds 24 h de incubagcdo usando um leitor de
microplacas. A concentracdo minima inibitéria (CMI) correspondeu a menor
concentracdo da amostra capaz de promover a reducdo =50% na densidade
Optica, em comparacado ao controle de crescimento 100%.

Para a determinacdo da CMB, aliquotas (10 pl) dos pocos contendo
concentragdes das amostras 2CMI foram inoculados em placas de petri contendo
meio agar Mueller Hinton, que foram posteriormente incubados a 37 °C por 24h. O
CMB/CMF correspondeu a menor concentracdo da amostra capaz de reduzir o
namero de UFC em 99,9% em relacdo ao inoculo inicial. Cada ensaio foi realizado

em triplicata e trés experimentos independentes foram realizados.
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2.5 Curvas de crescimento de S. aureus sensiveis ou resistentes a oxacilina

Para monitoramento do crescimento celular bacteriano na presenca ou na
auséncia de StelLL foram estabelecidas curvas de crescimento durante 20 h. O
ensaio foi realizado em microplacas de 96 pogos como descrito na secéo 2.4. O
primeiro po¢o correspondeu ao controle de esterilidade, o segundo poco
correspondeu ao controle de crescimento de 100% e do terceiro ao quinto pogo
corresponderam a tratamentos com StelL a 2xCMI, CMI e ¥CMI,
respectivamente. A microplaca foi incubada a 37 °C e a DOeoo foi determinada a
cada hora. Trés experimentos independentes foram realizados em triplicata.

2.6 Andlise da viabilidade bacteriana por citometria de fluxo

A viabilidade de células bacterianas tratadas com SteLL foi avaliada
utilizando o Kit Cell Viability da BD Biosciences (San Jose, CA, EUA). As bactérias
foram incubadas conforme descrito na secédo 2.4 com StelLL na CMI. O controle
negativo foi preparado adicionando agua destilada em substituicdo de SteLL. Para
0 controle positivo, as células foram tratadas com alcool isopropilico a 70% (v/v)
durante 1 h antes da andlise. As amostras foram centrifugadas (10.000 x g, 10 min,
25°C) e os pellets contendo as células foram lavados trés vezes com PBS 0,1 M
em pH 7,2. Em seguida, 42 uM de laranja de tiazol (OT, 5 uL) e iodeto de propidio
4,3 uM (PI, 5 pL) foram adicionados as amostras, as quais foram submetidas a
vortex e incubadas por 5 min a 25 °C. Os dados foram obtidos em um citbmetro
BD Accuri C6 (BD Biosciences) com um limiar de SSC de 200 e interrompido ap6s
a propagacao de 20.000 eventos para cada amostra. A analise foi realizada no
software BD Accuri C6. Os resultados foram apresentados como graficos de pontos

FL1 vs. FL3 e a fluorescéncia da média FL3 (coloracéo PI).

2.7 Formagéo de biofilmes bacterianos mono e multicepas

A formacéo do biofilme de S. aureus foi avaliada utilizando-se o método do
cristal violeta. Para biofilmes das cepas estudadas foi estabelecido o protocolo de
formacdo com a escolha do melhor meio de cultura, dentre os caldos Mueller
Hinton (MH), Triptona de Soja (TSB) e Infusdo Cérebro-Coragdo (BHI),
suplementados ou ndo com 1% de glicose. Em placas de microtitulagdo de
poliestireno de fundo chato cada poco foi adicionado 80 pl de agua Milli-Q, 40 pl

do meio de cultura liquido e 80 ul da suspenséo bacteriana (102 UFC/ml; em



68

solucdo salina estéril), de um ou mais in6culos bacterianos, para o
desenvolvimento de biofilmes mono e multicepas, respectivamente. A DO, foi
obtida no tempo zero, as placas foram incubadas a 37 °C por 24h e, ap0s esse
periodo, a DO. foi obtida novamente a fim de se verificar o crescimento bacteriano.
A etapa seguinte correspondeu a andlise da formacédo do biofilme que ocorre apos
a remocdo do conteudo (células ndo aderidas) de cada poco da placa.
Adicionalmente, os pocos foram lavados com NaCl a 0,9 % estéril (trés vezes) e
os biofilmes (células aderidas a placa de poliestireno) foram incubados a 60°C por
60 min para fixagao e, em seguida, marcados com cristal violeta 0,4% (p/v) por 15
min a 25°C. Os pocos foram lavados com agua para remocéao do cristal violeta ndo
aderido e, posteriormente, o corante aderido ao biofilme foi solubilizado em etanol
absoluto (15 min) e a absorbancia a 570 nm foi mensurada. Todos os experimentos
foram realizados em triplicata. Em cada caso, o melhor meio de cultura para

crescimento do biofilme foi escolhido para os préoximos experimentos.

2.8 Ensaio antibiofilme

A formacdo de biofilme foi avaliada em microplacas de 96 pocos de
poliestireno estéreis pelo método do cristal violeta (Trentin et al., 2011). Em cada
poco do teste foram adicionados, 80 uL de suspensao microbiana (10: UFC/mL em
NaCl 0,15 M), 80 yL de SteLL (nas concentragdes finais de 200-1,56ug/mL) em
agua Milli-Q e 40 yL de MHB. Para o controle de células nao tratadas (100% de
crescimento do biofilme) SteLL foi substituida por agua Milli-Q. O crescimento
bacteriano foi avaliado pelo aumento da DO, apds 24h de incubacéo a 37° C. Em
seguida, as ceélulas ndao aderentes foram removidas dos pocos apos trés lavagens
com NacCl 0,15 M. Os biofilmes foram pré-fixados com metanol absoluto durante
20 min e em seguida fixados pelo calor a 50° C durante 60 min. Entdo o biofilme
foi corado com cristal violeta 0,4% (p/v) durante 25 min em 25° C. O cristal violeta
nao ligado foi removido com agua destilada e o corante ligado ao biofilme foi
solubilizado com etanol absoluto por 15 min, e a absorbéancia foi medida a 570 nm.

Trés experimentos independentes foram realizados em triplicata.

2.9 Andlise estatistica
Os dados foram expressos como a meédia ou a média percentual £ desvio

padrdo (DP). ANOVA unilateral (significancia em p <0,05) foi conduzida usando
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Graphpad Prism 8. As diferencgas significativas entre os grupos de tratamento
foram analisadas e as diferencas estatisticas foram determinadas usando o teste
de intervalo de Tukey; um valor de p <0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A dificuldade de controle de infeccbes humanas e animais causadas pela
bactéria patogénica S. aureus, tem motivado a busca por novos agentes
antimicrobianos mais eficazes e menos téxicos para as células do hospedeiro. As
plantas tém representado fontes de compostos com potencial farmacolégico, os
guais tém sido avaliados quanto ao potencial antimicrobiano e, além disso, quanto
aos mecanismos de acéo envolvidos nessa atividade (MORDMUANG et al., 2019;
MOURA et al., 2017). A lectina de folhas de S. terebinthifolia (SteLL) é um agente
antimicrobiano cuja atividade contra bactérias e fungo de interesse médico foi
previamente relatada (GOMES et al., 2013). Neste contexto, o presente trabalho
ampliou o estudo da atividade antibacteriana de SteLL ao determinar também o
seu efeito na formacao de biofilmes de isolados de S. aureus sensivel e resistente
a Oxacilina.

A lectina foi isolada com seus sitios de ligacdo a carboidratos preservados,
sendo detectada uma atividade hemaglutinante especifica de 30,13. Estes dados
estdo de acordo com relatos prévios de Gomes et al. (2013). SteLL foi agente
bacteriostatico e bactericida para os isolados UFPEDA 02 e UFPEDA 670 com CMI
de 12,5 e 25 ug/mL e CMB de 50 e 100 pg/mL, respectivamente. StelLL foi agente
antibacteriano mais eficiente contra UFPEDA 02 e UFPEDA 670 que a lectina
isolada da inflorescéncia de Alpinia purpurata (ApulL), a qual mostrou CMI de 50 e
>400 pg/mL para S. aureus padrdo e resistente a Oxacilina, respectivamente
(FERREIRA et al., 2018).

A cinética de crescimento das cepas UFPEDA 02 e UFPEDA 670 tratadas
com SteLL foi avaliada e as culturas foram monitoradas durante 24 h na presenca
da lectina nas concentragdes de 2xCMI, CMI e %2CMI. A Figura 1 mostra as curvas
de crescimento dos isolados UFPEDA 02 (Figura 1A) e UFPEDA 670 (Figura 1B)
de S. aureus incubados com StelLL em diferentes concentragdes. Na concentracao
correspondente a ¥2 CMI, o crescimento bacteriano iniciou a partir da décima hora

em UFPEDA 02 e a partir da quarta hora em UFPEDA 670, permanecendo até as
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tltimas horas de incubacao, contudo sempre menor que o crescimento detectado
no controle negativo. Na concentracdo correspondente a CMI foi possivel observar
uma acentuada inibicdo do crescimento que se manteve durante todo o periodo de
avaliagdo nas duas linhagens. Na concentragdo 2 x CMI nao foi detectado
crescimento de UFPEDA 02 e UFPEDA 670.

Figura 1: Curvas de crescimento (20 h de incubacao) de Staphylococcus aureus (A) sensiveis
(UFPEDA 02) e (B) resistentes a Oxacilina (UFPEDA 670) na auséncia (controle negativo) ou
presenca de SteLL em diferentes concentragdes. Os dados foram expressos como a média +

desvio padréo (SD) de trés experimentos.

A B
0,700 0,700
0,650 0,650
0,600 0,600
0,550 0,550
0,500 0,500
0,450 0,450

0,400
0,350
0,300

0,400
0,350
0,300
0,250 0,250

0,200 0,200

D.0 600 nm
D.0 600 nm

0,150
0,100
0,050

0,150

0,100
0,050 §
0,000

0,000

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 n 24
Tempo de incubagéio (h)

o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 2
Tempo de incubagéo (h)

—0—Controle negativo  —&—12MIC  ——MIC —0—2MIC
NCH Beguivo —0—Controle negativo  —a—12MIC —*—MIC —0—2MIC

Outros estudos tém também utilizado a cinética de crescimento para avaliar
a acdo bacteriostatica de produtos naturais sobre cepas de S. aureus por um
periodo determinado de tempo. Na presenca da lectina PgTel, isolada da
sarcotesta de Punica granatum, o crescimento de isolados clinicos de S. aureus
8325—4 (néo resistente) e LAC USA300 (cepa MRSA) iniciou apenas a partir da
nona e décima hora, respectivamente (SILVA et al., 2019a). Na presenca do
extrato metandlico de produtos fermentados da soja, em duas concentracdes (CMI
e %2 CMI), houve uma desaceleracédo do crescimento bacteriano de cepas de S.
aureus MSSA , MRSA e um isolado resistente a Oxacilina (LALOUCKOVA et al.,
2021).
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A citometria de fluxo foi empregada para avaliar alteracées na morfologia e
viabilidade em células de S. aureus tratadas com SteLL na CMI. Conforme
esperado, a quantidade de células nos tratamentos com a lectina foi muito menor
do que aquela presente no tratamento controle, o que refletiu no maior volume
necessario para atingir o numero estabelecido de eventos, em compara¢cao com o
controle (dados ndo mostrados). A maioria das células remanescentes de UFPEDA
02 (Figura 2A) e UFPEDA 670 (Figura 2B) ainda permaneceram viaveis apos o
tratamento com SteLL na CMI, conforme indicado pela fluorescéncia FL3. Esses
resultados indicam a predomindncia de um efeito bacteriostatico nessa
concentracdo. Por outro lado, as plotagens de pontos FSC vs. SSC mostram que
nos tratamentos com SteLL houve deslocamentos das células em direcdo a
menores valores de ambos FSC e SSC (Figura 2). Esse dado indica alteragdes
morfomeétricas em relagdo ao tamanho, forma e complexidade das células de S.
aureus.

Estudos com S. aureus tratadas com as lectinas ApuL e PgTeL também
utilizaram a citometria de fluxo para mensurar viabilidade celular. O tratamento com
ApuL na CMI contra isolados nao resistentes (UFPEDA 02) resultou em valores
maiores de células ndo viaveis quando comparadas ao controle negativo . Esses
resultados indicam que a inibicdo do crescimento foi associada ao
comprometimento da viabilidade celular. A lectina PgTeL, por sua vez, apresentou
na CMI resultados semelhantes a StelL, pois, apds o tratamento maioria das
células bacterianas ainda eram viaveis, resultado que indica a predominancia de
um efeito bacteriostatico e sugere que as altera¢cdes superficiais observadas ndo
foram suficientes para prejudicar a permeabilidade da maioria das células
(FERREIRA et al., 2018; SILVA et al., 2019).

A atividade antibacteriana das lectinas é geralmente associada a interacao
destas proteinas com acidos teicéicos e teicurdnicos, peptideoglicanos e
lipopolissacarideos presentes na parede celular da bactéria. Como resultado dessa
interacdo, morte bacteriana pode ocorrer por extravasamento do conteudo celular
através de canais na parede celular formados pelas lectinas (PROCOPIO et al,
2017; COELHO et al, 2018).
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Figura 2: Andlise por citometria de fluxo da viabilidade de isolados de Sthaphylococcus aureus sensivel
(UFPEDA 02) ou resistente a oxacilina (UFPEDA 670) tratados com StelLL na sua concentracao minima
inibitoria (CMI). (A e B) Sobreposicdo dos histogramas de marcacao de células de S. aureus UFPEDA-
02 e UFPEDA-670 com iodeto de propideo (canal FL3) CN ou tratadas com StelL L. Plotagens de pontos
FSC vs. SSC para determinagdo de alteracbes morfométricas em relacdo ao tamanho, forma e
complexidade das células de S. aureus UFPEDA 02 (C e D) e UFPEDA 670 (E e F). No controle
negativo (CN), foi utilizada adgua destilada em substituicdo a lectina. Alcool isopropilico foi utilizado

como controle positivo.
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Um dos grandes problemas no tratamento de infecgcbes causadas por
bactérias é a capacidade de adaptacdo desses microrganismos frente a varios
fatores, dentre 0s quais estd a presséo seletiva dos agentes antimicrobianos que

estimula o surgimento de resisténcia. Varios mecanismos podem ser utilizados
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para facilitar o surgimento e a transferéncia dos genes ligados a resisténcia,
destacando-se a formacao de biofilmes (RAJKOWSKA; KUNICKA-STYCZYNSKA,
2018; MEENA et al., 2019)

No ensaio para avaliacdo da capacidade de formacao de biofilmes foram
utilizadas as linhagens UFPEDA 02 e UFPEDA 670 isoladas ou associadas, em
diferentes meios de cultura. Os melhores nutrientes para formacdo de biofilme
foram encontrados no caldo Mueller Hinton (MH). Ambas as cepas, apresentaram
forte capacidade formadora de biofilme.

SteLL exibiu significativa acdo antibiofilme contra as linhagens de S. aureus
sensiveis e resistente a Oxacilina. A lectina inibiu formacao de biofilme por UFPEDA
02 (Figura 3A) nas concentragdes entre 25 e 400 ug/mL e de UFPEDA 670 (Figura
3B) entre 100 e 400 pg/mL. Outras lectinas foram testadas e exibiram efeito
antibiofilme contra isolados de S. aureus. A lectina CasuL, obtida da pinula foliar de
Calliandra surinamensis, apresentou efeito inibitorio de formacédo de biofilme para
isolados de S. aureus sensivel (6,25-800 pg/mL) e resistente a oxacilina (50-400
ug/mL) (PROCOPIO et al,. 2017b). A lectina MuHL, isolada do cerne da planta
Myracrodruon urundeuva, foi capaz de reduzir a producao de biofilme em isolados de
S. aureus sensivel 8325-4 (50—400 pg/mL) e resistente LAC USA300 (400 ug/mL)
(MOURA et al., 2021).

Figura 3: Atividade antibiofiime de SteLL contra os isolados de Sthaphylococcus aureus (A)
sensiveis (UFPEDA 02) e (B) resistentes a oxacilina (UFPEDA 670). As células foram tratadas por
24 h com a lectina e a formacao do biofilme foi avaliada pelo método do cristal violeta e medicao
da densidade 6ptica em 570 nm. Células tratadas com agua destilada corresponderam ao controle
negativo (CN). Os resultados foram considerados estatisticamente diferentes quando p < 0,05 pelo
teste T de Student.
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A estratégias de combate de biofilmes através da utilizacdo de compostos
provenientes de plantas envolvem dois mecanismos principais: a inibicdo da
formacéao de biofilmes e a erradicacao de biofilmes ja formados (MOURA, 2017). A
inibicdo da formacéo de biofilmes também chamada de atividade de antiformacéao,
ocorre através do uso de compostos bacteriostaticos e/ou bactericidas, ou por meio
da utilizacdo de moléculas que impedem a adesé&o bacteriana a superficies ou que
atuem no bloqueio da sinalizacdo QS. A erradicacdo de biofilmes ja formados esta
relacionada a atuacdo de moléculas capazes de desintegrar a EPS, destruindo a
estrutura tridimensional do biofilme e liberando células livres (COELHO et al., 2018).

No ensaio para erradicacao de biofilme, os biofilmes de S. aureus nao foram
afetados apos tratamento com a lectina nas concentracdes variando de 6,25 a 50
pg/mL para UFPEDA 02 (Figura 4A) e 25 a 200 pg/mL para UFPEDA 670 (Figura
4B) em comparag&o com o controle. Foi observada uma maior absorbancia do cristal
violeta na maior concentragcdo em ambas as linhagens, o que pode representar um
mecanismo de defesa da bactéria como resposta a alta concentracédo da lectina.
Estudos tem demonstrado que compostos de plantas podem atuar desintegrando
biofilmes pré-formados. WSMoL, a lectina sollvel isolada de folhas de Moringa
oleifera, apresentou propriedades antibiofilmes, ao inibir a formacao de biofiimes de
Serratia marcescens e erradicar biofilmes pré-formados de Bacillus sp. (MOURA et
al., 2017).

Figura 4: Efeito de SteLL sobre biofilmes pré-formados de isolados de Staphylococcus aureus (A)
sensiveis UFPEDA 02 ou (B) resistentes a Oxacilina (UFPEDA 670). Os valores obtidos para o
biofilme n&o tratado (controle n&o tratado) corresponderam a 100% da biomassa do biofilme. Os
resultados foram considerados estatisticamente diferentes quando p < 0,05 pelo teste T de
Student.
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CONCLUSOES

O presente estudo mostrou que SteLL € um agente antibacteriano contra
linhagens de S. aureus sensivel e resistente a oxacilina. A lectina exerceu efeitos
sobre o crescimento e causou alteragdes morfométricas relacionadas ao tamanho,
forma e complexidade celular. Além disso, a lectina também demonstrou potencial

para inibir a formacao de biofilme dos isolados testados.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os dados revisados no Capitulo | desta Dissertacdo demonstram que 0s
compostos produzidos pelas plantas podem constituir uma fonte de novos
farmacos para tratamento de mastite.

O extrato de folhas de S. terebinthifolia € um agente antimicrobiano ativo contra
isolados de Staphylococcus causadores de mastite caprina por inibir o
crescimento e a formacéo de biofilmes.

SteLL é um principio antibacteriano do extrato de folhas de S. terebinthifolia
ativo contra linhagens de S. aureus sensivel e resistente a Oxacilina por afetar
0 crescimento e parametros morfométricos relacionados ao tamanho, forma e

complexidade celular das bactérias, bem como inibir a formagé&o de biofilmes.
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