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Resumo

Os Staphylococcus spp. com habilidade para formar biofilmes s&o cada vez mais conhecidos
por causar infeccdes intramamarias persistentes e a busca por alternativas para inibir o
desenvolvimento de biofilmes é fundamental, principalmente quando se utiliza plantas com
potencial terapéutico. Desta forma, os objetivos desse estudo foram avaliar o efeito
antimicrobiano, sinérgico e antibiofilme do extrato etandlico bruto de Mimosa tenuiflora
(EEBMT) frente a Staphylococcus aureus produtores de biofilme, além de verificar a
presenca de bomba de efluxo como mecanismo de resisténcia dessas bactérias. Para a
caracterizagdo quimica dos compostos presentes no EEBMT, foram realizadas triagem
fitoquimica e cromatografia liquida de ultra performance (UPLC). Testes fenotipicos foram
utilizados para analisar a producdo de biofilme, atividade antimicrobiana (com extrato
etanolico e oxacilina) e antibiofilme, além do sinergismo (técnica de checkerboard) e
presenca de bomba de efluxo. A partir da anélise do extrato foi possivel identificar a presenca
de compostos fendlicos, antocianinas, derivados antracénicos e taninos hidrolisaveis. No teste
fenotipico em microplacas, todos os isolados produziram biofilme. A atividade
antimicrobiana do extrato vegetal e da oxacilina foi observada em 100% dos isolados. Com
relagdo & formacdo de biofilme, o EEBMT foi eficaz durante a sua formagdo, porém néo
conseguiu reverter o biofilme quando o mesmo ja estava consolidado. No checkerboard, foi
possivel observar que a associacdo do extrato com a oxacilina conseguiu reduzir a
concentracdo bactericida minima do antibiético, mostrando que houve interacdo sinérgica
entre ambos. Com relacdo a presenca de bomba de efluxo, nenhum isolado foi positivo para o
teste. Conclui-se que todos os Staphylococcus aureus utilizados nesse estudo apresentaram
capacidade para produzir o biofilme, porém ndo apresentam bomba de efluxo. O extrato
etandlico apresentou atividade antimicrobiana sobre todos os isolados e também mostrou acao
contra biofilme em formacao, ndo sendo eficaz contra biofilme j& consolidado. A associagéo
do EEBMT com oxacilina apresentou importante resultado sinérgico, sendo que a
combinacdo das duas substancias se mostrou mais eficaz quando comparado ao seu uso de
forma isolada. A partir desses resultados, é possivel considerar o extrato etandlico de M.
tenuiflora como uma importante alternativa terapéutica, sendo promissora no combate a S.

aureus formadores de biofilme.

Palavras-chave: biofilme, Staphylococcus aureus, leite bovino, atividade antimicrobiana,

sinergismo, jurema preta.



Abstract

Staphylococcus spp. with ability to form biofilms are increasingly known to cause persistent
intramammary infections and the search for alternatives to inhibit the development of biofilms
is critical, especially when using plants with therapeutic potential. The objective of this study
was to evaluate the antimicrobial, synergistic and antibiofilm effect of the crude ethanolic
extract of Mimosa tenuiflora (CEEMT) against Staphylococcus aureus biofilm producers, in
addition to verify the presence of efflux pump as mechanism of resistance of these bacteria.
For the chemical characterization of the compounds present in CEEMT, phytochemical
screening and ultra-performance liquid chromatography (UPLC) were performed. Phenotypic
tests were used to analyze biofilm production, antimicrobial activity (with ethanolic extract
and oxacillin) and antibiofilm, as well as synergism (checkerboard technique) and presence of
efflux pump. From the analysis of the extract it was possible to identify the presence of
phenolic compounds, anthocyanins, anthracene derivatives and hydrolysable tannins In the
phenotypic test in microplates, all the isolates produced biofilm. The antimicrobial activity of
the plant extract and oxacillin was observed in 100% of the isolates. Regarding biofilm
formation, CEEMT was effective during its formation, but it was not able to revert the biofilm
when it was already consolidated. In the checkerboard, it was possible to observe that the
association of the extract with oxacillin was able to reduce the minimum bactericidal
concentration of the antibiotic, showing that there was synergic interaction between both.
Regarding the presence of efflux pump, no isolates were positive for the test. It is concluded
that all the Staphylococcus aureus used in this study had the capacity to produce the biofilm,
but did not present efflux pump. The ethanolic extract presented antimicrobial activity on all
the isolates and also showed action against biofilm in formation, not being effective against
already consolidated biofilm. Regarding the presence of efflux pump, no isolates were
positive for the test. It is concluded that all the Staphylococcus aureus used in this study had
the capacity to produce the biofilm, but did not present efflux pump. The association of
EEBMT with oxacillin presented an important synergetic result, and the combination of the
two substances proved to be more effective when compared to its use in isolation. From these
results, it is possible to consider the ethanolic extract of M. tenuiflora as an important

therapeutic alternative, being promising in the fight against S. aureus biofilm forming agents.

Keywords: biofilm, Staphylococcus aureus, bovine milk, antimicrobian activity, synergism,
black jurema.
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1. Introducéo

A bovinocultura tem papel determinante na alimentacdo da populacdo brasileira,
porém, a mastite continua sendo uma das doencas mais dispendiosas na producdo leiteira,
prejudicando a saude e o bem-estar animal, além de ser acompanhada pela diminuicdo na
producdo de leite, elevacdo nos custos de saude, residuos de drogas, bem como aumento das
taxas de abate e mortalidade desses animais. A mastite, em especial a forma subclinica, é
considerada uma doenca multifatorial (ANAYA-LOPEZ et al., 2006) e de grande importancia
para a pecuaria de leite, podendo causar sérios prejuizos econdmicos, além de impactar
negativamente na salde publica (RIBEIRO, 2014).

O principal agente etioldgico da mastite € o Staphylococcus aureus. Essas bactérias
podem apresentar diferentes mecanismos de resisténcia que contribuem para que esses
microrganismos contaminantes do leite persistam na infeccdo; dentre eles é possivel citar
formacdo de importantes estruturas denominadas biofilmes. Estas estruturas contribuem para
a persisténcia da mastite, uma vez que facilitam a aderéncia e coloniza¢do bacteriana no
epitélio da glandula mamaria, contribuindo para a evasdo da defesa imunoldgica e a
dificuldade de erradicacdo do patégeno. Além disso, protegem as bactérias da acdo de
antibidticos e permitem a atuacdo mais demorada desses microrganismos na glandula
maméaria (WU et al., 2011). Em func¢do disto, pesquisas sobre alternativas para inibi¢cdo do
desenvolvimento dos biofilmes sdo fundamentais, pois podem contribuir na busca de solucoes
que visem combater essa estrutura de resisténcia, auxiliando no tratamento da mastite. E
importante destacar que estudos sobre o potencial antibacteriano de diversos tipos de plantas
ja vém sendo realizados (MIRANDA et al., 2015; PEIXOTO et al., 2016).

Dentre as variadas espécies de plantas, Mimosa tenuiflora, endémica do bioma
Caatinga, tem grande potencial antimicrobiano (BORGES et al., 2013), porém, ainda ha

poucos estudos com relagdo ao seu potencial contra a formagao do biofilme bacteriano. Nesse
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sentido, ¢ fundamental a realizacdo de pesquisas que visem a utilizacdo de plantas com
potencial antibiofilme, pois a partir dai sera possivel eliminar a formacéo dessas estruturas em
diferentes superficies (MILLEZI et al., 2013).

Portanto, o objetivo dessa pesquisa foi avaliar o efeito antimicrobiano, sinérgico e
antibiofilme do extrato etandlico bruto de Mimosa tenuiflora (EEBMT) frente a
Staphylococcus aureus produtores de biofilme, aléem de verificar a presenca de bomba de

efluxo como mecanismo de resisténcia dessas bactérias.
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2. Revisao de literatura

2.1. Bovinocultura no Brasil

A agropecuaria tem papel essencial no desenvolvimento da economia de um pais. No
caso do Brasil, sua importancia aumenta consideravelmente, em especial nos setores como a
bovinocultura leiteira, que estdo sempre em ascensédo (SILVA et al., 2017).

A bovinocultura vem se destacando cada vez mais no agronegocio brasileiro e, de
acordo com dados do IBGE, o Brasil possui pouco mais de 200 milhdes de cabegas, sendo
considerado o maior rebanho bovino comercial do mundo (IBGE, 2016). Vale ressaltar que a
pecuéria bovina vem impulsionando o crescimento do Produto Interno Bruto (PIB) do pais,
representando quase 24% do PIB Nacional em 2016 (ABIEC, 2017).

O rebanho bovino brasileiro proporciona a lucratividade a partir de dois segmentos: as
cadeias produtivas de carne e leite. A presenca dessa atividade em todos os estados
brasileiros, além do valor produtivo desses dois segmentos - que pode chegar a R$ 67 bilhdes
- demonstra a importancia econdmica e social da bovinocultura no pais (MAPA, 2015). Em
2017, por exemplo, o valor bruto da producéo de leite foi de R$ 37,1 bilhdes e contribuiu para
movimentar a economia das pequenas e medias cidades brasileiras (IBGE, 2018).

O avanco do indice de produtividade dos rebanhos brasileiros esté ligado a diferentes
fatores, principalmente no que concerne a ado¢do de tecnologias que visem melhorar a
eficiéncia e 0 uso dos fatores de producdo. As técnicas de manejo relacionadas a nutricéo e a
sanidade do rebanho exercem papel essencial no aumento da produtividade do leite (BRASIL,
2016; SILVA et al.,, 2017). A crescente preocupacdo dos consumidores - em relacdo a
qualidade dos produtos em geral - tem levado as inddstrias alimenticias a buscarem

adequacdes que satisfacam as exigéncias do mercado (BRASIL, 2016).
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Entretanto, nem todos os parametros de melhoria no manejo sdo adotados,
ocasionando, consequentemente, reducdo na producdo. A aquisicdo de rebanhos néo
especializados, alimentacdo deficiente quantitativa e qualitativamente, manejo inadequado ou
incorreto, falta de controle zootécnico, condigdes gerais de higiene insatisfatdrias,
infraestrutura de producdo escassa, auséncia de praticas administrativas indispensaveis, mao-
de-obra ndo especializada, praticas sanitarias inadequadas e falta de assisténcia técnica
qualificada séo alguns dos fatores que contribuem para uma baixa produtividade no setor
leiteiro. Aliados a estes, outros fatores tais como deficiéncias nos sistemas de transporte,
armazenamento, comercializacdo do produto e insumos, crédito rural e falta de associativismo
dos produtores podem, do mesmo modo, estar relacionados a essa baixa produtividade
(SILVA et al., 2017).

Além desses fatores, a presenca de algumas doencas, entre elas a mastite, também
contribui para essa reducdo, gerando prejuizos diretos a pecuaria leiteira em funcdo da
diminuicdo da quantidade e qualidade do leite produzido, ou até mesmo pela perda total da
capacidade secretora da glandula mamaria ocasionando, muitas vezes, o descarte dos animais

(COSER et al., 2012; RIBEIRO et al., 2014).

2.2. Aspectos gerais da mastite

Mastite ¢ a denominacdo do processo inflamatério da glandula mamaria, sendo
classificada quanto a forma de apresentacdo em dois tipos: clinica e subclinica. A mastite
clinica pode ser identificada através de observacfes das alteracdes do leite bem como sinais
clinicos caracteristicos da enfermidade, como rubor, aumento da sensibilidade ao tato,
presenca de grumos no leite e endurecimento do Ubere. Ja a mastite subclinica é caracterizada
por alteraces na composicao do leite - como diminuicdo das proteinas, lactose e solidos néo

gordurosos (REIS et al., 2013), além do aumento no numero de células somaticas,

15



necessitando de testes de campo como o California Mastitis Test (CMT) ou de laboratério,
como a contagem direta ou eletrénica de células somaticas (CCS) para seu diagnostico
(PANTOJA et al., 2009). Do mesmo modo, técnicas microbiologicas como lactocultura e
provas bioguimicas para a identificacdo dos agentes bioldgicos que causam tal enfermidade
sdo frequentemente usadas (EBRAHIMI et al., 2014), além das técnicas moleculares que
estdo sendo cada vez mais empregadas e sdo aplicadas para o diagndstico desses agentes
(ROVAI et al., 2014; ZADOKS et al., 2014).

A doenca basicamente acontece pela entrada do microrganismo no canal do teto e o
desenvolvimento clinico da mesma dependera da capacidade do microrganismo em colonizar
e multiplicar-se no Ubere, do grau de viruléncia da cepa e da capacidade de resposta do
hospedeiro. A multiplicacdo dos microrganismos juntamente com a producdo de toxinas
compromete o tecido secretor glandular, ocasionando traumatismo fisico e irritagdo quimica
(KULKARNI; KALIWAL, 2013).

Inmeros microrganismos patogénicos podem ser responsaveis por este tipo de
alteracdo na glandula mamaria. Todavia, o principal agente patoldgico da mastite bovina é o
Staphylococcus aureus. A longa duracdo de infeccBes causadas por este microrganismo pode
levar o curso da doenca a cronicidade, o que torna dificil o tratamento, diminuindo
consideravelmente a producéo de leite, constituindo-se como uma das mais graves patologias
no mercado leiteiro (BANDOCH et al., 2011).

Bactérias do género Staphylococcus podem produzir uma série de fatores de viruléncia
que contribuem para a invasdo bacteriana, facilitando a sua aderéncia as células epiteliais e,
consequentemente, a colonizagdo no tecido, favorecendo a sua persisténcia extracelular e
garantindo assim éxito em sua instalacdo e manutencao nos tecidos do hospedeiro (COELHO

etal., 2011).
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A persisténcia bacteriana no local da infeccdo, muitas vezes, depende da capacidade
que as comunidades microbianas tém de estabelecer multicamadas aderentes em superficies
naturais ou artificiais. Estas estruturas, denominadas biofilmes, podem ser definidas como
uma comunidade de microrganismos que sdo irreversivelmente ligados a superficies bidticas
ou abidticas, fechados em uma matriz extracelular composta de produtos exopoliméricos
(FLEMMING; WINGENDER, 2010) e tém papel fundamental nas infeccdes bacterianas,
sendo que a cronicidade e a resisténcia a agentes antimicrobianos de determinadas infeccdes

estdo intimamente ligadas a presenca de biofilmes (JAIN; AGARWAL, 2009).

2.3. Impacto da mastite na bovinocultura e na saude publica

A mastite bovina € mundialmente reconhecida como a enfermidade mais comum e
onerosa que afeta os rebanhos leiteiros (MUSHTAQ et al. 2018) sendo considerada a doenca
mais amplamente difundida na industria leiteira com prevaléncia na espécie bovina, que varia
entre 15,4 e 28,6% (FONTANA et al., 2010; KREWER et al., 2013). Tal enfermidade
ocasiona perdas econémicas por diversos fatores, dentre eles a reducdo da producdo e da
qualidade do leite, aumento dos custos com mao-de-obra e medicamentos veterinarios, além
do descarte precoce dos animais, gerando grandes transtornos ao produtor (COSER et al.,
2012; RIBEIRO et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2014).

Sabe-se que tal enfermidade pode causar impactos negativos na bovinocultura,
podendo afetar desde o inicio da criagdo até o produto final. Souza et al. (2010) comprovaram
esse fato ao estimarem em 4,6 bilhdes de litros de leite as perdas ocasionadas pela mastite
subclinica em propriedades brasileiras, o que representaria aproximadamente 2,3 bilhdes de
reais, levando-se em conta os dados de producéo e 0s precos pagos aos produtores no ano de
2009, no Brasil. Outros dados mostram que as perdas econdémicas anuais devido a mastite na

india, Estados Unidos, Reino Unido e no mundo foram estimadas em US$ 1,1 bilhdo (MIR et
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al. 2014), US$ 2 bilhdes (RASZEK et al. 2016), US$ 371 milhdes (VIGUIER et al. 2009) e
US$ 35 bilhdes (HUANG et al. 2015), respectivamente.

Estudo realizado por Lopes et al. (2011) simulou o impacto econdmico anual da
mastite adotando, como referéncia, uma vaca em lactacdo proveniente de rebanhos que
apresentaram contagem de células somaticas de leite de tanques (CCSt) de 250.000 e
1.000.000 de células por mL de leite, considerando perdas na producdo de 0%, 6%, 12% e
18%, respectivamente, para CCSt de 200.000; 500.000; 750.000 e 1.000.000, devido a
presenca de mastite subclinica e menor preco pago pela inddstria. Os resultados mostraram
perdas que variaram de R$ 1.333,90 a R$ 2.145,89 e de R$ 0,2146 a R$ 0,4311/kg de leite,
para CCSt de 250.000 e 1.000.000 de células por mL de leite, respectivamente.

E importante lembrar que ndo existe apenas o impacto econdmico gerando prejuizos
ao produtor; as mastites bovinas também ocasionam a veiculacdo de agentes potencialmente
patogénicos para o consumidor e, eventualmente, a presenca de residuos de antimicrobianos
utilizados na terapia da doenca (CADES et al., 2017). Além disso, o contato de seres humanos
com animais pode favorecer a transmissdo do patdgeno entre as espécies. De acordo com
Silva et al. (2018), a possibilidade dessa forma de transmissdo do patégeno surge como um
fator a ser considerado na epidemiologia das mastites causadas por Staphylococcus spp.
resistentes a meticilina (MRS). Ainda segundo os autores, além da possibilidade de
transmisséo entre seres humanos e animais, o ambiente também pode ser uma das fontes de
infeccdo de MRS para os animais ja que 0os mesmos podem sobreviver durante meses no
ambiente, desde que existam condi¢Oes favoraveis a sua manutencdo, como temperatura e
umidade.

Lim et al. (2013), mostrou que é possivel isolar cepas de MRS de teteiras, piso, cercas
de protecdo e do sistema de ventilagdo. Dessa forma, os resultados do estudo comprovam que

existe a necessidade da adocdo de medidas preventivas quanto a transmissdo de MRS entre
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humanos, animais e ambiente das fazendas. Caso o problema ndo seja erradicado, o
tratamento pode tornar-se mais dificil, podendo levar ao descarte dos animais gerando ainda
mais prejuizos ao produtor.

Vale ressaltar ainda a importancia da mastite em relacdo a satde publica, uma vez que
0 envolvimento de bactérias patogénicas pode colocar em risco os seres humanos (COSER et
al., 2012; RIBEIRO et al., 2014). Alem disso, a cada dia 0 mercado vem exigindo padrbes de
qualidade cada vez mais rigorosos, levando os produtores de leite a utilizacdo de variados
produtos antimicrobianos em seu rebanho. Tal comportamento favorece a selecdo de
patdgenos resistentes aos mais diversos farmacos, tornando-se também um grave problema de

salde publica (TEIXEIRA et al., 2014).

2.4. Principais agentes etiologicos da mastite

Diversos microrganismos tém sido reportados a mastite bovina, incluindo bactérias,
leveduras e fungos filamentosos. A incidéncia de infec¢Bes virais, micoplasmas e fungos
relacionados a mastite, também sdo descritos em diferentes estudos, porém com menores
incidéncias. Na literatura, afirma-se que esta enfermidade pode ser causada por
aproximadamente 137 espécies de microrganismos pertencentes a 35 géneros, sendo a
bactéria com maior prevaléncia (KEEFE, 2012; CAPURRO et al., 2010).

Dentre 0s microrganismos encontrados, as bactérias sdo responsaveis por 80 a 90%
dos casos de mastite, sendo que 95% das infeccOes sdo originadas por Streptococcus
agalactiae, Staphylococcus aureus, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis e
Escherichia coli. O restante dos microrganismos como Pseudomonas aeruginosa,
Corynebacterium spp, Nocardia spp e Bacillus spp. representam 5% das infeccOes
(SCHVARZ e SANTOS, 2012). Zimermann e Araujo (2017), com objetivo de determinar 0s

principais agentes causadores de mastite bovina isolados a partir de amostras de leite no
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Parana, constataram a presenca de Staphylococcus ssp. em 58,97% das amostras,
Streptococcus spp. (33,33%), Enterococcus ssp. (12,82%), Bacillus ssp. (10,25%),
Corynebacterium ssp. (10,25%), Escherichia coli (5,12%), Yersinia ssp. (2,56%), e Klebsiella
ssp. (2,56%), demonstrando a grande diversidade de agentes envolvidos em casos de mastite
bovina.

Dentre as principais bactérias causadoras dessa enfermidade, encontram-se as do
género Staphylococcus (HASSAN et al., 2016). Dentre as espécies de estafilococos,
Staphylococcus aureus é considerado um importante patégeno transmitido por alimentos e
causador de doencas transmitidas entre seres humanos e animais, incluindo infec¢bes da
glandula maméria (LEE et al. 2012).

Staphylococcus aureus € um dos principais agentes das mastites consideradas
contagiosas, apresentando elevada incidéncia na maioria dos rebanhos leiteiros em varios
paises. Dentre as caracteristicas que tornam esse microrganismo um dos principais agentes
causadores de mastite, destaca-se a alta capacidade de invasdo, que permite a infeccdo de
regibes mais profundas da glandula mamaria. Adicionalmente, ocorre formacdo de tecido
fibroso no foco da infeccdo, formando "bolsGes™ de bactérias que dificultam a acdo dos
antibidticos ao local da infeccdo (SALIMENA, 2014).

Um dos principais problemas relacionados a infecgdo bacteriana, € sua maior
capacidade de resisténcia. A propagacdo de cepas resistentes as drogas de “primeira linha”,
levando a consequéncias graves, pois as infeccbes causadas por cepas resistentes nao
respondem aos tratamentos, podendo ocasionar prolongamento da doenca, maior risco de
descarte e morte do animal, alem de causar insucesso nos tratamentos e expor todo o rebanho
ao risco de se infectar com uma estirpe resistente (ALEKISH, et al., 2013).

Os S. aureus possuem capacidade de produzir um grande numero de fatores de

viruléncia, o que pode estar relacionado com a capacidade de adaptacdo da bactéria a
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diferentes hospedeiros e a diferentes locais no corpo deste hospedeiro (MARQUES et al.,
2013). Um dos principais mecanismos de resisténcia é a formacdo de biofilmes. O
desenvolvimento dessa estrutura permite que as comunidades microbianas sejam menos
susceptiveis aos antibidticos, facilitando a permanéncia bacteriana no Ubere, tornando a

infeccdo ainda mais dificil de ser tratada (MELO et al., 2012).

2.5. Biofilme bacteriano

A definicdo de biofilme geralmente aceita é que este é uma comunidade estruturada de
células bacterianas fechadas em uma matriz polimérica organizada em multicamadas,
autoproduzida, que esta ligada a uma superficie bidtica ou abidtica (FLEMMING e
WINGENDER, 2010; BJARNSHOLT et al., 2013; FLEMMING et al., 2016). A formacéo do
biofilme é um processo dindmico e envolve as seguintes etapas: (1) adesdo inicial reversivel,
(2) adesdo irreversivel com inicio do desenvolvimento da arquitetura do biofilme, (3)

maturacao, (4) dispersao (Figura 1).

’&ﬁ" > Células plancténicas
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Microcolénia Biofilme Heterogéneo

Figura 1. Etapas da formacdo do biofilme. (Adaptado de: http://www.becscreen.com/about/about-
biofilms).
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Apesar do biofilme ser, na maioria das vezes, formado por bactérias (Gram positivas
e/ou Gram negativas), ele ainda pode conter fungos, algas e protozoarios. Dentre as espécies
bacterianas mais estudadas nessas estruturas, encontram-se: Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas
aeruginosa (SCHIESARI JUNIOR et al., 2015).

No que diz respeito as bactérias, todas podem crescer como biofilmes e estes podem
ser encontrados em todos os ecossistemas. O crescimento como biofilme é considerado um
modo de protecdo que permite a sobrevivéncia em ambientes hostis. Atraves de interacdes
intercelulares, o modo de vida do biofilme é claramente distinto das células bacterianas livres.
Assim, as comunidades de biofilme tém propriedades emergentes, ou seja, novas propriedades
gue passam a existir no biofilme que ndo sdo previsiveis a partir do estudo de células
bacterianas de vida livie (KONOPKA, 2009; JACQUES et al., 2010). Embora o biofilme seja
composto de individuos sésseis, as comunidades de biofilme podem dar origem a células nao
sésseis (ou planctdnicas) que podem rapidamente multiplicar-se, dispersar e iniciar um novo
biofilme (JACQUES et al., 2010).

A estrutura de um biofilme altera 0 microambiente de seus préprios habitantes fazendo
com que os mesmos sofram diferenciacdo - desencadeada por condi¢des locais - gerando um
impacto sobre a expressdo génica em fungdo da transferéncia horizontal de genes entre as
células, onde estas, localizadas em diferentes zonas do biofilme, irdo exibir diferentes padrbes
de expressdo de genes (MADSEN et al., 2012). Portanto, pode-se afirmar que os biofilmes
sdo um ambiente ideal para a transferéncia de material genético, principalmente por contar
com grande quantidade de elementos genéticos modveis que podem intercambiar de uma
bactéria a outra, por troca de plasmideos, conjugacdo ou transposons. Vale lembrar que a
proximidade fisica das células dentro da colonia favorece esse mecanismo (RIBEIRO et al.,

2012).
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E importante ressaltar que a alta densidade celular, a acumulacio de elementos
genéticos mdveis e um ambiente fisico estavel € bastante favoravel para o contato célula a
célula, que é necessario para alguns mecanismos de transferéncia de genes. Assim, a captacao
de determinados genes de viruléncia através da transferéncia horizontal facilita, por exemplo,
a aquisicdo de resisténcia aos antimicrobianos pelas células em biofilme (MADSEN et al.,
2012). Essas propriedades emergentes, que incluem a formacao de interac@es fisicas e sociais,
troca génica e uma maior tolerancia aos antimicrobianos, sdo papéis fundamentais da matriz
que envolve as células do biofilme (FLEMMING e WINGENDER, 2010; SINGER et al.,
2010).

As bactérias em biofilmes podem ser vistas como formadores de habitat biogénico em
uma microescala. Ao gerar uma matriz, as bactérias criam um habitat fisicamente distinto que
proporciona abrigo, promove a acumulacdo de nutrientes e altera fundamentalmente o
ambiente fisico-quimico do biofilme e as interacBes entre os organismos ali existentes
(FLEMMING et al., 2016).

Sabe-se que, para as bactérias iniciarem o processo de formacdo do biofilme, é
necessario que haja a aderéncia dessas células em uma determinada superficie para que as
mesmas se proliferem. 1sso ocorre pela producdo do polissacarideo capsular adesina (PS/A),
um antigeno capsular que faz com que a bactéria tenha aderéncia na superficie. A sintese do
polissacarideo capsular-PS/A, por sua vez, € mediada por um operon ica que, ao ser ativado,
um polissacarideo de adesdo intercelular-PIA ¢ sintetizado (O’GARA, 2007).

Compreende-se que o reconhecimento da existéncia do biofilme é de grande
relevancia, assim como seu mecanismo de formacdo e manutencdo. A partir dai, novos
métodos diagndsticos podem ser desenvolvidos, permitindo aplicar tratamentos mais

especificos e com maior eficacia (SCHIESARI JUNIOR et al., 2015).
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2.6. Staphylococcus formadores de biofilme

O biofilme é considerado um fator de viruléncia muito importante, principalmente por
estar associado a troca de material genético (facilitando a conservacdo do genotipo),
patogenicidade e resisténcia aos antimicrobianos (JAIN e AGARWAL, 2009; HOIBY et al.,
2010). Tem sido proposto que os biofilmes de Staphylococcus spp. sdo as principais causas de
mastite recorrente e cronica no gado leiteiro (MELCHIOR et al., 2007) e existe um consenso
de que o biofilme contribua para a persisténcia e disseminacdo dos Staphylococcus em sitios
infecciosos, contribuindo para o desenvolvimento de doencas cronicas, uma vez que dificulta
a acdo dos mecanismos de defesa do hospedeiro (HOIBY et al., 2010).

Pesquisas mostram que bactérias produtoras de biofilme sdo mais resistentes ao
tratamento antimicrobiano em casos de mastite. Santos et al. (2018) avaliaram o perfil de
resisténcia antimicrobiana e a capacidade de formar biofilme de Staphylococcus coagulase
positiva e observaram que todos foram sensiveis aos nove antibidticos testados, sendo que
nenhum isolado bacteriano foi capaz de produzir biofilme.

Hassan et al (2011) também avaliaram o perfil de resisténcia bacteriano em isolados
produtores e ndo produtores de biofilme. Os autores observaram que houve maior resisténcia
aos antibioticos em bactérias produtoras de biofilme quando comparadas as ndao produtoras.
Do mesmo modo, Costa et al (2014) estudaram o perfil de sensibilidade de E. coli isolados de
leite de vacas com mastite a seis antimicrobianos, e concluiram que as cepas classificadas
como moderadas e fortes produtoras de biofilme foram mais resistentes aos antibidticos em
relacdo aquelas com baixa ou nenhuma formacéo de biofilme.

Essas pesquisas confirmam que células bacterianas organizadas em biofilmes sdo mais
resistentes aos efeitos dos agentes antimicrobianos quando comparadas com as células
planctonicas dos mesmos isolados (ANTUNES et al., 2011). Dessa forma, faz-se necessario a

escolha da terapéutica antimicrobiana correta para o tratamento de infec¢fes intramamarias
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em bovinos, relacionadas com a producdo de biofilmes, a fim de obter eficacia no tratamento
dessa enfermidade (COSTA et al., 2014).

Algumas hipoteses sobre mecanismos que justifiguem um aumento da resisténcia de
Staphylococcus spp. formadores de biofilme tém sido levantadas: baixa penetracdo do
antimicrobiano, lenta taxa de crescimento bacteriano na maturagédo do biofilme pela limitagédo
de nutrientes ou como resposta ao estresse iniciado com a formacao do biofilme e, finalmente,
alteracdo da composicdo da membrana proteica além da inducdo de um fenoétipo caracterizado
por bomba de efluxo (ANTUNES et al., 2007).

As bombas de efluxo sdo um conjunto de proteinas integradas a membrana celular e
tém a funcdo proteger as células de efeitos toxicos, facilitando a saida de moléculas nocivas
para o0 espaco extracelular (COSTA et al., 2013). Contribuem ndo somente para o efluxo dos
antibidticos, mas para a extrusdo de compostos quimicos, sugerindo que estas contribuem
para a sobrevivéncia da bactéria no seu nicho ecologico (LIN et al., 2015).

A resisténcia aos antibiéticos mediada por efluxo pode ser considerada um importante
mecanismo de viruléncia em bactérias (XING et al., 2014; COSTA et al., 2013). Existe a
possibilidade das bombas de efluxo possuirem uma variada especificidade de substratos,
sendo que aquelas de largo espectro tém a capacidade de expulsar mais de uma classe de
antibidticos ou outros compostos antimicrobianos (COSTA et al., 2013, MARTINS et al.,
2013).

Sistemas de efluxo bacterianos podem ser tanto especificos, expulsando somente um
antimicrobiano ou uma classe de antimicrobianos, quanto bomba de efluxo multirresistentes.
Essas bombas sdo classificadas em cinco familias de acordo com seu requerimento energetico
e estrutura: ABC (ATP-binding cassettes), MATE (Multidrug and Toxic compound efflux),
RND (resistancenodulation cell division), SMR: (small multidrug resistance family), MEPF

(multiantimicrobial extrusion protein Family) e MET (multidrug endosomal transporters). As
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primeiras 5 familias sdo encontradas em microrganismos enquanto que a familia MET é
restrita a eucariotos (KOURTESI et al., 2013).

A sobrexpressdo e a expressdo constitutiva dessas proteinas de membrana podem
representar o primeiro passo na aquisicdo de resisténcia bacteriana aos antibioticos que,
aliados a formacdo de biofilme, contribuem para sua sobrevivéncia e persisténcia em
ambiente infectado (COYNE et al., 2011; BLAIR et al., 2015a; L1 et al., 2015).

Desta forma, o conhecimento sobre a formacdo de biofilme além de outros
mecanismos de resisténcia bacterianos, € fundamental para adequacdo de estratégias de
tratamento de doengas como a mastite pois, conhecendo as suas propriedades e 0 modo como
se organizam, é possivel controlar o desenvolvimento desses microrganismos de forma a
prevenir 0 seu crescimento e, consequentemente, chegar a um tratamento eficaz (MELO et al.,

2012).

2.7. Resisténcia aos antimicrobianos

O surgimento dos antibidticos revolucionou o tratamento de doencas infecciosas,
proporcionando uma reducdo mundial das taxas de morbidade e mortalidade associadas a
infeccBes causadas por bactérias (COSTA et al., 2017). A terapia antimicrobiana tem por
finalidade fazer com que o principio ativo chegue até o local da infeccdo e mantenha
concentracdes adequadas por tempo satisfatorio para auxiliar a defesa do sistema imunoldgico
(COSTA, 2011).

Entretanto, o0 mau uso desses farmacos acelera o processo natural de resisténcia
bacteriana, favorecendo a selecdo de patdgenos resistentes no meio ambiente, além de
contribuir para o surgimento de doencas de dificil tratamento dentro das comunidades (ORUS

et al., 2015). O acesso facilitado aos medicamentos na medicina veterinaria tem feito com que
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0s mesmos sejam escolhidos de maneira errénea, podendo resultar em selecdo de cepas
resistentes interferindo na eficiéncia do tratamento (SHI et al., 2010).

A resisténcia € um fendmeno natural explicado por diferentes mecanismos e regida
pelo principio da evolucdo e adaptacdo genética. O surgimento da mesma é mais acentuado
quando a populacgéo de bactérias fica exposta de forma constante a antibidticos. Mesmo com a
indicacdo e utilizacdo correta desses medicamentos, existe a possibilidade de se verificar o
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia (SAMPAIO et al., 2018), isso porque 0s
microrganismos portadores de resisténcia intrinseca ou de genes de resisténcia, podem
apresentar maior adaptacdo e tolerdncia a pressao seletiva que os antibidticos impdem ao
meio, devido as capacidades bioquimicas que tais microrganismos podem expressar
(KUMAR e VARELA, 2013).

Vérios podem ser os mecanismos de resisténcia aos antibioticos. Dentre eles, pode-se
citar: (1) modificacdo do alvo do antibidtico: mudancgas estruturais do alvo impedem a ligagédo
efetiva entre ele e o antibio6tico (BLAIR et al., 2015b); (2) diminuicdo da permeabilidade da
membrana celular: a penetracdo do farmaco nas bactérias depende de caracteristicas fisico-
quimicas dos antibidticos como a polaridade e o tamanho das moléculas (DRAWZ e
BONOMO, 2010); (3) sistemas de bombas de efluxo: proteinas membranares que exportam
o0s antibioticos para 0 meio extracelular, mantendo as concentrac@es intracelulares em baixos
niveis (DRAWZ e BONOMO, 2010); (4) inativagdo enzimatica do antibiotico: 0 mecanismo
de resisténcia ocorre devido a inativacdo do farmaco a partir da producdo de enzimas que
degradam ou inativam o antibiotico. O exemplo classico deste mecanismo de resisténcia é a
producao de B-lactamase que hidrolisa o anel B-lactamico dos antibioticos (VAN HOEK et
al., 2011); (5) formacéo de biofilmes: ocorre a adeséo primaria das celulas a uma superficie
seguida da formacdo de microcol6nias que se acumulam agrupadas em multicamadas

celulares. Por meio de comunicacdo quimica via quorum sesing entre as celulas bacterianas,
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ocorre a formacgéo de um agregado de celulas embutidas em uma matriz de exopolissacarideos
que constitui o biofilme maduro (VERT et al., 2012).

O fenbmeno da resisténcia bacterianaa diversos antibidticos impde sérias
limitacOes as opcles para o tratamento de infeccdes bacterianas, representando uma ameaca
para a saude publica (COSTA e SILVA JUNIOR, 2017). Isso acontece principalmente pelo
fato de que a producdo de barreiras de protecdo, como o biofilme, contribui para 0 aumento
dessa resisténcia, tornando ainda mais dificil o tratamento da enfermidade.

Dessa forma, medidas para evitar a resisténcia bacteriana, como o uso racional dos
antibidticos, prevencao de infeccdes bacterianas, controle e prevencdo da disseminagdo de
microrganismos resistentes sdo essenciais. Além disso, a busca por novos metabdlitos ativos,
contra diferentes microrganismos patogénicos, deve ser ativa e continua (GUIMARAES et al.,

2010).

2.8. Alternativas para a terapia da mastite

Devido ao aumento da resisténcia bacteriana aos antibidticos, hd uma busca por
alternativas que reduzam a selecdo de patdgenos resistentes, tais como o Staphylococcus
aureus. Varios antimicrobianos podem ser utilizados no tratamento da mastite, porém, é
importante destacar que o uso indiscriminado do produto pode, dentre outras coisas,
contribuir para o aumento da resisténcia bacteriana. Assim, uma alternativa bastante viavel
seria 0 uso de fitoterapicos para o tratamento da enfermidade (KLOCKE et al., 2010).

As propriedades terapéuticas dos produtos fitoterapicos estdo ganhando cada vez mais
espaco no tratamento de doencas envolvendo microrganismos em razdo das muitas vantagens
que oferecem, dentre elas a possivel diminuicdo nas reacdes adversas durante o tratamento,
diminuicdo da selecdo de microrganismos resistentes, reducdo de custos, além de evitar a

eliminacdo de residuos no leite (OLIVEIRA et al., 2010; SCHIAVON et al., 2011).
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Vaérias regides do Brasil apresentam plantas com potencial fitoterapico. A vegetacao
da Caatinga, por exemplo, por conta de suas caracteristicas peculiares, apresenta um enorme
potencial. Entretanto, ainda sdo necessarios mais estudos acerca do potencial terapéutico dos
seus vegetais. Dentre as espécies desse bioma, a jurema preta (Mimosa tenuiflora) é
abundante e bastante utilizada como forrageira, sendo apreciada como alimento por caprinos,
ovinos e bovinos, principalmente na estagdo seca, quando ndo ha& pastagens para sua
alimentacdo (BEZERRA et al., 2011; FREITAS et al., 2010).

A fitoterapia é considerada uma alternativa interessante para o tratamento da mastite,
onde estudos in vitro visando a determinacdo do potencial antimicrobiano de plantas
pertencentes a flora brasileira, ja vém demonstrando resultados satisfatorios
(ALBUQUERQUE et al., 2007; BEZERRA et al., 2009; MOURA et al., 2013). Além disso, a
atividade antibacteriana de extratos naturais de plantas e de alguns de seus compostos vem
sendo demonstrada frente aos isolados obtidos de casos de mastite (SCHUCH et al., 2008;

BASKARAN et al., 2009).

2.9. Mimosa tenuiflora (Willd.) Poiret

A regido semiarida brasileira € uma importante ecorregido da Caatinga que fornece as
condicBes bioticas e abioticas necessarias para  que muitas espécies
endémicas habitem; permitindo a presenca de alta diversidade de espécies quando comparado
com outras regides semiaridas do mundo (ALVES et al., 2009; SANTOS et al. 2011).

A Mimosa tenuiflora (Willd.) Poiret, popularmente conhecida no Brasil como
“jurema-preta”, ¢ uma planta tipica das areas semidridas do Brasil, pertence a familia
Mimosaceae de grande importdncia no dominio da caatinga no semiarido nordestino,
(SOUZA; RODAL, 2010). Cresce de 2,5 a 5,5m de altura, sendo considerada uma arvoreta de

porte arbustivo. Possui caule ereto ou levemente inclinado, com ramificagdo abundante,
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desprendendo-se em por¢des delgadas escamiformes e ramos castanho-avermelhados,
esparsamente aculeados. As suas folhas s@o compostas, alternas, bipinadas, com foliolos
muito pequenos com 5 a 7 pares de pinas e 18 a 36 pares de foliolos por pina (Figura 1)

(QUEIROZ et al., 2009).
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Figura 2. Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir. — Jurema preta. (A): Folhas; (B): Espinhos; (C): Flor; (D):
Planta inteira. (Foto: Autoria propria. 2017).

E uma espécie xerdfita de habito arbustivo-arboreo, indicadora de estadio de sucessdo
secundaria progressiva ou de recuperagdo, amplamente disseminada pelas diferentes
fitofisionomias de caatinga do nordeste brasileiro, congregando inumeras potencialidades
(CALIXTO JUNIOR et al., 2011).

No Nordeste do Brasil, € uma arvore comum, rica em varios metabdlitos secundarios
(fendis, saponinas, taninos e flavondides) que tem sido amplamente utilizada

contra bronquite , tosse , febre, dor de cabeca e Ulceras cutaneas (SILVA et al. 2012). Estudos
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mostram que extratos aquosos e etanolicos da casca de jurema preta demonstraram atividade
antimicrobiana contra uma série de patdgenos (BORGES et al., 2013) além de
apresentar atividade cicatrizante e anti-inflamatéria (BEREITER et al., 2008; CRUZ et al.,
2016) bem como potencial antioxidante e antinociceptivo (CARTAXO et al., 2010; PAIVA
etal., 2013).

Mimosa tenuiflora, planta endémica do bioma Caatinga, tem sido estudada como
agente antimicrobiano em diversas pesquisas e apresentou resultados muito satisfatorios
contra diferentes tipos de microrganismos (BEZERRA et al., 2009; PADILHA et al., 2010;
OLIVEIRA et al., 2013).

Estudos com plantas do bioma Caatinga, incluindo M. tenuiflora, tém demonstrado
gue alguns compostos fendlicos (como flavonoides e taninos) presentes nas mesmas, Sdo
responsaveis por importantes propriedades farmacologicas, tais como: atividade cicatrizante,
anti-inflamatoria, antifungica, antioxidante, bactericida e bacteriostatica (BEZERRA et al.,
2011; BORGES et al., 2013).

RIVERA-ARCE et al., (2007) avaliaram as propriedades antimicrobianas da casca do
caule de M. tenuiflora e demonstraram uma grande acao inibitoria dos extratos etandlico e
hidroalcodlico contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos dermatofitos.
Outros estudos, também com a casca do caule, confirmaram suas propriedades farmacoldgicas
e mostraram uma excepcional atividade antimicrobiana do extrato etandlico contra estirpes
bacterianas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Staphylococcus spp. (PEREIRA et
al., 2009; PADILHA et al., 2010; BEZERRA et al., 2011). Sua composi¢do quimica tem
atraido um consideravel interesse, principalmente devido a presenca de alcaloides indolicos,
taninos e flavonoides (SOUZA et al., 2008).

Apesar de a planta estar apresentando resultados satisfatorios quanto ao seu potencial

antimicrobiano, os estudos sobre seu efeito na formacéo de biofilmes bacterianos sdo muito
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escassos, sendo de grande relevancia a realizacdo de pesquisas sobre tal assunto, ja que
estratégias para controle de biofilmes podem contribuir com a producao de subsidios para sua

aplicacdo na terapia dos animais (MILLEZI et al., 2013).

2.10. Agentes antibiofilme

Estratégias para controle de biofilmes podem interferir na formacao dessas estruturas
em superficies, pois um dos maiores problemas é a ocorréncia de multiplicacdo de cepas
altamente virulentas e resistentes (MILLEZI et al., 2013).

Na forma de biofilme, as bactérias sdo mais resistentes a varios tratamentos
antimicrobianos, podendo sobreviver a condi¢cdes adversas e suportar o sistema imunologico
do hospedeiro. Dessa forma, ha necessidade de novas opcbes de tratamento de infeccGes
associadas a biofilmes. No entanto, ainda ha um grande desafio no desenvolvimento de
agentes que combatam o biofilme e, até 0 momento, nenhuma substancia antibiofilme foi
registrada ou estd em uso clinico, o que torna o tratamento de infeccdes relacionadas com
biofilmes muito dificil (RABIN et al., 2015).

Véarios mecanismos estdo envolvidos na inibicdo ou erradicacdo de biofilmes. Dentre
eles pode-se citar: (1) degradacdo de componentes da matriz polimérica pela acdo de enzimas
(como proteases, carbohidrases, nucleases especificas aos componentes da matriz); (2)
moléculas anti-adesivas (capazes de alterar a interacdo das células com a superficie); (3)
inibicdo das moléculas responsaveis pela regulacdo do quorum-sensing, (4) inibicao de fatores
de viruléncia ou de adesdo como pili, flagelos, adesinas, entre outros (RENDUELES e
GHIGO, 2012).

Pesquisas estdo sendo desenvolvidas para lancamento de agentes antibiofilme que néo
apresentam toxicidade, pois acredita-se que 0s mesmos ndo induzirdo resisténcia aos

medicamentos. A maioria das moléculas antibiofilme que foram desenvolvidas tém sido
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inspiradas em produtos naturais ou modificagdes de moléculas de sinalizacdo que regulam a
formacédo de biofilmes (RABIN et al., 2015). Os produtos naturais podem fornecer uma
disposicdo diversa de estruturas quimicas e possuir uma variedade larga de propriedades
bioldgicas. Dessa forma, os mesmos sdo explorados mundialmente na busca de novos
produtos farmacéuticos (BUOMMINO et al., 2014).

Pesquisas voltadas para a descoberta de novos compostos capazes de inibir biofilmes
sdo de grande importancia sendo que os produtos naturais continuam a despertar o interesse
para o desenvolvimento de componentes com estruturas e atividade biologica interessantes
(RABIN et al., 2015). Muitos compostos antibiofilme foram identificados a partir de diversas
fontes naturais e esses produtos tém colaborado com o desenvolvimento de uma
multiplicidade de agentes terapéuticos sintéticos (GARO et al., 2007; WU et al., 2011; LEE et
al., 2011).

Estudo feito por Coenye et al. (2012) demonstrou que dos 119 extratos de plantas
testados, apenas cinco (Epimedium brevicornum, Malus pumila, Polygonum cuspidatum,
Rhodiola crenulata, e Dolichos lablab) mostraram uma potente atividade antibiofilme. Ja
Trentin et al. (2011) avaliaram 45 extratos aquosos de 24 espécies de plantas da Caatinga
contra Staphylococcus epidermidis e concluiram que polifendis, cumarinas, esterdides e
terpenos podem atuar como possiveis compostos ativos envolvidos com os efeitos dos
extratos, afirmando que estes podem ser considerados alternativas importantes para combater
esse microrganismo.

Dessa forma, para tentar reduzir ou até mesmo eliminar a formacdo do biofilme e,
consequentemente, reduzir a resisténcia aos antibidticos de bactérias causadoras de mastite,
sd80 necessarios estudos para analisar quais possiveis substancias podem atuar contra a
formacdo do biofilme. Nesse sentido, o extrato de plantas medicinais surge como uma

importante alternativa para controlar a formacdo do biofilme, reduzindo a resisténcia

33



bacteriana aos antimicrobianos tradicionais e possibilitando melhor tratamento da doenca nos

rebanhos (BRAMBILLA et al., 2017).

2.11. Sinergismo de drogas antimicrobianas com fitoterapicos

O aumento da resisténcia microbiana as drogas existentes ¢ um problema sério e,
portanto, existe a necessidade de buscar novas alternativas de substancias antibacterianas,
especialmente a partir de fontes naturais (PAREKH e CHANDA, 2007). Uma alternativa
viavel seria a utilizacdo de extratos de plantas medicinais. H4 muitas vantagens no uso de
compostos antimicrobianos a partir dessas plantas, dentre elas: (i) menos reaces adversas
esperadas, (ii) melhor tolerancia do animal, (iii) maior economia, (iv) melhor aceitacdo devido
a longa histdria de uso e (v) ser renovavel por estar disponivel na natureza (OLIVEIRA et al.,
2007; SILVA et al., 2007; PAREKH e CHANDA, 2007).

O uso de plantas medicinais pode ser bastante interessante do ponto de vista
antimicrobiano. No entanto, em associa¢do com agentes antimicrobianos, os resultados podem
ser ainda melhores, pois é possivel potencializar a capacidade de aumento da eficacia de
antibidticos. A combinacdo de substancias antimicrobianas tem sido empregada para diversos
fins, principalmente para reduzir a toxicidade relacionada a dose do antibi6tico em virtude do
uso de doses reduzidas de cada substancia ativa; na terapéutica de infecgdes por multiplos
patogenos; e também para prevenir ou retardar a emergéncia in vivo de subpopulagdes
resistentes a antibidticos (MACEDO et al., 2013). Dessa forma, a interacdo mais desejada
entre farmacos € a do tipo sinérgica, a qual consiste numa interacdo positiva onde 0 uso
combinado de duas ou mais substancias produz um efeito combinado maior do que aquele
observado quando se utiliza cada antimicrobiano de modo separado (SEGATORE et al.,
2012). O efeito sinérgico acontece, provavelmente, em funcdo da formacdo de um

determinado complexo que se torna mais eficaz na inibicdo de uma espécie particular de
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microrganismo, seja inibindo a sintese da parede celular ou provocando sua lise (CHANDA e
RAKHOLYA, 2011).

O efeito sinérgico contra microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos ja foi
comprovado, mostrando que a atividade antimicrobiana de drogas em combinagdo com
fitoterapicos apresentou melhores resultados quando comparada ao teste somente com
antimicrobianos, sugerindo que o sinergismo é uma boa opcdo contra determinados
microrganismos se comparado com algumas drogas sintéticas (AHMED et al., 2010;
FERNANDES et al., 2012).

Assim sendo, devido ao aumento da prevaléncia de microrganismos resistentes a
maultiplas drogas, os testes de sinergismo empregando varias combinacdes de substancias de
origem natural com agentes antimicrobianos, podem ser uma importante ferramenta para que
se faca uso de uma terapia antimicrobiana mais eficaz e menos toxica (MACEDO et al.,
2013), sendo que essa associacdo entre extratos de plantas e drogas também pode expandir o
espectro antimicrobiano bem como evitar o aparecimento de resisténcia mutante (CHANDA,;

RAKHOLIYA, 2011).
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Resumo

Atualmente, um ndmero elevado de infecgdes por Staphylococcus aureus tem se tornado cada
vez mais persistente e os variados tipos de antibioticos que tém sido usados no tratamento da
mastite tornaram-se menos eficazes ou até mesmo ineficazes para esta bactéria resistente.
Nesse sentido, o desenvolvimento de novas terapias, eficientes e de menor custo, é

extremamente necessario. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito sinérgico e

36



antimicrobiano do extrato etandlico bruto (EEB) de Mimosa tenuiflora contra S. aureus de
leite bovino. Foram utilizados 58 isolados bacterianos da bacterioteca do Laboratorio de
Microbiologia e Imunologia Animal da Universidade Federal do Vale do Sdo Francisco.
Testes fenotipicos foram realizados em microplacas para avaliar a concentragdo bactericida
minima (CBM), bem como o efeito da associacdo do extrato etandlico de M. tenuiflora com
oxacilina contra S. aureus. No teste em microplacas, a atividade antimicrobiana do extrato foi
observada em 100% dos isolados. Em combinacdo com a oxacilina, observou-se que a CBM
para o extrato foi 32 vezes menor para todos os isolados, mostrando uma reducéo de 96,87%
do valor do CBM. Para oxacilina, o valor médio de reducdo de CBM foi de 86%. A
caracterizacdo quimica do EEB revelou a presenca de varias classes de metabdlitos, com
destaque para os compostos fenolicos. Foi possivel identificar taninos hidrolisaveis e o
flavonoide luteolina. Em conclusdo, o EEB apresentou atividade antimicrobiana para todos 0s
isolados de S. aureus testados. As concentracdes de CBM do extrato e oxacilina apresentaram
uma reducdo expressiva, mostrando um efeito sinérgico quando ambos foram testados em

associacao.

Palavras-chave: bactéria, resisténcia, produto natural, jurema preta, Checkerboard.
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Introducéo

A Caatinga € um bioma exclusivamente brasileiro e rico em endemismos, onde muitas
de suas espécies vegetais apresentam potencial medicinal, e possuem em sua constituicdo
quimica substancias capazes de inibir o crescimento de microrganismos patogénicos, o que
vem despertando o interesse cientifico ao longo dos anos (MESQUITA et al., 2017). E
crescente o interesse de diferentes areas de estudo acerca dessas plantas, em busca de novas
moléculas bioativas com atividades bioldgicas interessantes. Para Bezerra et al. (2011) isso se
deve ao aumento de microrganismos resistentes as drogas antimicrobianas convencionais, 0
gue vem desafiando a ciéncia e causando sérios riscos a satde publica em todo o0 mundo.

Elevado numero de infeccBes causadas por Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina/oxacilina (MRSA), tem se tornado cada vez mais persistente e muitos antibioticos
gue vém sendo utilizados no tratamento da mastite tornaram-se menos eficazes ou até mesmo
ineficazes para esta bactéria resistente (DeLEO et al., 2010). Dessa forma, o desenvolvimento
de novas terapias, eficientes e de menor custo, é extremamente necessario.

Infelizmente, o desenvolvimento de novos antibidticos torna-se mais dificil, visto que
as atuais terapias estdo perdendo sua eficacia (BROOKS et al., 2014). Isto pode ser
demonstrado pelas infeccBes causadas por MRSA, que costumam ser mais resistentes a
diversas classes de antibidticos e responsavel por varias enfermidades, dentre elas a mastite
(BOUCHER et al., 2010; LIN et al., 2013).

Diante disso, uma alternativa mais segura e de menor custo seria intercalar um
antimicrobiano, usado comumente no tratamento da enfermidade, com uma planta que possua
propriedades medicinais visando obter efeito sinérgico, reduzindo as doses do antibiotico e,
consequentemente, reduzindo custos. Mimosa tenuiflora (Fabaceae), por exemplo, tem sido
estudada como agente antimicrobiano em diversas pesquisas e apresentou resultados bastante

significativos contra diferentes espécies de microrganismos (BEZERRA et al., 2009;
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PADILHA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2013). O uso dessa planta em associa¢do com
antibidticos poderia ser uma alternativa para combater a resisténcia que as bactérias
apresentam aos antimicrobianos utilizados no tratamento da mastite, por exemplo.

Diferentes estudos ja comprovaram o efeito sinérgico contra microrganismos Gram-
positivos e Gram-negativos, mostrando que a atividade antimicrobiana de drogas em
combinacdo com fitoterdpicos apresentou melhores resultados quando comparada ao teste
somente com antimicrobianos, sugerindo que o sinergismo € uma boa opc¢do contra
determinados microrganismos se comparado com algumas drogas sintéticas (AHMED et al.,
2010; FERNANDES et al., 2012).

Assim, o0 objetivo dessa pesquisa foi avaliar a atividade antimicrobiana e efeito
sinérgico do extrato etandlico de Mimosa tenuiflora e da oxacilina frente a isolados de

Staphylococcus aureus oriundos de leite bovino.

Metodologia

Amostras bacterianas

Foram utilizadas 58 cepas de Staplylococcus aureus isolados de leite bovino em
pesquisa anterior e que se encontravam armazenadas na bacterioteca do Laboratério de
Microbiologia e Imunologia Animal da UNIVASF — campus Ciéncias Agrarias. Todos esses

isolados foram obtidos a partir de pesquisa realizada por Araujo et al. (2017).

Coleta, identificacédo e processamento do material botanico
Cascas do caule de Mimosa tenuiflora (550 g) foram coletadas em area de caatinga
preservada nas dependéncias do Centro de Recuperacdo de Areas Degradadas (CRAD) —

localizado na Univasf campus Ciéncias Agrarias (S 09°19°35,43” / W 040°32°53,106”), em
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marco de 2017, no municipio de Petrolina-PE. Galhos da planta (contendo folhas e flores)
também foram coletados e levados ao Herbario Vale do Séo Francisco (HVASF), onde a
identificacdo botanica se deu por comparagdo das amostras coletadas com uma exsicata da
espeécie, depositada sob numero de tombo 21491.

Para o processamento do material vegetal, este foi levado ao Nucleo de Estudos e
Pesquisas em Plantas Medicinais (NEPLAME) — UNIVASF para processamento.
Inicialmente, o material foi submetido a secagem em estufa com ar circulante a temperatura
média de 45 °C durante 7 dias. ApOs essa etapa, obteve-se um rendimento de 350 g de
material seco. Posteriormente, foi realizada a trituracdo do material com auxilio de moinho de

facas, obtendo-se 0 material vegetal seco em p6, com rendimento de 298,6 g.

Obtencédo do extrato etandlico bruto (EEB)

O material vegetal seco e em pd (298,6 g) foi submetido a maceracdo exaustiva,
utilizando como solvente etanol 95% em percolador de aco inoxidavel, com renovacdo do
solvente a cada 72 h. Sucessivas extracfes foram realizadas, até seu maximo esgotamento.
Apds este processo, a solucdo extrativa passou por um processo de destilacdo do solvente em
evaporador rotativo a pressdo reduzida, a uma temperatura média de 50 °C, obtendo-se, ao

final, 84,95 g do extrato etanélico bruto de Mimosa tenuiflora (EEBMT).

Triagem fitoquimica preliminar

A analise fitoquimica preliminar, também conhecida como screening, teve como
objetivo detectar as principais classes de metabdlitos secundarios presentes no extrato
etanolico bruto de M. tenuiflora. As técnicas usadas para este fim sdo baseadas em reacdes
quimicas que exibem caracteristicas universais para cada uma das diferentes classes de

metabolitos secundéarios investigadas. As metodologias utilizadas foram baseadas em um

40



método proposto por Wagner e Bladt (1996), sendo realizadas em pequena escala e em tubos
de ensaio, onde os resultados s@o observados através de reacdes das amostras com solucdes de
reagentes especificos para cada classe de metabolito, as quais promovem alteracdes de cor ou
formacdo de precipitados. Para isso, foi utilizada a técnica de cromatografia em camada
delgada analitica (CCDA) que possui, como ponto favoravel, a possibilidade de comparacao
dos extratos e fases investigadas com padrdes de metabdlitos secundarios disponiveis no
mercado. Na CCDA, pequenas aliquotas do extrato (e fases), solubilizadas em solventes
adequados, foram aplicadas com o auxilio de um capilar de vidro em placas de camada
delgada com suporte de aluminio e com silica gel como fase estacionaria. Misturas de
solventes em proporcdes adequadas para cada classe investigada foram usadas como fases
moveis. Apds a eluicdo, as placas foram reveladas com reagentes especificos e/ou analisadas
em camara de UV nos comprimentos de onda de 254 nm e 365 nm (OLIVEIRA et al., 2010;

SIMOES et al., 2010; BRAZ et al., 2011).

Extracdo e analise do EEBMT por UPLC-DAD-QTOF-MS/MS

Para a andlise por UPLC-DAD-QTOF-MS/MS, o EEBMT foi extraido em SPE C-18
(extracdo em fase sélida). O cartucho foi previamente ativado utilizando 10 mL de metanol e
10 mL de agua ultrapura. Cerca de 300 mg do extrato foram solubilizados em 500 uL de agua
acidificada (pH=2 com HCI) e 500 pL de MeOH. Apés a aplicacdo do extrato no cartucho,
foram adicionados 10 mL de agua ultrapura e logo em seguida a fragdo com 0s compostos
organicos foi eluido com 10 mL de metanol. O solvente foi evaporado, obtendo-se a fragdo
metandlica. Esta fracdo foi analisada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
acoplado a Espectrometria de Massas com analisador hibrido Quadrupolo-Tempo de Voo
(UPLC-DAD-QTOF-MS/MS). Foi utilizado o espectrdmetro de massas XEVO-G2XSQTOF

(Waters, Manchester, UK) conectado ao Sistema ACQUITY UPLC (Waters, Milford, MA,
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USA) com a interface ionizacdo por eletrospray (ESI). A separacdo cromatografica das
substancias foi realizada em UPLC com autoinjetor condicionado a 4 °C, usando uma coluna
Acquity BEH C18 column (50 mm X 2.1 mm i.d., 1.7 um) (Waters, Milford, MA, USA). A
temperatura da coluna foi mantida a 40 °C. A fase movel consistiu de dgua 0,1% de &cido
formico (solvente A), acetonitrila 0,1% de acido férmico (solvente B) e fluxo de 0,4 mL/min.
O gradiente de eluigdo foi: 0-8 min, 10-50% B; 0.8-9 min, 50-95% B. Foram injetados 10 uL.
O espectrémetro de massas XEVO-G2XSQTOF foi usado no modo negativo com scan de 50
a 1200 m/z para a aquisic¢do dos dados em MSE, que permite obter os ions tanto do composto
como dos precursores em uma mesma injecdo. As condicBes para a aquisicdo foram:
voltagem do capilar de 3.0 kV; temperatura do cone da amostra 100 °C, temperatura de
desolvatagdo 250 °C, velocidade do fluxo de gas no cone 20Lh* e velocidade do fluxo de gas
(N2) da desolvatagdo 600Lh™. Todas as analises foram feitas utilizando o lockspray. Leucina-
encefalina (10 ngmL™) foi utilizada como composto de referéncia padréo para calibrar o
espectrometro de massas durante as analises e introduzidas no lockspray a 10 uLmin* para a
acuracia na aquisicdo dos dados. Todas as aquisicdes e analises dos dados foram controlados

usando o software Waters MassLynx v 4.1.

Determinacéo da atividade antibacteriana do EEBMT

Para determinar a atividade antimicrobiana in vitro do extrato, foram adotadas as
descricdes de Santurio et al. (2007). Para isso, as colonias bacterianas foram inoculadas em
tubos contendo 10 mL de solucdo salina até a obtencdo de turvacdo. Esses tubos foram
levados ao espectrofotdmetro onde, através do comprimento de onda de 546 nm, foi feita a
leitura dos mesmos. A turvagdo ideal foi aquela correspondente a densidade optica (D.O)
entre 0,300 e 0,400 (1,36x10% UFC/mL). De cada tubo, foram retirados 100 pL da solucéo

turvada e inoculados em tubos contendo 9,9 mL de caldo Mueller Hinton (MH). Por fim, 10
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UL (1x10* UFC) dessa suspenséo foram inoculados em cada poco da microplaca contendo a
diluicdo do extrato, que iniciou na concentracao de 5000 pg/mL até 39 pg/mL. O material foi
incubado a 37 °C/24 h e, apds esse tempo, com o auxilio de um replicador, as amostras
bacterianas de cada uma das diluicdes foram inoculadas na superficie de placas contendo agar
MH e incubadas por 24 h a 37 °C. Na sequéncia, foi determinada a concentracdo bactericida
minima (CBM) como a menor concentracdo do extrato vegetal capaz de causar a morte do

indculo. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

Determinacdo da atividade antibacteriana da oxacilina

Os isolados de S. aureus foram submetidos ao teste de suscetibilidade a oxacilina,
utilizando-se a mesma metodologia (microdiluicdo em placas) descrita anteriormente para o
EEBMT. Foram avaliadas oito diluicbes do antimicrobiano partindo da concentracdo de
15,625 pg/mL até 0,12 pg/mL. A CBM foi considerada como sendo a menor concentracdo do
antibidtico capaz de causar a morte do indculo. Todos os ensaios foram realizados em

triplicata.

Analise de sinergismo pela técnica Checkerboard

Para realizar esse teste, foram selecionadas as cepas com os maiores valores da CBM
para a oxacilina, totalizando 15 amostras. ApOs a selecdo, realizou-se uma suspensao
bacteriana, em tubos contendo 5 mL de caldo MH, a partir dos isolados cultivados em placas
contendo agar MH. Os tubos foram colocados em estufa por 24 h a 37 °C. Apoés esse tempo,
foram retirados 300 uL de cada tubo sendo transferido para outros tubos contendo solucgéo
salina 0,85% para atingir a turvagdo equivalente a escala 0,5 de McFarland (1x10® UFC/mL).
Uma aliquota de 10uL dessa nova suspensao foi adicionada em todos os po¢os da microplaca

ja contendo o meio MH e as dilui¢fes do extrato e do antibiotico.
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As diluicdes foram realizadas da seguinte maneira: na coluna 6, adicionou-se 100 uL
da oxacilina, na concentracdo de 4X o valor da CBM; para a realizacdo da dilui¢do seriada
foram transferidos, sequencialmente, 100 uL do volume do pogo, no sentido horizontal, até a
coluna 1. Ja a diluicdo do extrato foi realizada adicionando-se 100 uL na concentragdo de 2X
o valor da CBM no primeiro pog¢o da linha ‘A’ da microplaca. Apds esta etapa, foram
transferidos, sequencialmente, 100 uL. do volume do pogo no sentido vertical até a linha ‘F’
(Figura 1). Acrescentou-se em cada poco da placa de microdiluicdo 10 pL da suspensédo
bacteriana. Nos pogos H1, H2 e H3 foram adicionados apenas os 10 pL da suspensdo
bacteriana, juntamente com 100 pL de meio MH e nos pogos H4, H5 e H6 foram adicionados
apenas 100 uL do meio MH, servindo como controle de esterilidade do processo. As

microplacas foram incubadas por 24 h a 37 °C.

Antimicrobiano

132 116 18 14 12 1
¥ & & & 3 3

Extrato etanolico

|——’{ Controle ] [anco (meio de cultuﬂ(—

Figura 1. Esquema da metodologia checkerboard. Na coluna seis (6) é o inicio da diluicdo em série do
antimicrobiano a partir de uma concentracdo de 4X o valor da CBM que obtém no final seis dilui¢fes referentes
a 1x, 1/2x, 1/4x, 1/8x, 1/16x e 1/32x do valor da CBM até a coluna um (1). Na linha "A" é o inicio da diluicdo
em série do produto natural, na concentracdo de 2X o valor da CBM até a linha F, obtendo no final os mesmos
padrdes de diluicBes referentes ao valor da CBM.
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Em seguida, com auxilio de um replicador multicanal, o conteldo de cada po¢o da
microplaca foi transferido para placas contendo &gar MH, incubando-as novamente por mais
24 h a 37 °C. A interpretacdo do efeito sinérgico de cada antimicrobiano e das combinagdes

foi determinada pelo calculo do indice da Fracdo Inibitoria (IF1), por meio da seguinte

formula:
> IFI=IFI PN+IFI ATM
Onde:
CBM binad
IF1 do produto natural (PN) = combinado
CBM do PN sozinho
_ . CBM binad
IFI do antimicrobiano (ATM) = ( com ma.O)
CBM do ATM sozinho

A somatoria dos IFIs foi utilizada para a classificacdo dos efeitos, de acordo com
alguns critérios: A¢do sinérgica (IFI < 0,5); Aditiva (0,5 < IFI < 1); Indiferente (1 < IFI < 2);

Antagonico (IFI>2) (LEE et al., 2012).

Resultados

Caracterizacdo quimica do extrato etanolico de Mimosa tenuiflora

Na tabela 1, encontram-se os resultados obtidos apds a realizacdo da triagem

fitoquimica do extrato etandlico bruto de M. tenuiflora.
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Tabela 1. Resultado da andlise da triagem fitoquimica do Extrato Etanélico Bruto (EEB) de Mimosa tenuiflora
(jurema preta).

Grupo quimico EEB Mimosa tenuiflora
Alcaloides -
Antocianinas +++
Antraquinonas -
Compostos fenolicos ++
Cumarinas -
Derivados antracénicos +++
Lignana +++

Mono, sesqui e diterpenos -
Naftoquinonas -

Saponinas +++
Taninos condensados -
Taninos hidrolisaveis +++
Triterpenos/esterois +
Xantinas +

(-): auséncia do constituinte quimico; (+) menor concentragdo; (++) concentracdo moderada; (+++) maior
concentragao.

Com relacdo as analises por cromatografia, os cromatogramas de UPLC-DAD (290
nm) e ion pico base (BPI) revelaram a presenca de 14 compostos fendlicos, descritos na

Tabela 2 e que podem ser observados na Figura 2.

Tabela 2: Constituintes quimicos identificados por UPLC-DAD a partir da analise do extrato etanélico bruto de
M. tenuiflora.

Pico TR (min) A max (nm) Composto
1 0,77 279 Digalato trimero de procianidina
2 0,90 279 Digalato trimero de procianidina
3 1,11 279 Digalato trimero de procianidina
4 1,50 279 Digalato trimero de procianidina
5 1,89 279 Digalato trimero de procianidina
6 2,22 279 Digalato trimero de procianidina
7 2,65 279 Digalato trimero de procianidina
8 2,71 279 Digalato trimero de procianidina
9 2,74 279 Digalato trimero de procianidina
10 2,90 279 Digalato trimero de procianidina
11 3,05 279 Digalato trimero de procianidina
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12 3,12 279 Digalato trimero de procianidina
13 3,21 279 Trimero de procianidina
14 4,38 245 Luteolina

(TR): tempo de retencdo; (A max.): Comprimento de onda de absor¢cdo maximo; (nm): nanometro
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Figura 2. UPLC-DAD (290 nm) do extrato de Mimosa tenuiflora (A). Cromatograma de ions base (B) obtido
por UPLC-gTOF -MSE em modo negativo.

Os compostos foram identificados pelos dados obtidos através das absor¢des em UV
maximo, picos dos ions pseudomoleculares e as fragmentac6es obtidas por MS/MS. Foram
identificados 14 principais compostos, sendo 13 taninos condensados e um flavondide. Os
compostos 1 a 12 (tempos de retencdo: 0,77; 0,90; 1,11; 1,50; 1,89; 2,22; 2,65; 2,71; 2,74;
2,90; 3,05 e 3,12) apresentaram 0s mesmos valores de UV méaximo em 279 nm e ions
pseudomoleculares em m/z 1169.2520 [M-H]", correspondendo a fdérmula molecular
CsoHa6026. Os principais fragmentos MS? mostrados foram: m/z 1017,2135 [M-H-galoil],
881,1890 [M-H-procianidina], 593,1296 [M-H-2procianidina]” e 305,0663 [M-H-
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3procianidina]”. Com base nos dados obtidos pelo padrdo de fragmentacdo e comparagdo com
os dados da literatura (ROCKENBACH et al., 2012), foi possivel identificar os 12 isémeros
como sendo digalatos trimeros de procianidina. O composto 13 (tempo de retencdo 3,21) com
UV maximo 279 nm e pico do ion pseudomolecular em m/z 865.1979 [M-H]- foi identificado
como trimero de procianidina (CasHssO1s). Este tanino apresentou os picos MS? em m/z
576,1252 [M-H-procianidina]” e m/z 287,0558 [M-H-2procianidina]. O flavondide com
tempo de retencdo em 4,38 (14) foi identificado como sendo a luteolina baseado no espectro

de UV com maximo de 245 nm e pico do ion pseudomolecular em m/z 285.0393.

Atividade antibacteriana do EEB de Mimosa tenuiflora

O extrato etandlico apresentou atividade antimicrobiana em 100% (n=58/58) dos S.
aureus. Com relacdo aos resultados da CBM, 0s mesmos apresentaram resposta em quatro
concentracdes do extrato, sendo que a concentracdo de 312,5 pg/mL foi considerada a CBM

para a maioria dos isolados (39/58) (Figura 3).

60

50

[%2)
o
©
8 40
3 39
3 30
o
]
£ 20
3
z 9 9
10
. . H = SR
0
N N o & “ “ % )
S S % v : v N 5
& W N © a,'\’)/ & ~b

Concentracédo de CBM (em pg/mL)

Figura 3. Valores de Concentracdo Bactericida Minima do extrato etandlico de Mimosa tenuiflora frente a
isolados de Staphylococcus aureus.
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Atividade antibacteriana da oxacilina

A oxacilina também apresentou atividade antimicrobiana em 100% (n=58/58) dos S.
aureus. Com relacdo aos resultados da CBM, 0s mesmos apresentaram resposta em quatro
concentracdes, sendo que a concentracdo de 0,49 pg/mL foi considerada a CBM para a

maioria dos isolados (29/58) (Figura 4).
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Figura 4. Valores de Concentracéo Bactericida Minima da oxacilina frente a isolados de Staphylococcus aureus.

Andlise de sinergismo pela técnica Checkerboard
A atividade antibacteriana e o efeito sinérgico do extrato e da oxacilina, isoladamente

e em combinacdo, frente a cepas de S. aureus sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Efeito sinérgico do EEBMT com a oxacilina sobre Staphylococcus aureus de leite bovino.

Isolado (n°de  Substancia CBM (ug/mL) IFI YIFI Resultado
referéncia) testada Sozinho/combinado
S. aureus (05) EEB 312,5/9,76 0,0312
OXA 0,976 / 0,061 0,0625 0,093  Sinérgico
S. aureus (12) EEB 312,5/9,76 0,0312
OXA 0,976 /0,061 0,0625 0,093 Sinérgico
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S. aureus (20) EEB 312,5/9,76 0,0312

OXA 0,976/0,122 0,125 0,156 Sinérgico
S. aureus (22) EEB 312,5/9,76 0,0312

OXA 0,976 /0,122 0,125 0,156 Sinérgico
S. aureus (23) EEB 312,5/9,76 0,0312

OXA 0,976 /0,122 0,125 0,156 Sinérgico
S. aureus (24) EEB 312,5/9,76 0,0312

OXA 0,976/0,122 0,125 0,156 Sinérgico
S. aureus (41) EEB 312,5/9,76 0,0312

OXA 0,976 /0,061 0,0625 0,093 Sinérgico
S. aureus (49) EEB 312,5/9,76 0,0312

OXA 0,976 /0,244 0,25 0,28 Sinérgico
S. aureus (50) EEB 312,5/9,76 0,0312

OXA 0,976/ 0,244 0,25 0,28 Sinérgico
S. aureus (51) EEB 312,5/9,76 0,062

OXA 0,976 /0,244 0,25 0,31 Sinérgico
S. aureus (57) EEB 312,5/9,76 0,0312

OXA 0,976 /0,122 0,125 0,156 Sinérgico
S. aureus (61) EEB 312,5/9,76 0,0312

OXA 0,976 /0,122 0,125 0,156 Sinérgico
S. aureus (72) EEB 625/ 19,53 0,0312

OXA 0,976 /0,122 0,125 0,156 Sinérgico
S. aureus (73) EEB 156,2 / 4,88 0,0312

OXA 1,95/0,24 0,123 0,154 Sinérgico
S. aureus (78) EEB 312,5/9,76 0,0312

OXA 0,976 /0,122 0,125 0,156 Sinérgico

IFI: Indice da fracdo inibitoria; (EEB): Extrato etandlico bruto; (OXA): Oxacilina; (CBM): Concetracio
Bactericida Minima.

Em combinacdo com a oxacilina, pode-se observar que concetracdo bactericida
minima para o EEB foi 32 vezes menor para todos os isolados, mostrando uma reducéo de
96,87% do valor da CBM do extrato frente aos isolados testados.

Com relacdo a oxacilina, sua associacdo com o extrato resultou em uma reducédo de
93,75% do valor da CBM para trés isolados (nimeros de referéncia: 05, 12 e 41); de 87,5%
para oito isolados (numeros de referéncia: 20, 22, 23, 24, 57, 61, 72 e 78); 75% em outros trés
isolados (numeros de referéncia: 49, 50 e 51) e de 87,7% para um isolado (nUmero de
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referéncia: 73). Diante desses resultados, € possivel afirmar que a CBM para a oxacilina foi
de 4-16 vezes menor quando comparada ao valor testado sozinho.
Os valores mostrados na Tabela 3 se referem apenas aqueles relacionados a somatoria

dos IFIs que produziram os melhores efeitos sinérgicos, conforme definido pelo IFI <0.,5.

Discussao

Caracterizacdo quimica do extrato etanolico de Mimosa tenuiflora

Sé&o relativamente poucos os trabalhos na literatura que reportam de forma detalhada a
composicdo e caracterizacdo quimica de M. tenuiflora; e a grande maioria das pesquisas
utilizou como objeto de estudo o extrato etandlico bruto obtido a partir das cascas do caule da
planta. A presenca de compostos fendlicos corrobora os estudos fitoquimicos ja realizados
com esta espécie, que relatam o isolamento e/ou identificacdo de flavonoides e taninos,
considerados os principais metabdlitos produzidos por M. tenuiflora (CRUZ et al., 2016,
BAUTISTA et al., 2011; RIVERA-ARCE et al., 2007).

A partir da triagem fitoquimica, foi possivel observar a presenca de compostos
fenolicos, antocianinas, derivados antracénicos, taninos hidrolisaveis e saponinas. Isso pode
explicar os varios usos etnomedicinais da jurema preta visto que 0os mecanismos e modo de
acOes farmacoldgicas ja foram confirmadas para esses compostos, sejam eles antioxidantes,
antimicrobianos e/ou antitumorais (GAUTHIER, et al., 2011; NEGRI e TABACH, 2013;
THAKUR e ARYA, 2014; CASTRO et al., 2015; SYTAR et al., 2016; SILVA et al., 2017).

Silva et al. (2013), realizaram uma triagem fitoquimica utilizando o extrato etandlico
bruto também obtido a partir das cascas do caule de M. tenuiflora, buscando detectar variadas

classes de metabolitos secundarios. Eles observaram a presenca de saponinas, resinas,
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compostos fendlicos, alcaloides, flavonoides e taninos pirogalicos. Assim como no nosso
trabalho, notou-se a auséncia de quinonas e cumarinas.

Com relacao aos taninos condensados, a triagem fitoquimica preliminar ndo acusou a
presenca dos mesmos no EEBMT. No entanto, de acordo com Silva et al. (2012), o resultado
negativo ndo exclui necessariamente a presenca de determinada classe de compostos na
amostra testada. Provavelmente a concentracdo destes constituintes dentro da amostra foi
menor do que a minima detectavel pela técnica empregada na andlise.

Dentre os 14 compostos identificados pela cromatografia liquida, um deles foi a
luteolina. Na literatura atual, diversos trabalhos reportam atividades bioldgicas importantes
atribuidas a luteolina, tais como atividade anti-inflamatéria (YANG et al., 2018, AZIZ et al.,
2018), anticancer (IM et al., 2018), antiviral (FAN et al., 2016), antioxidante (CHOI et al.,
2014), antibacteriana (SHEN et al., 2014) e cardioprotetora (YU et al., 2017).

Estudo realizado na Argentina por Bustos et al. (2018), a luteolina foi investigada com
relacdo ao seu potencial antioxidante e atividade antibacteriana. Os autores observaram que o
flavonoide apresentou maior inibicdo na producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) do
que a vitamina C (inibidor de referéncia) em células mononucleares. Além disso, observaram
também que a associacdo da luteolina com a gentamicina sobre cepas de Staphylococcus
aureus e Escherichia coli, mostrou efeito sinérgico em S. aureus ATCC e efeito aditivo em E.
coli ATCC. Os autores concluiram que a administracdo simultanea de luteolina e gentamicina
pode representar uma boa opcao terapéutica contra esses microrganismos patogénicos.

Na India, a luteolina foi estudada por Rungsung et al. (2018) quanto & sua capacidade
de reduzir lesdes pulmonares induzidas por sepse em camundongos. Os autores observaram
que a luteolina foi capaz de atenuar a lesdo pulmonar aguda induzida por sepse em
camundongos, principalmente por conta da diminuicdo do dano oxidativo e atenuacdo da

resposta inflamatoria.
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Nesse estudo, a luteolina ndo foi testada de forma isolada afim de confirmar seu
potencial terapéutico. Porém, a presenca desse flavonoide no EEBMT é de grande relevancia,
ja que este pode ser um dos principais componentes que auxiliam no tratamento de infec¢bes
causadas por S. aureus. Diante disso, é possivel afirmar que Mimosa tenuiflora é uma planta
bastante interessante do ponto de vista quimico e bioldgico. Os estudos realizados com
extratos desta espécie contribuem ndo apenas para o fornecimento de informacdes a respeito
da sua composicao quimica e do seu potencial farmacolédgico, mas também do género como

um todo.

Atividade antibacteriana do EEBMT e da oxacilina

Todos os isolados testados foram sensiveis ao extrato, sendo que a maioria apresentou
sensibilidade acentuada na concentracdo de 312,5 pg/mL. O efeito antimicrobiano do extrato
pode estar diretamente relacionado a presenca de taninos presentes no extrato, uma vez que
estes apresentam amplo espectro de acdo, podendo ser empregados na medicina tradicional
para tratamento de diversas doencas (PEREIRA et al.; 2015).

O mecanismo de acdo dos taninos pode ser explicado por sua capacidade de precipitar
as proteinas das células superficiais dos tecidos e das mucosas, formando uma capa protetora,
inibindo enzimas, causando uma ruptura da membrana plasmatica e privacdo do substrato
microbiano através da formagdo de um complexo tanino-proteina e/ou polissacarideo,
impedindo assim, o desenvolvimento de microrganismos (RODRIGUES et al. 2014). Plantas
nativas da Caatinga ricas em taninos apresentam uma notavel atividade antimicrobiana, onde
estes podem atuar tanto sobre microrganismos Gram-positivos como Gram-negativos (AZIZ
ABD etal., 2011; SILVA et al., 2012).

Em outro estudo, realizado por Silva et al. (2013), os autores encontraram

predominancia de produtos como os taninos e os flavonoides. Varias pesquisas destacam o
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potencial dos compostos fenolicos e dos flavonoides como possuidores de atividade
antimicrobiana (DIMECH et al., 2013; OKORO et al., 2010; OKONKWO et al., 2016).

Os compostos de carater fenolico nas plantas medicinais destacam-se com atividades
que favorecem a salde, demonstrando seu potencial medicinal (WANGENSTEEN et al.,
2015). Dessa forma, o perfil de compostos encontrado reflete nos efeitos antimicrobianos
relatados nesse trabalho.

Com relacdo a oxacilina, todos os isolados testados foram sensiveis ao antibidtico,
sendo que a maioria apresentou sensibilidade acentuada na concentracdo de 0,49 pg/mL.
Estudo realizado por Silva et al. (2012) mostrou que 99% dos isolados de Staphylococcus
aureus de mastite bovina do agreste pernambucano foram sensiveis a oxacilina. Outros
estudos realizados na China (PU et al., 2014) e na India (MISTRY et al., 2016) também
avaliaram a atividade antimicrobiana da oxacilina frente a cepas de S. aureus isoladas de
mastite bovina e concluiram que 87,4% e 100% dos isolados, respectivamente, apresentaram
sensibilidade a este antimicrobiano.

Esses resultados mostram que a oxacilina continua sendo eficaz contra as principais
bactérias causadoras de mastite nos rebanhos leiteiros e, quando ndo é utilizado de forma
indiscriminada, é possivel ter sucesso no tratamento. No entanto, cepas resistentes a oxacilina,
amplamente disseminadas, representam um consideravel problema de salde publica, pois
além de multirresistentes, podem expressar importantes fatores de viruléncia (FITZGERALD,
2014; MONACO et al., 2016).

A resisténcia pode surgir como consequéncia do uso inadequado dos antibidticos, uma
vez que isso impde uma pressao seletiva sobre a bactéria, favorecendo sua evolucéo genética
(DIAS et al., 2015). A expressdo da resisténcia a oxacilina é principalmente associada a
producdo de uma proteina de ligacdo a penicilina (penicillin-binding protein, PBP)

modificada e com baixa afinidade de ligagdo aos PB-lactdmicos, conhecida como PBP2a,

54



permitindo que os Staphylococcus spp. mantenham sua biossintese até em concentracao
consideradas inibitorias desses antimicrobianos. Essa proteina é codificada pelo gene mecA, e
¢ por isso que esse gene é frequentemente usado como marcador molecular da resisténcia a
este antibidtico (PATERSON et al., 2014).

Ainda que um microrganismo apresente sensibilidade a um determinado
antimicrobiano, sua ampla utilizacdo tem como consequéncia a geracdo de pequenos
gradientes de concentracfes, conhecidos como concentracdes subinibitorias (sub-MICs), que
podem ocorrer em ambientes diferentes (seja no organismo animal ou humano), durante a
antibioticoterapia. Nessas pequenas quantidades, os antibioticos podem atuar como moléculas
sinalizadoras, ocasionando a selecdo de mutantes pré-existentes, induzindo a tolerancia
fenotipica aos mesmos e, consequentemente, influenciando nas taxas de mutacdo, na
transferéncia horizontal de genes e na expressdo de fatores de viruléncia, aumentando sua taxa
de evolucdo adaptativa (ROMERO et al., 2011; LAURETI et al., 2013). Bactérias comensais
e patogénicas sdo frequentemente expostas a sub-MICs de antibioticos, onde estas tém sido
relacionadas a importantes efeitos na fisiologia bacteriana (ANDERSSON e HUGHES,
2014).

Em S. aureus sensiveis a oxacilina, o efeito de sub-MICs de B-lactdmicos sobre a
expressao da resisténcia a esse antimicrobiano ja foi observado in vitro (PENN et al, 2013;
KONG et al., 2015; TENOVER e TICKLER, 2015; CHUNG et al., 2016; PROULX et al.,
2016). Por isso, a existéncia de S. aureus suscetiveis a esse antibidtico ndo garante tratamento
de sucesso por muito tempo. Dessa forma, € de extrema necessidade que os produtores sejam
orientados quanto ao uso correto de medicamentos no tratamento de enfermidades no
rebanho, pois a utilizacdo apropriada do antibidtico contribui para reducdo da resisténcia

bacteriana, com a diminuicao de gastos além de evitar o descarte precoce dos animais.
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Diante desses resultados, € possivel considerar a oxacilina como sendo uma
importante opcdo para o tratamento da mastite nos rebanhos e que, se usado de forma

adequada, minimiza a selecdo de cepas resistentes.

Efeito sinérgico entre o EEBMT e a Oxacilina

Com relacdo aos resultados do teste de sinergismo, observou-se que os valores de
CBM do EEB reduziram mais de 96% e, para a oxacilina, a média de reducédo dos valores da
CBM foi de 86%. Muitos extratos vegetais sdo conhecidos por possuirem atividades
antimicrobianas que podem ser de grande importancia para o desenvolvimento de novos
farmacos. Ao partir desse pressuposto, os resultados desse estudo mostraram que o extrato
etanolico bruto de Mimosa tenuiflora (EEBMT), ao ser confrontado frente a isolados de S.
aureus, apresentou efetividade para esse microrganismo.

Callou et al. (2012) observaram que o0 extrato acetato de etila de Mimosa
caesalpiniifolia Benth demonstrou atividade antimicrobiana sobre S. aureus e Pseudomonas
aeruginosa. A interacdo do extrato com a polimixina provocou sinergismo contra P.
aeruginosa, aumentando o halo de inibi¢do do antibidtico no teste de sensibilidade por disco
difusdo. Nao houve interferéncia do extrato na acdo da vancomicina sobre S. aureus.

Prompanya et al. (2014), avaliou o meroterpeno chevalona (E) quanto a sua atividade
antimicrobiana frente a amostras de MRSA, apresentando CMI1>1024 pg/mL, valor este que
ndo demonstra uma atividade antimicrobiana significativa. Porém, quando associado ao
antibacteriano oxacilina, apresentou efeito sinérgico, com IFIC 0,188. Os autores afirmam que
a chevalona (E) ndo possui 0s requisitos estruturais para a atividade antibacteriana
significativa, porém, os resultados demonstraram efeito sinérgico com os antibioticos contra

trés isolados resistentes a multiplas drogas.
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Os resultados do presente estudo mostram que o EEBMT apresentou efeito
antimicrobiano em todos os isolados de S. aureus e, além disso, quando associado com a
oxacilina, apresentou sinergismo mostrando valores de CBM ainda melhores. De acordo com
Chanda e Rakholya (2011) o efeito sinérgico de diferentes extratos com diversas classes de
antibioticos acontece devido a formacdo do complexo certo que se torna mais eficaz na
inibicdo de uma espécie particular de microrganismo, quer por inibicdo da sintese da parede
da célula ou provocando a sua lise ou morte.

O efeito sinérgico observado nesse estudo permitiu reduzir a concentracdo do principal
antibidtico utilizado no tratamento de mastite estafilocdcica. Isso aconteceu, provavelmente,
pela formacdo de um novo complexo estrutural que permitiu maior afinidade com
componentes da estrutura celular bacteriana mesmo em uma concentracdo reduzida. Como
consequéncia, dificultou-se a selecdo de cepas resistentes aos antimicrobianos (comumente
utilizados na prética clinica), reduzindo a pressdo seletiva das mesmas (REUK-Ngam et al.,
2014; RONDEVALDOVA et al., 2015). Esses resultados podem contribuir na busca de novas
formulacGes para terapia de bactérias multirresistentes, visando tratamento mais eficaz contra
microrganismos causadores de mastite.

Pesquisas com plantas medicinais ndo estdo sendo avaliadas somente pela sua
atividade antimicrobiana, mas também como agentes modificadores da resisténcia bacteriana
devido a estratégia de combinacdo planta-antibiotico que podem atingir ndo somente um
unico alvo, e sim varios, onde os diferentes componentes podem atuar de forma sinérgica,
indiferente ou antagbnica a essa interacdo (MATIAS et al., 2012; TINTINO et al., 2013).

Portanto, estes resultados demonstram que o EEB de Mimosa tenuiflora pode se tornar
um importante adjuvante das drogas antibacterianas ja conhecidas, sendo a chave para ajudar

a mitigar o surgimento de multirresisténcias e auxiliar no tratamento de doencas infecciosas.
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Conclui-se que o extrato etandlico da casca de Mimosa tenuiflora mostrou atividade
antimicrobiana em todos os isolados de Staphylococcus aureus e pode ser considerado uma
importante alternativa terapéutica no combate a esses microrganismos. Além disso, todos 0s
isolados bacterianos foram sensiveis a oxacilina, mostrando que esse antibidtico continua
sendo uma das op¢Oes mais viaveis no tratamento de S. aureus causadores de doengas como a
mastite. A associacdo do extrato etandlico de Mimosa tenuiflora com a oxacilina apresentou
efeito sinérgico em diferentes concentracGes, além de proporcionar reducdo expressiva nos
valores de CBM de ambos. Assim, os dados obtidos no nesse estudo apoiam 0 uso de
combinag6es antimicrobianas com extratos vegetais, estabelecendo a capacidade deste extrato

como provavel base de compostos alternativos de resisténcia a antibioticos.
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Resumo

Introducéo: Os Staphylococcus spp. com habilidade para formar biofilmes séo cada vez mais
reconhecidos por causar infecgdes intramamaérias persistentes, protegendo-as da acdo de
antibidticos, além de prejudicar a saude do animal e afetar a salude publica. A busca de
alternativas para inibir desenvolvimento dos biofilmes é fundamental, principalmente quando
utilizadas plantas com potencial terapéutico. Os objetivos desse estudo foram avaliar o efeito

antimicrobiano e antibiofilme do extrato etandlico bruto de Mimosa tenuiflora frente a
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Staphylococcus aureus produtores de biofilme, bem como avaliar a capacidade dessas
bactérias produzirem bomba de efluxo como mecanismo de resisténcia.

Metodologia: Foram utilizados 58 isolados de Staphylococcus aureus provenientes da
bacterioteca do Laboratorio de Microbiologia e Imunologia Animal da UNIVASF — campus
Ciéncias Agrarias. Foi realizado teste fenotipico, em microplacas, para analisar a producéo de
biofilme bem como teste antimicrobiano para identificar a concentracdo bactericida minima
(CBM) e teste antibiofilme, ambos utilizando o extrato etanolico bruto de Mimosa tenuiflora.
Para o teste de bomba de efluxo, utilizou-se placas de plastico e estéreis contendo agar
Mueller Hinton acrescido de brometo de etidio.

Resultados: No teste fenotipico em microplacas, todos os isolados produziram biofilme. A
atividade antimicrobiana do extrato vegetal foi observada em 100% dos isolados. Com relacéo
ao efeito antibiofilme, o extrato foi eficaz apenas durante a formacdo do biofilme, nao
mostrando efeito quando o mesmo ja estava consolidado. Com relacdo a bomba de efluxo,
nenhum isolado de S. aureus foi capaz de produzir tal mecanismo. H& poucos estudos com
relacdo ao potencial de plantas contra a formacdo do biofilme bacteriano e, partir desses
resultados, é possivel considerar o extrato etandlico de Mimosa tenuiflora como uma
importante alternativa terapéutica sendo promissora no combate de S. aureus formadores de
biofilme.

Conclus6es: O extrato etanolico apresentou atividade antimicrobiana sobre todos os isolados,
mostrando acdo contra biofilme que ainda estd em formacgéo; porém ndo é eficaz contra
biofilme consolidado. Nenhum isolado foi capaz de produzir bomba de efluxo quando em

contato com brometo de etidio.

Palavras-chave: bactéria, biofilme, resisténcia bacteriana, fitoterapicos, jurema preta.
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Introducéo

A bovinocultura vem se destacando cada vez mais no agronegdcio brasileiro, sendo
considerado o maior rebanho bovino comercial do mundo [1]. Entretanto, algumas doencas,
como a mastite, contribuem para reducdo da producdo, gerando prejuizos diretos a pecuaria
leiteira em funcdo da diminuicdo da quantidade e qualidade do leite produzido, ou até mesmo
pela perda total da capacidade secretora da glandula mamaria ocasionando, muitas vezes, 0
descarte dos animais [2, 3].

A mastite é a doenca mais amplamente difundida na industria leiteira e inUmeros
microrganismos patogénicos podem ser responsaveis por este tipo de inflamacdo sendo, o
Staphylococcus aureus, o principal agente patologico da mastite bovina [4, 5]. Bactérias do
género Staphylococcus podem produzir uma série de fatores de viruléncia [6]. Dentre eles, 0
biofilme tem papel fundamental nas infeccGes bacterianas sendo que, a cronicidade e
resisténcia a agentes antimicrobianos de determinadas infec¢des, estdo intimamente ligadas a
presenca dessa estrutura [7].

Estratégias para controle de biofilmes podem interferir na sua formacdo, no entanto,
nenhuma substancia antibiofilme foi registrada ou estda em uso clinico, o que torna o
tratamento de infec¢bes relacionadas com biofilmes muito dificil [8, 9]. Muitas pesquisas
estdo sendo feitas visando descobrir novos compostos capazes de inibir biofilmes, e os
produtos naturais, com destaque para as plantas, continuam a despertar o interesse para o
desenvolvimento de componentes com estruturas e atividades bioldgicas interessantes [9].

Dentre as espécies vegetais bastante estudadas nesse sentido, destaca-se a Mimosa
tenuiflora (Familia Fabaceae). Essa planta tem sido estudada como agente antimicrobiano em
diversas pesquisas, apresentando excelentes resultados contra diferentes especies de
microrganismos [10-13]. Porém, os estudos com relacdo ao seu efeito sobre a formacéo de

biofilmes bacterianos ainda € escasso, sendo de grande relevancia a realizacdo de pesquisas
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sobre tal assunto, ja que estratégias para controle de biofilmes podem contribuir com a
producdo de subsidios para sua aplicacdo na terapia dos animais [8].

Outro mecanismo de resisténcia bacteriana sdo os sistemas de efluxo de multidrogas
[14]. O sistema de bombas de efluxo serve para proteger as bactérias de danos por toxinas, e
podem desempenhar um importante papel no desenvolvimento de resisténcia a diversos
agentes antimicrobianos [15].

A superexpressao de bombas de efluxo de multidrogas pode promover resisténcia a
diversas classes de antimicrobianos, principalmente devido a sua falta de especificidade a
substratos, mas também podem diminuir a suscetibilidade a biocidas, resultando num fenétipo
de resisténcia multidroga [16]. No entanto, apesar das bombas de efluxo estarem amplamente
implicadas na resisténcia a antibidticos, ha evidéncias que sugerem que elas podem participar
de uma série de comportamentos bacterianos, incluindo a formacao de biofilme [17].

Diante do exposto, os objetivos dessa pesquisa foram analisar fenotipicamente a
capacidade de Staphylococcus aureus produzirem biofilme, avaliar o efeito antimicrobiano e
antibiofilme do extrato etandlico bruto de Mimosa tenuiflora, bem como analisar a capacidade

dos isolados bacterianos de produzirem bomba de efluxo como mecanismo de resisténcia.

Metodologia

Amostras bacterianas

Foram utilizados 58 isolados de Staplylococcus aureus provenientes da bacterioteca do

Laboratorio de Microbiologia e Imunologia Animal da UNIVASF — campus Ciéncias

Agrérias. Todos esses isolados foram obtidos a partir de pesquisa realizada por [18].
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Obtencédo do extrato etandlico de Mimosa tenuiflora

Cascas de Mimosa tenuiflora foram coletadas em uma area de caatinga preservada nas
dependéncias do Centro de Recuperacio de Areas Degradadas (CRAD) — localizado na
Univasf campus Ciéncias Agrarias (S 09°19°3543” / W 040°32°53,106”) para
processamento. O material foi seco em estufa com circulacdo de ar a uma temperatura média
de 45 °C durante 7 dias. Apds este passo, obteve-se um rendimento de 350 g de material seco.
Posteriormente, a moagem do material foi realizada com o auxilio de um moinho de facas,
obtendo-se o0 material vegetal seco em po, com rendimento de 298,6 g.

O material vegetal seco e em po foi submetido a maceracdo exaustiva, utilizando como
solvente o etanol (95%) em um recipiente de aco inoxidavel, com renovacdo de solvente a
cada 72 horas. Sucessivas extracdes foram realizadas até a exaustdo maxima. ApoOs este
processo, a solucdo extrativa foi submetida a um processo de destilacdo do solvente em
evaporador rotativo sob pressao reduzida, a uma temperatura média de 50 °C, obtendo-se no

final 84,95 g do extrato etanolico bruto de Mimosa tenuiflora (CEEMT).

Analise quimica do EEBMT
A andlise quimica foi realizada conforme ja descrito no capitulo I, onde inicialmente
foi realizada a triagem fitoquimica preliminar e, posteriormente, a analise por UPLC-DAD-

QTOF-MS/MS.

Determinacéo da atividade antibacteriana do EEBMT

A atividade antimicrobiana do EEBMT foi realizada conforme metodologia do

capitulo I, adotando as descrigdes de [19].
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Analise da producao de biofilme

Para avaliar a producdo de biofilme, seguiu-se a metodologia de [20], com
modificagdes. Inicialmente, realizou-se a turvacdo de cada isolado em solucéo salina 0,85%
visando obter uma densidade Optica (D.O.) entre 0,153 e 0,316 (~3x10% ufc/mL)
correspondente a escala 1 de McFarland. Para isso, as amostras foram levadas ao
espectrofotbmetro onde, através do comprimento de onda de 600 nm, foi feita a leitura das
mesmas. Apos alcancar a turvacdo ideal, 100 puL dessa suspensdo foram transferidos para
tubos contendo 3 mL de caldo TSB (Tryptone Soya Broth) acrescido de 1% de glicose.
Posteriormente, foram retirados 5 pL de cada tubo e colocados em placas de Elisa contendo
195 uL de caldo TSB (também acrescido de 1% de glicose) recentemente colocado.
Posteriormente, as placas foram incubadas a 37 °C por 24 h e, depois desta etapa, todas as
amostras foram lavadas trés vezes com 200 uL de &gua destilada. Em seguida foi feita a
coloracdo com 100 pL de cristal violeta a 0,25% e exposta de 2 a 3 minutos a temperatura
ambiente. As placas foram lavadas mais trés vezes com &gua destilada para diluicdo do
corante e depois foram adicionados 200 puL de &lcool-acetona (80:20). Todos os ensaios foram
realizados em triplicata, inclusive os controles positivo e negativo. A absorbancia foi medida
em leitor de microplaca (modelo EXPERT PLUS-UV) e mensurada em 620 nm. Como
controle positivo foi utilizado a ATCC 25923 e como controle negativo apenas o TSB sem

inoculagéo.

Interacdo do EEBMT com o biofilme em formagéo

Para avaliar a interferéncia do extrato sobre a formacdo do biofilme, os indculos
bacterianos foram cultivados em 10 mL de TSB com 1% de glicose, por 24 h a 37 °C. Depois
disso, 100 pL dessa suspensdo foram acrescidos nos pocos da microplaca, ja contendo 100 plL

do extrato vegetal (com concentracédo referente ao valor da CBM para cada isolado) e 100 pL
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de meio de cultura nos controles. Apos 24 h de incubacdo a 37°C, as microplacas foram
submetidas a coloracdo por Violeta de Genciana, conforme descrito acima. A eficacia do
extrato em interferir com a formacéo do biofilme foi definida pela equacdo: DO média dos

pocos tratados/DO média dos pocos controle x 100. Adaptado de [21].

Interacdo do extrato vegetal com o biofilme consolidado

Para avaliar interacdo do extrato com o biofilme ja consolidado, foi necessario induzir
a formagdo do biofilme através da incubacdo de 100 pL da suspensdo bacteriana em
microplacas por 24 h a 37 °C. Em seguida, os pocos foram lavados trés vezes com éagua
destilada (para a remocao de células planctdnicas) e posteriormente, foram acrescentados 200
uL do extrato vegetal (de acordo com a CBM de cada amostra). A densidade 6tica (DO) foi
determinada imediatamente apds a adicdo do extrato (0 h) e 24 h depois. A interferéncia do
extrato no biofilme consolidado foi definida pela equacdo: DO24n média — DOgh média x 100.

Adaptado de [21].

Avaliacao da presenca de bomba de efluxo

A producdo de bomba de efluxo foi avaliada seguindo a metodologia de [22]. Para
isso, as bacterias foram semeadas em placas de petri (de plastico e estéreis) contendo agar
Mueller Hinton acrescido de brometo de etidio em uma concentracdo de 0,5 pg/mL. Apos a
semeadura, as placas foram levadas para estufa por 24 h a 37 °C. A analise do resultado foi
feita em transiluminador onde as bactérias produtoras de bomba de efluxo foram aquelas cujas
colonias ndo emitiram luminescéncia sob luz ultravioleta. As colbnias que emitiram

luminescéncia foram classificadas como negativas para o teste.
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Resultados

Atividade antibacteriana do EEB de Mimosa tenuiflora
Os resultados correspondentes a atividade antimicrobiana do EEBMT podem ser

observados no artigo | desta pesquisa.

Analise da producao de biofilme
Os resultados da quantificagdo do biofilme revelaram que todos os isolados

produziram biofilme no meio TSB (Tabela 1).

Tabela 1: Classificagcdo de Staphylcoccus aureus de acordo com a produgdo de biofilme.

Classificagéo N° de isolados Percentual (%)
Fraca Producéo de Biofilme 25 43,1
Moderada Produgéo de Biofilme 25 43,1
Forte Producéo de Biofilme 8 13,8

Nao Produtor de Biofilme - -

TOTAL 58 100

NPB (Néao Produtor de Biofilme) apresentaram a densidade optica (D.O) < 0,064; FPB (Fraca Produc¢io de
Biofilme): 0,06 < D.O < 0,128; MPB (Moderada Produgdo de Biofilme): 0,128< D.O < 0,256 ¢ FoPB (Forte
Producdo de Biofilme): > 0,256.

Interacé@o do Extrato com o Biofilme em Formacéo

O extrato da Mimosa tenuiflora foi testado em 33 isolados classificados como
moderados (25/33) e fortes produtores de biofilme (8/33). O mesmo apresentou potencial para
afetar o biofilme, quando em formacdo, em 31/33 isolados, sendo que, apds a sua adi¢do, dos
25 isolados com moderada producdo, 23 passaram a ser considerados como fracos produtores.
Os dois restantes permaneceram com producdo moderada. Com relagdo aos oito isolados com

forte producdo, todos foram reclassificados como fracos produtores. Assim, 94% (31/33)
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foram reclassificados como fracos produtores e apenas 6% (02/33) permaneceram como

produtores moderados (Figura 1).

Niveis de producdo de biofilme antes e ap6s tratamento com EEBMT

31
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Antes da adicéo do extrato Apbs a adicdo do extrato

Figura 1. Reclassificacdo dos isolados apds tratamento com extrato de M. tenuiflora sobre o biofilme em
formacdo. Antes do tratamento: 25 isolados com formacdo de biofilme moderada e oito com forte produgéo.
Apos o tratamento: 31 isolados com fraca producéo de biofilme e dois com moderada producao.

Interacdo do Extrato com o Biofilme Consolidado

O extrato da Mimosa tenuiflora nédo teve acéo inibitoria sobre o biofilme consolidado,
sendo observado um pequeno aumento da D.O. 24 h ap6s a adigdo do mesmo. Apesar desse
aumento, ndo houve diferenca expressiva entre as densidades Opticas quando comparados 0s

valores de D.O. sobre a formacao de biofilme 0 h e 24 h ap6s a adi¢do do extrato (Tabela 2).
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Tabela 2: Valores de Densidade Optica de biofilme consolidado de S. aureus antes (0 h) e apds (24 h) o
tratamento com o EEBMT.

Isolado (n° de referéncia)

Médias de D.O.0 h

Medias de D.O. apds 24 h

S.

S.

S.

aureus (02)
aureus (03)

aureus (04)

. aureus (08)
. aureus (09)
.aureus (11)
. aureus (13)
. aureus (18)
. aureus (19)
. aureus (20)
. aureus (21)
. aureus (22)
. aureus (33)
. aureus (36)
. aureus (37)
. aureus (38)
. aureus (44)
. aureus (49)
. aureus (50)
. aureus (51)
. aureus (52)
. aureus (58)

. aureus (59)

0,078
0,078
0,075
0,060
0,049
0,068
0,075
0,050
0,090
0,091
0,090
0,087
0,076
0,086
0,080
0,076
0,103
0,085
0,081
0,082
0,083
0,098

0,088

0,075
0,076
0,082
0,061
0,053
0,069
0,074
0,053
0,093
0,092
0,091
0,087
0,083
0,095
0,085
0,083
0,113
0,090
0,090
0,089
0,080
0,100

0,091
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S. aureus (61)
S. aureus (63)
S. aureus (65)
S. aureus (66)
S. aureus (68)
S. aureus (71)
S. aureus (72)
S. aureus (74)
S. aureus (75)

S. aureus (76)

0,088
0,092
0,054
0,082
0,083
0,088
0,144
0,082
0,080

0,088

0,087
0,104
0,054
0,084
0,086
0,124
0,125
0,083
0,082

0,090

Bomba de efluxo

Apbs a andlise das placas em transiluminador, foi verificado que todas col6nias

bacetrianas apresentaram luminescéncia sob luz ultravioleta, demonstrando que nenhum

isolado de S. aureus foi considerado positivo para a producéo da bomba de efluxo (Figura 2).

Figura 2. Teste fenotipico para Bomba de Efluxo com uso de
Brometo de Etidio. A luminescéncia confirma o resultado
negativo para os isolados de S. aureus formadores de biofilme.
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Discussao

Analise da producao de biofilme

A capacidade de formacéo de biofilmes é de grande importancia para varios patdgenos
bacterianos, inclusive aqueles causadores de mastite como o S. aureus [23]. Nesse estudo,
todos os S. aureus foram capazes de produzir biofilme, seja de forma fraca, moderada ou
forte. Os resultados mostram que ndo existe um padréo especifico quanto ao percentual de S.
aureus isolados de mastite bovina com capacidade de formar biofilme. Esta variacdo pode ser
explicada pelas diferencas nas metodologias empregadas, como utilizacdo de glicose, que
pode influenciar na expressdo de genes envolvidos na formacéo do biofilme [24].

O padrdo de formacdo de biofilme para as bactérias desse estudo foi diferente,
mostrando que houve formacdo de slime em diferentes niveis. Bactérias fortemente
produtoras de biofilme podem ser mais virulentas, e acredita-se que a formacdo de biofilme
forte esta ligada a diferentes linhagens genéticas [25]. A aplicacdo de métodos a nivel
gendmico, transcriptbmico e protedmico dessas linhagens provavelmente poderia explicar os
diferentes fenOtipos observados [26], sendo necessarios mais estudos genéticos que
comprovem essas diferencas de comportamento bacteriano em relacdo ao seu mecanismo de
resisténcia.

Além disso, € importante destacar que nem todos os subtipos de S. aureus sdo
distribuidos igualmente em todo o mundo. Nesse contexto, a aplicacao de subtipagem é uma
ferramenta muito importante, além da necessidade de mais estudos regionais sobre a formagéo
de biofilme, incluindo aqueles gendtipos que predominam na producdo de leite de regides
especificas [26].

Porém acredita-se que, com o simples fato de produzir essa estrutura, os isolados ja se

tornam um grave perigo a saude, visto que a formacdo da mesma € considerada um

75



mecanismo vantajoso pois facilita a adesdo e a colonizacgdo bacteriana no epitélio da glandula
mamaria além de impedir a acdo das células de defesa, estabelecendo infeccBes persistentes
[27-29].

Dessa forma, estudos como esse sao importantes para que se lancem pesquisas sobre
novas estratégias para controlar esse modo complexo de vida bacteriana, que é bem
desafiador para os 6rgdos de sadde [30]. E de grande relevancia obter estudos que analisam
infeccdes persistentes devido a patégenos transmitidos por alimentos capazes de produzir
biofilmes. Isso porque a importdncia da formacdo dessa estrutura pelas bactérias é
subestimada, devido ao fato de haver ainda pouca informacgdo sobre as caracteristicas de
aderéncia de varios patdgenos transmitidos pelos alimentos durante o processo dinamico de
formacdo dos biofilmes, incluindo aderéncia reversivel, ligacdo irreversivel e dispersdo do

mesmo [31].

Interacoes do extrato com o ‘Biofilme em Formacao’ e ‘Consolidado’

O extrato da M. tenuiflora foi capaz de agir no biofilme em formacéo, porém néo teve
acdao no biofilme consolidado. [32] avaliaram o perfil de atividade de plantas como a S.
macranthera, A. absinthium, C. nardus e a B. dracunculifolia, e observaram que os extratos
dessas plantas tiveram atividade frente ao biofilme formado por Staphylococcus aureus
provenientes de casos de mastite bovina. E importante observar que ao se utilizar produtos
com acéo antibiofilme, é preciso que estes sejam eficazes em varias fases, ja que a camada
polimérica (slime) possui um processo de formacao sequencial.

Como ja mencionado, o EEBMT néo foi eficaz em agir no biofilme ja consolidado
pelos isolados de S. aureus. De acordo com [33], a presenca de certos compostos em extratos
de plantas podera proporcionar a formacdo de um filme condicionante levando a adeséo

microbiana ao invés da sua inibicdo. Os mesmos autores afirmam que a falta de capacidade
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em inibir tal estrutura sé confirma que esses microrganismos, quando em biofilmes, se tornam
ainda mais resistentes aos agentes antimicrobianos.

A presenca de varios compostos foi observada a partir da triagem fitoquimica do
EEBMT (dados ndo mostrados). Dentre eles estdo taninos, saponinas, compostos fendlicos e
antocianinas. Diversos estudos comprovam que esses compostos apresentam atividades
medicinais importantes, como antimicrobiana, anti-inflamatoria, cicatrizante, entre outras
[34-37]. No entanto, a acdo do extrato contra a formacao dessa estrutura bacteriana nédo esta
esclarecida, sugerindo que os compostos podem ter relacdo com a atividade antibiofilme
observada nessa pesquisa.

Os biofilmes podem ser eliminados, basicamente, através de duas vias: pelo uso de
substancias bactericidas ou bacteriostaticas, que levardo a inibicdo do crescimento bacteriano,
ou pelo emprego de compostos capazes de bloquear a adesdo bacteriana, ndo resultando em
morte bacteriana [38, 39]. Pesquisas sobre o desenvolvimento de compostos que inibem a
adesdo bacteriana sdo muito importantes, pois estes, ao manterem as células em seu estado
planctonico, favorecem a agdo do sistema imune do hospedeiro e dos antibidticos existentes,
mantendo a eficicia dos antimicrobianos [40].

Nesse estudo, ndo foi possivel identificar qual composto presente no EEBMT poderia
ter atuado sobre o biofilme em formacdo. Dessa forma, sdo necessarios estudos mais
detalhados sobre as substancias fitoquimicas do extrato, visando identificar o possivel
mecanismo de acdo envolvido na formacdo dessa estrutura de resisténcia bacteriana.

Parte da atividade antibiofilme observada também pode estar relacionada com a
possivel concentracdo de flavonoides no extrato cuja presenca foi observada a partir da
triagem fitoquimica (dados ndo mostrados). Muitos sdo 0s compostos presentes no grupo dos
compostos fenolicos que possuem atividade antimicrobiana e inibidora de biofilme. Em

estudo realizado por [31], relataram-se os primeiros resultados ao se utilizar a rutina frente a
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formacéo de biofilme em Staphylococcus aureus e E. coli, e esse produto se mostrou eficaz
nessa funcéo.

Outra pesquisa realizada por [41] avaliou a acéo da luteolina na formacéo de biofilme
por Escherichia coli uropatogénica (UEPC) e concluiram que a UPEC pré-tratada com a
substancia mostrou uma menor capacidade de formacdo de biofilme. Além disso, os
resultados indicaram que a luteolina diminuiu a ligacdo e invasdo da UPEC em células
epiteliais da bexiga, atenuou a citotoxicidade induzida pela mesma e a formacao de biofilme
através da regulacdo negativa da expressdo do gene da adesina, reduzindo a hidrofobicidade e
a motilidade da superficie bacteriana. Vale destacar que os resultados desse estudo mostraram
que o EEBMT foi eficaz na reducdo do biofilme em formacéo, sugerindo que essa atividade
pode ocorrer em funcdo da presenca da luteolina no extrato, necessitando de mais estudos a
respeito da funcdo dessa substancia na formacao de biofilmes bacterianos.

Esses resultados s6 confirmam a importancia da atividade dos flavonoides frente a
patdgenos presentes em alimentos. Além disso, o perfil de resisténcia observado pode estar
relacionado as substancias exopoliméricas do biofilme que formam uma barreira para a
entrada de antibidticos, impedindo a acdo dos mesmos [42]. Portanto, o extrato de M.
tenuiflora pode ter importantes aplica¢fes para implementacdo de estratégias como agentes de
suporte aos antimicrobianos e agdo antibiofilme em formacéo, sendo alternativas promissoras

para combater microrganismos patogénicos, como Staphylococcus aureus.

Presenca de bomba de efluxo
Com relagdo a presenga de bomba de efluxo, nenhum isolado apresentou capacidade
de producdo desse mecanismo pelo teste fenotipico com brometo de etidio. O aumento da

atividade de sistemas de efluxo € relatado como estratégia importante para a regulacdo dos
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niveis intracelulares de compostos residuais do metabolismo celular no ambiente limitado da
matriz do biofilme [43].

Vérias familias de bomba de efluxo podem estar presentes nas bactérias. Dentre as
elas, as MFS predominam entre bactérias Gram-positivas incluindo o S. aureus. Bombas da
familia MFS em S. aureus incluem as bombas de efluxo multidroga resistentes (MDR): LmrS,
NorA, NorB, NorC, MdeA, SdrM, e QacA/B e os transportadores especificos da tetraciclina
Tet38, e TetK [44, 45]. Isso comprova gque diversas bombas de efluxo podem atuar em uma
Unica bactéria, porém com funcgoes diferentes.

Para esse estudo, ndo formam realizados testes para identificar todas as familias, sendo
utilizado apenas o teste fenotipico com brometo de etidio. As bombas sdo proteinas que
podem ser especificas de um substrato ou transportar varios compostos estruturalmente nao
relacionados. Caso exista alguma dessas proteinas nas bactérias desse estudo, talvez ela esteja
associada com baixos niveis de resisténcia ao brometo de etidio e, portanto, ndo foi capaz de
expulsa-lo quando em contato com as bactérias no teste fenotipico. Além disso, o extrato
etanolico ndo foi capaz de agir sobre o biofilme ja consolidado, o que pode sugerir que um
grupo especifico de bomba de efluxo possa estar interferindo nessa atuacdo através da
resisténcia a alguma substancia presente no extrato, ndo permitindo a desestruturacdo do
biofilme quando em contato com o EEB.

O papel exato das bombas de efluxo nas diferentes etapas da formacao do biofilme nao
é claro e ainda precisa ser investigado. Por exemplo, ndo esta claro se as bombas de efluxo
s80 necessarias para a fixacao inicial das células, a maturacéo do biofilme ou a manutengéo
dele. E provavel que isso varie consideravelmente entre espécies diferentes e cepas
individuais de bactérias e com diferentes substratos [17].

Uma vez que sistemas de bomba de efluxo parecem excercer um papel crucial no

desenvolvimento da fomacéo de biofilmes bacterianos, é importante esclarecer o papel desses
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sistemas em isolados bacterianos ja que estes, como é o caso do S. aureus, sdo considerados

importantes patdgenos na salde animal.

Conclusdes

Todos os Staphylococcus aureus utilizados nesse estudo foram capazes de formar
biofilme em diferentes niveis, seja de forma fraca, moderada ou forte.

O extrato etandlico bruto da casca de Mimosa tenuiflora apresentou acdo contra o
biofilme em formacéo, porém nao foi eficaz contra o biofilme ja consolidado, necessitando de
mais estudos que visem esclarecer, de forma mais detalhada, o seu mecanismo de acéo
antibiofilme.

Nenhum isolado apresentou bomba de efluxo quando em contato com brometo de
etidio. Faz-se necessario aprofundar os estudos de bomba de efluxo relacionados aos S.
aureus dessa pesquisa, a fim de confirmar se existem tais proteinas e qual a sua verdadeira

funcdo nos isolados bacterianos.

Abreviacoes

pL: Microlitro

MM: Micromolar

CBM: Concentracédo bactericida minima
CTAB: Brometo de Cetiltrimetilamonio
DNA: Acido desoxirribonucleico

DO: Densidade otica

g: grama
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mL: Mililitro

mM: Milimolar

nm: Nanometro

TSB: Trypitc Soy Broth

UFC: Unidade formadora de coldnia

DECLARACOES:

Aprovacao ética e consentimento para participar

Né&o aplicavel.

Consentimento para publicacéo

Né&o aplicavel.

Disponibilidade de dados e material

Todos os questionarios estdo disponiveis com os autores.

Conflito de interesses

Os autores declaram ndo ter interesses conflitantes.

Contribuicéo dos autores

RMPA contribuiu com uma coleta de leite e reacdes de PCR. NBC realizou uma extracdo e
triagem fitoquimica do extrato vegetal. DSV contribuiu na redagdo do manuscrito. MMC
auxiliou e orientou no desenvolvimento de toda a pesquisa.

Agradecimentos

Os autores gostariam de agradecer colegas do laboratério de microbiologia que participaram
do estudo. Os autores também gostariam de agradecer a Universidade Federal do Vale do S&o

Francisco por ceder o laboratorio para conduzir a pesquisa.

81



REFERENCIAS

1. MAPA - MINISTERIO DA AGRICULTURA PEA. Bovinos e bubalinos.
http://www.agricultura.gov.br/animal/especies/bovinos-ebubalinos. Acessado em 27 de set.
2016. 2013.

2. Coser SM, Lopes MA, Costa GM. Mastite bovina : Controle e Prevengao. Bol Técnico
UFL. 2012;:1-30.

3. Oliveira Ribeiro W, Leortina de Oliveira R, Lopes Martins M, Manoel Martins J, Herbet
Moreira Arcanjo A, Barroca de Almeida Neto O. Enumeracéo de microrganismos causadores
da mastite bovina e estudo da agéo de antimicrobianos. Rev do Inst Laticinios Candido
Tostes. 2014;69:45. doi:10.14295/2238-6416.v69i1.305.

4. BANDOCH, P.; de MELO LS. Revista cientifica eletrdnica de medicina veterinaria — issn:
1679-7353. 2011.

5. Krewer CC, Izabela IP, Amanso ES, Cavalcante NB, de M. Peixoto R, Pinheiro JW, et al.
Etiology, antimicrobial susceptibility profile of Staphylococcus spp. and risk factors
associated with bovine mastitis in the states of Bahia and pernambuco. Pesqui Vet Bras.
2013;33:601-6.

6. Coelho SMO, Pereira IA, Soares LC, Pribul BR, Souza MMS. Short communication:
Profile of virulence factors of Staphylococcus aureus isolated from subclinical bovine mastitis
in the state of Rio de Janeiro, Brazil. J Dairy Sci. 2011;94:3305-10. doi:10.3168/jds.2010-
3229.

7.Jain A, Agarwal A. Biofilm production, a marker of pathogenic potential of colonizing and
commensal staphylococci. J Microbiol Methods. 2009;76:88-92.
doi:10.1016/j.mimet.2008.09.017.

8. Millezi AF, Cardoso M das G, Alves E, Piccoli RH. Reduction of Aeromonas hidrophyla
biofilm on stainless stell surface by essential oils. Brazilian J Microbiol. 2013;44:73-80.

9. Rabin N, Zheng Y, Opoku-Temeng C, Du Y, Bonsu E, Sintim HO. Agents that inhibit
bacterial biofilm formation. Future Med Chem. 2015;7:647—71. doi:10.4155/fmc.15.7.

10. Athayde ACR, Mota RA, Medeiros ES, Rodrigues SC. Bezerra_et_al-2009-
Revista_Brasileira_de_Farmacognosia. 2009;19 July 2008:814—7.

11. Padilha 1QM, Pereira A V, Rodrigues OG, Siqueira-Junior JP, Pereira M do S V.
Antimicrobial activity of Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir. from Northeast Brazil against
clinical isolates of Staphylococcus aureus. Rev Bras Farm J Pharmacogn. 2010;20 November
2008:45-7.

12. Krewer CC, Gressler LT, Costa MM, Krewer CC, Vargas AC. Suscetibilidade a
desinfetantes e perfil de resisténcia aantimicrobianos em isolados de Escherichia coli. Pesqui
Vet Bras. 2012;32:1116-20.

13. Oliveira LMB, Macedo ITF, Vieira LS, Camurca-Vasconcelos ALF, Tomé AR, Sampaio
RA, et al. Effects of Mimosa tenuiflora on larval establishment of Haemonchus contortus in
sheep. Vet Parasitol. 2013;196:341-6.

14. Blair JIMA, Richmond GE, Piddock LJV. Multidrug efflux pumps in Gram-negative
bacteria and their role in antibiotic resistance. Future Microbiol. 2014;9:1165-77.

15. Brown AR, Ettefagh KA, Todd D, Cole PS, Egan JM, Foil DH, et al. A mass
spectrometry-based assay for improved quantitative measurements of efflux pump inhibition.
PLoS One. 2015;10:1-12.

16. Silva VA, Goncalves GF, Pereira MSV, Gomes IF, Freitas AFR, Diniz MFFM, et al.
Assessment of mutagenic, antimutagenic and genotoxicity effects of Mimosa tenuiflora.
Brazilian J Pharmacogn. 2013;23:329-34.

17. Alav I, Sutton JM, Rahman KM. Role of bacterial efflux pumps in biofilm formation. J

82



Antimicrob Chemother. 2018;73:2003-20.

18. Brasil de Moraes Peixoto Aradjo S, Moraes Peixoto de, Silva Peixoto J, Gouveia V, da
Costa M, Scientiae A, et al. Virulence Factors in Staphylococcus aureus and Quality of Raw
Milk from Dairy Cows in a Semiarid Region of Northeastern Brazil. 2017;45 October:56302—
970. http://www.redalyc.org/articulo.0a?id=289053641021.

19. Santurio JM, Santurio DF, Pozzatti P, Moraes C, Franchin PR, Alves SH. Atividade
antimicrobiana dos 6leos essenciais de orégano, tomilho e canela frente a sorovares de
Salmonella enterica de origem avicola. Ciéncia Rural. 2007;37:803-8.

20. Merino N, Toledo-Arana A, Vergara-Irigaray M, Valle J, Solano C, Calvo E, et al. Protein
A-mediated multicellular behavior in Staphylococcus aureus. J Bacteriol. 2009;191:832-43.
21. Nostro A, Roccaro AS, Bisignano G, Marino A, Cannatelli MA, Pizzimenti FC, et al.
Effects of oregano, carvacrol and thymol on Staphylococcus aureus and Staphylococcus
epidermidis biofilms. J Med Microbiol. 2007;56:519-23.

22. Jostein Bjorland, Terje Steinum, Bjegrg Kvitle SW, Marianne Sunde and EH. Widespread
Distribution of Disinfectant Resistance Genes among Staphylococci of Bovine and Caprine
Origin in Norway. J Clin Microbiol. 2005;43:4363-8.

23. Melchior MB, van Osch MHJ, Lam TJGM, Vernooij JCM, Gaastra W, Fink-Gremmels J.
Extended biofilm susceptibility assay for Staphylococcus aureus bovine mastitis isolates:
Evidence for association between genetic makeup and biofilm susceptibility. J Dairy Sci.
2011;94:5926-37. d0i:10.3168/jds.2011-4243.

24. Melchior MB, van Osch MHJ, Graat RM, van Duijkeren E, Mevius DJ, Nielen M, et al.
Biofilm formation and genotyping of Staphylococcus aureus bovine mastitis isolates:
Evidence for lack of penicillin-resistance in Agr-type Il strains. Vet Microbiol. 2009;137:83—
9.

25. Naicker PR, Karayem K, Hoek KGP, Harvey J, Wasserman E. Biofilm formation in
invasive Staphylococcus aureus isolates is associated with the clonal lineage. Microb Pathog.
2016;90:41-9. d0i:10.1016/j.micpath.2015.10.023.

26. Thiran E, Di Ciccio PA, Graber HU, Zanardi E, lanieri A, Hummerjohann J. Biofilm
formation of Staphylococcus aureus dairy isolates representing different genotypes. J Dairy
Sci. 2018;101:1000-12.

27. Dhanawade NB, Kalorey DR, Srinivasan R, Barbuddhe SB, Kurkure N V. Detection of
intercellular adhesion genes and biofilm production in Staphylococcus aureus isolated from
bovine subclinical mastitis. Vet Res Commun. 2010;34:81-9.

28. Wu X, Wang Y, Tao L. Sulfhydryl compounds reduce Staphylococcus aureus biofilm
formation by inhibiting PIA biosynthesis. FEMS Microbiol Lett. 2011;316:44-50.

29. Thurlow LR, Hanke ML, Fritz T, Angle A, Aldrich A, Williams H, et al. Staphyloccous
auerus biofilms prevent marcophage pahgocytosis and attenuate inflammation in vivo. J
Immunol. 2011;186:6585-96.

30. Trentin DS, Silva DB, Amaral MW, Zimmer KR, Silva M V., Lopes NP, et al. Tannins
Possessing Bacteriostatic Effect Impair Pseudomonas aeruginosa Adhesion and Biofilm
Formation. PLoS One. 2013;8.

31. Al-Shabib NA, Husain FM, Ahmad I, Khan MS, Khan RA, Khan JM. Rutin inhibits mono
and multi-species biofilm formation by foodborne drug resistant Escherichia coli and
Staphylococcus aureus. Food Control. 2017;79:325-32. doi:10.1016/j.foodcont.2017.03.004.
32. Diaz MAN, Rossi CC, Mendonga VR, Silva DM, de Ribon AOB, Aguilar AP, et al.
Screening de plantas medicinais com atividade antimicrobiana contra cepas de
Staphylococcus aureus isoladas de mastite bovina. Brazilian J Pharmacogn. 2010;20:724-8.
33. Sandasi M, Leonard CM, Viljoen AM. The in vitro antibiofilm activity of selected
culinary herbs and medicinal plants against Listeria monocytogenes. Lett Appl Microbiol.
2010;50:30-5.

83



34. Okoro 10, Osagie A, Asibor EO. Antioxidant and antimicrobial activities of polyphenols
from ethnomedicinal plants of Nigeria. 2010;9:2989-93.

35. Dimech GS, Soares LAL, Ferreira MA, De Oliveira AGV, Carvalho MDC, Ximenes EA.
Phytochemical and antibacterial investigations of the extracts and fractions from the stem
bark of Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne and effect on ultrastructure of
Staphylococcus aureus induced by hydroalcoholic extract. Sci World J. 2013;2013.

36. Castro MR, Victoria FN, Oliveira DH, Jacob RG, Savegnago L, Alves D. Essential oil of
Psidium cattleianum leaves: Antioxidant and antifungal activity. Pharm Biol. 2015;53:242—
50.

37. da Silva AM, Silva JC de S, da Silva LKM, Oliveira ARN de, Moura DMF de.
Conjuntura da pecuéria leiteira no Brasil. Nutr Time. 2017;14:4954-8.
http://www.nutritime.com.br/arquivos_internos/artigos/Artigo_410.pdf.

38. Trentin DDS da S, Giordani RB, Macedo AJ. Biofilmes bacterianos patogénicos: aspectos
gerais, importancia clinica e estratégias de combate 1. Rev Lib. 2013;14:113-238.

39. Villa F, Cappitelli F. Plant-derived bioactive compounds at sub-lethal concentrations:
Towards smart biocide-free antibiofilm strategies. Phytochem Rev. 2013;12:245-54.

40. Arossi K, Hoehne L, Baggio Gnoatto SC, Pacheco LA, Kauffmann C, Buhl B, et al.
Potencial Antimicrobiano E Antibiofilme in Vitro De Espécies Do Género Eugenia,
Myrtaceae, Nativas Do Sul Do Brasil. Rev Cad Pedagdgico. 2018;14:110-27.

41. Shen X fei, Ren L bin, Teng Y, Zheng S, Yang X long, Guo X juan, et al. Luteolin
decreases the attachment, invasion and cytotoxicity of UPEC in bladder epithelial cells and
inhibits UPEC biofilm formation. Food Chem Toxicol. 2014;72:204-11.

42. Maheshwari M, Ahmad I, Althubiani AS. Multidrug resistance and transferability of
blaCTX-M among extended-spectrum B-lactamase-producing enteric bacteria in biofilm. J
Glob Antimicrob Resist. 2016;6:142-9. doi:10.1016/j.jgar.2016.04.009.

43. Baugh S, Phillips CR, Ekanayaka AS, Piddock LJ V, Webber MA. Inhibition of multidrug
efflux as a strategy to prevent biofilm formation. J Antimicrob Chemother. 2014;69:673-81.
44. Floyd JL, Smith KP, Kumar SH, Floyd JT, Varela MF. LmrS is a multidrug efflux pump
of the major facilitator superfamily from Staphylococcus aureus. Antimicrob Agents
Chemother. 2010;54:5406-12.

45. Schindler BD, Jacinto P, Kaatz GW. Multidrug resistance in Staphylococcus aureus. Futur
Microbiol. 2013;8:491-507.

84



Concluséo Geral

Todos os isolados de Staphylococcus aureus desse estudo foram capazes de produzir
biofilme, sendo todos sensiveis ao extrato etandlico bruto de Mimosa tenuiflora e a oxacilina.
Substéancias capazes de interferir na formacdo do biofilme sdo fundamentais para reduzir a
resisténcia bacteriana visando tratamentos mais eficazes e o EEBMT conseguiu interagir com
o biofilme durante sua formac&o, sendo que essa caracteristica pode ser atribuida aos seus
compostos quimicos. Além disso, a associacdo de produtos naturais com antibidticos torna-se
muito relevante, uma vez que minimiza a pressdo seletiva de bactérias resistentes
potencializando o efeito do antimicrobiano sintético.

Mais estudos sdo necessarios para entender 0s mecanismos de resisténcia bacterianos,
como a bomba de efluxo, visando esclarecer sua verdadeira funcdo diante de condigGes

desfavoraveis ao seu desenvolvimento durante uma infecgéo.
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Currently, a high number of Staphylococcus aureus infections have become
increasingly persistent and many antibiotics that have been used in the treatment of
mastitis have become less effective or even ineffective for this resistant bacterium. In
this way, the development of new therapies, efficient and of lower cost, is extremely
necessary. The objective of this study was to evaluate the antimicrobial effect as well
as the synergistic effect of the Mimosa tenuiflora ethanolic extract against S. aureus
from bovine milk. Were used fifty-eight bacterial isolates from the bacterioteca of the
Laboratory of Microbiclogy and Animal Immunology of the Universidade Federal do
Vale do Sao Francisco. All these isolates were obtained from a research carried out by
Araujo et al. (2017). A phenotypic test was performed in microplates to analyze the
antimicrobial test to evaluate the minimal bactericidal concentration (MBC) as well as
the effect of the association of the ethanolic extract of M. tenuiflora with oxacillin
against S. aureus. In the phenotypic test in microplates, the antimicrobial activity of the
extract was observed in 100% of the isolates. In combination with oxacillin, it was
observed that MBC for extract was 32 times lower for all isolates, showing a 96.87%
reduction of the MBC value. For oxacillin, the mean MBC reduction value was 86%. In
conclusion, the ethanolic extract presented antimicrobial activity for all S. aureus
isolates tested. The MBC concentrations of the extract and oxacillin presented an
expressive reduction, showing a synergistic effect when both were tested in
association.
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Research

Background

Staphylococcus spp. with the ability to form biofilms are increasingly recognized for
causing persistent intramammary infections, protecting them from the action of
antibiotics, as well as harming the animal's health and affecting public health. The
search for alternatives to inhibit the development of biofilms is fundamental, especially
when using plants with therapeutic potential. The objective of this study was to
evaluate the antimicrobial and antibiofilm effect of the crude ethanolic extract of
Mimosa tenuiflora against biofilm producing Staphylococcus aureus.

Methods

Fifty-five Staphylococcus aureus isolates were used from the microbiology laboratory
of the Laboratory of Microbiology and Animal Immunology of UNIVASF - Agrarian
Sciences Campus. All these isolates were obtained from research conducted by Aradjo
et al. (2017). A phenotypic test was performed in microplates to analyze the biofilm
production as well as the antimicrobial test to identify the minimum bactericidal
concentration (MBC) and antibiofilm test, both using the crude sthanolic extract of
Mimosa tenuiflora.

Results

In the phenotypic test in microplates, all the isolates produced biofilm. The
antimicrobial activity of the vegetal extract was observed in 100% of the isclates.
Regarding the antibiofilm effect, the extract was effective only during the formation of
the biofilm, showing no effect when it was already consolidated. There are few studies
regarding the potential of plants against the formation of bacterial biofilm and, from
these results, it is possible to consider the ethanolic extract of Mimosa tenuiflora as an
important therapeutic alternative being promising in the fight against biofilm forming S.
aureus.

Conclusions

All Staphylococcus aureus used in this study are capable of producing biofilm. The
ethanolic extract presented antimicrobial activity on all the isolates, showing action
against biofilm that is still in formation; but is not effective against consolidated biofilm.
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