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RESUMO

ATIVIDADES ANTIBACTERIANA E ANTIBIOFILME DO EXTRATO BRUTO
DE Datura suaveolens

AUTOR: MARCOS VINICIUS MISSEL
ORIENTADOR: ROBERTO CHRIST VIANNA SANTOS
CO-ORIENTADORA: KAREN FREITAS SANTOS

O controle de microrganismos infecciosos as vezes é ineficaz mesmo com o
desenvolvimento de farmacos antibacterianos inovadores. Por conseguinte, 0s
patbgenos estdo se mostrando resistentes a maioria dos medicamentos
conhecidos impactando na morte prematura de aproximadamente 300 milhdes
de pessoas, entre infec¢des hospitalares e ambientais, com uma perda de US$
100 trilhdes para a economia global, até 2050. Com base nestes dados a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) nomeou a resisténcia aos
antimicrobianos como uma das trés ameacas mais importantes a saude publica
do século XXI. Este fato traz um olhar para a habilidade que os microrganismos
possuem de viver em comunidades chamadas de biofilmes, desenvolvendo seu
metabolismo ligado a uma superficie, deste modo, tal problematica incentiva a
procura por alternativas que contornem o problema da resisténcia bacteriana e
volta o olhar para os produtos naturais, onde diversos extratos de plantas
medicinais tem apresentado efeitos antibacterianos que podem representar uma
alternativa terapéutica promissora. Como é o caso das plantas medicinais da
familia Solanaceae, que possuem alcaloides como compostos majoritarios, 0s
quais sdo conhecidos como potentes agentes antimicrobianos. Desse modo, 0
presente trabalho teve por objetivo verificar se o extrato bruto de Datura
suaveolens (popularmente conhecida como trombeteiro, saia-branca ou sopro-
do-diabo) é capaz de inibir o crescimento de microrganismos em sua forma
planctdnica e na forma de biofilmes, além de quantificar biofiime de isolados
clinicos de Klebsiella pneumoniae. Os testes de suscetibilidade foram realizados
pelos métodos de disco-difusdo e microdiluicdo em caldo. Para a determinacéo
da Concentracdo de inibicdo e de destruicdo do Biofilme o extrato bruto foi
testado na Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e em concentraces
subinibitérias. Os resultados demonstraram que o extrato bruto de D. suaveolens
possui discreta atividade antibacteriana para microrganismos na forma
planctbnica, entre isolados clinicos e cepas padrdes, com concentracdes entre
10 e 1,5 mg/mL. Os isolados clinicos de K. pneumoniae foram classificados como
forte formadores de biofilme. O extrato bruto de D. suaveolens foi capaz de inibir,
discretamente, o biofilme de Pseudomonas aeruginosa (PA01) e de um isolado
clinico de K. pneumoniae, em concentra¢cdes subinibitérias de 0,625 mg/mL e
1,25 mg/mL, respectivamente, entretanto ndo foi capaz de destruir o biofilme
formado de ambas as cepas, revelando que o material vegetal em questéo atua
nas fases iniciais da formacgao do biofilme.

Palavras-chave: Plantas Medicinais. Multidroga Resistente. Metabdlitos
Secundarios. Concentragéo Inibitoria Minima.



ABSTRACT

ANTIBACTERIAL AND ANTIBIOFILME ACTIVITIES OF THE GROSS
EXTRACT OF Datura suaveolens

AUTHOR: MARCOS VINICIUS MISSEL
ADVISOR: ROBERTO CHRIST VIANNA SANTOS
CO-ADVISOR: KAREN FREITAS SANTOS

Control of infectious microorganisms is sometimes ineffective even with the
development of innovative antibacterial drugs. As a result, pathogens are proving
resistant to most known drugs impacting the premature death of approximately
300 million people, including hospital and environmental infections, with a $ 100
trillion loss to the global economy by 2050. Based on these The World Health
Organization (WHO) has named antimicrobial resistance as one of the three most
important public health threats of the 21st century. This fact brings a look at the
ability of microorganisms to live in communities called biofilms, developing their
metabolism linked to a surface, thus, such a problem encourages the search for
alternatives that bypass the problem of bacterial resistance and looks back to
natural products, where various extracts of medicinal plants have shown
antibacterial effects that may represent a promising therapeutic alternative. As is
the case with medicinal plants of the Solanaceae family, which have alkaloids as
major compounds, which are known as potent antimicrobial agents. Thus, the
present work aimed to verify if Datura suaveolens crude extract (popularly known
as trumpeter, white skirt or devil's breath) is capable of inhibiting the growth of
microorganisms in their planktonic form and in the form of biofilms. , besides
quantifying biofilm of clinical isolates of Klebsiella pneumoniae. Susceptibility
tests were performed by broth disc diffusion and microdilution methods. In order
to determine the inhibition and destruction concentration of the biofilm the crude
extract was tested at minimum inhibitory concentration (MIC) and subinhibitory
concentrations. The results showed that D. suaveolens crude extract has discrete
antibacterial activity for planktonic microorganisms, between clinical isolates and
standard strains, with concentrations between 10 and 1.5 mg/mL. Clinical isolates
of K. pneumoniae were classified as strong biofilm formers. D. suaveolens crude
extract was able to discreetly inhibit the biofilm of Pseudomonas aeruginosa
(PAO1) and a clinical isolate of K. pneumoniae at subinhibitory concentrations of
0.625 mg/mL and 1.25 mg/mL, respectively. however, it was unable to destroy
the biofilm formed from both strains, revealing that the plant material in question
acts in the early stages of biofilm formation.

Keywords: Medicinal plants. Resistant Multidrug. Secondary Metabolites.
Minimal Inhibitory Concentration.
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1 INTRODUCAO

Ap6s 70 anos de uso desenfreado de antimicrobianos as bactérias
desenvolveram e disseminaram mecanismos de resisténcia aos farmacos
comprometendo o arsenal terapéutico disponivel para o tratamento das
infeccbes atuais. De acordo com a OMS, as infec¢cdes causadas por estirpes
multidroga resistente (MDR) excede 25 mil mortes por ano, elevando dados de
morbidade, mortalidade e o prolongamento das doencas (ALMAGOR et al.,
2018; OMS, 2012).

As enfermidades causadas por bactérias MDR carregam um importante
impacto econémico estimado em mais de US$ 20 bilhdes por ano, somente nos
Estados Unidos da América. No Brasil estima-se que, em média, 0s gastos por
dia com a permanéncia em Unidade de Terapia Intensiva cheguem a R$
1.257,00 a mais nos casos de infeccdo causada por bactérias resistentes
(AGUIAR et al., 2002; KOHLENBERG et al., 2009; NANGINO et al., 2012).

De acordo com Moraes e colaboradores (2013) 80% das infeccdes
bacterianas estdo relacionadas com a adesdo destes as superficies. Os
mircrorganismos se aderem por meio de interacfes eletrostaticas, e a sua
capacidade de atrair outras células bacterianas ao sitio de infeccao, revelando
um mecanismo de resisténcia capaz de driblar antimicrobianos e o sistema
imunoldgico.

A esta comunidade de microrganismos aderidos, da-se o nome de
biofilmes. O biofilme é formado por uma matriz extracelular constituida de DNA,
proteinas e polissacarideos, composto por comunidades bacterianas aderidas a
superficies bidticas ou ndo, podendo ser de natureza poli ou monomicrobiano.
Este mecanismo bacteriano se apresenta como um contribuinte potencial para a
resisténcia, pois pode aumentar em aproximadamente mil vezes a
patogenicidade em relacdo as bactérias em sua forma plancténica (YU et al.,
2018; NASIRMOGHADAS et al., 2018).

A arquitetura protetora do biofilme permite a sobrevivéncia de bactérias em
ambientes hostis, além de retardar a difusdo de antimicrobianos dificultando a
sua penetracao e a eliminacdo dos patdégenos imersos nessa matriz. Portanto, a

aplicacao de abordagens terapéuticas para o controle da formacéo e inibicdo do
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biofilme, bem como para cepas na forma planctonica é altamente desejavel (YU
et al., 2018; KORUKLUOGLU; GULGOR, 2016).

Neste contexto, o uso de plantas medicinais, para o tratamento e profilaxia
de doencas, € uma estratégia milenar e amplamente utilizada por praticamente
toda a populacdo mundial. Esta prética contribui significativamente para divulgar
as potencialidades terapéuticas dos vegetais através da acdo de substancias
naturais biologicamente ativas (GIANG; OTSUKA, 2018).

O papel dos produtos naturais no desenvolvimento de farmacos
representam uma alternativa farmacologicamente promissora que contorna 0s
problemas de resisténcia bacteriana, ndo sO6 quando 0Ss compostos
biologicamente ativos sdo utilizados como principios ativos, mas também
quando sdo usados como matéria-prima ou como modelo base para sintese de
novos compostos (ANDRADE et al., 2018).

Neste sentido, Datura suaveolens € um espécime vegetal que pode
representar uma alternativa terapéutica aos mecanismos de resisténcia
bacteriana por apresentar alcaloides tropanicos como metabdlitos majoritarios,
0s quais sdo descritos como potenciais agentes antibacterianos (SIMOES et al.,
2010; GONCALVES, 2007). No entanto, ndo se encontram relatos na literatura
de ensaios referentes a avaliacdo do seu potencial antibiofilme. Em virtude da
crescente resisténcia frente a farmacos ja conhecidos, esta pesquisa surgiu da
necessidade de buscar recursos e alternativas terapéuticas, que possam
representar uma importante fonte de obtencédo de farmacos antibacterianos que

contornem os mecanismos de resisténcia bacteriana.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar, in vitro, a acdo antibacteriana e antibiofilme do extrato bruto de D.

suaveolens.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v" Obter o extrato bruto hidroalcoolico das partes aéreas de D. suaveolens;

v Realizar triagem de suscetibilidade bacteriana com microrganismos de
interesse clinico;

v" Realizar teste de micro diluicdo em caldo, a partir do screening inicial, afim
de determinar a concentracdo inibitéria minima do extrato bruto de D.
suaveolens;

v Determinar a concentracdo bactericida e bacteriostatica minima;

v" Quantificar a producdo de biofilme em isolados clinicos de Klebsiella
pneumoniae;

v Determinar o potencial de inibicao e destrui¢cao de biofilme bacteriano com
0 extrato bruto de D. suaveolens em isolados clinicos de Klebsiella

pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa (PAO01L).



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3. 1 RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

Os antimicrobianos agem tipicamente por meio de cinco processos
principais: (1) inibicdo da sintese da parede celular (penicilina, cefalosporinas,
vancomicina); (2) ruptura da funcdo da membrana celular (polimixinas tais como
colistina); (3) inibicdo da sintese de proteinas (tetraciclina, estreptomicina,
cloranfenicol); (4) inibicho da sintese de &cidos nucleicos (rifamicina,
quinolonas); e (5) acdo como antimetabdlitos (trimetoprim, sulfametoxazol)
(EGOROV; ULYASHOVA; RUBTSOVA, 2018; JUJIE et al., 2017).

Os microrganismos podem apresentar resisténcia intrinseca aos
mecanismos tradicionais, a qual € expressa haturalmente por determinada
espécie, ou adquirida, por meio de mutacdo ou transmissao de genes. As
principais maneiras, desenvolvidas pelas bactérias, para driblar o mecanismo de
acao dos farmacos incluem: modificacdo do sitio de acdo, impermeabilizacéo da
membrana plasméatica por alteragcdo na conformacdo dos canais de porina,
capacidade de formar biofilme, alteragcdo conformacional das proteinas de
ligacdo da penicilina, bombas de efluxo e inativagdo enzimatica do farmaco
(Figura 1) (JIANG et aL., 2019).

Figura 1: Representacdo esquematica dos principais mecanismos de resisténcia
microbianos

DNA bacteriano
membrana bacteriana

. *ATM = Antimicrobiano'
L ATMZ Antimicrodiano:  arm o

Fonte: adaptado de (JANSEN; KNIRSCH; ANDERSON, 2018).
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A descoberta, comercializagdo e a administracdo de farmacos
antimicrobianos para tratar infeccfes revolucionaram a medicina moderna e
trouxeram a convalescéncia de inumeras enfermidades néo trataveis, alterando
positivamente o paradigma terapéutico. Entretanto, a resisténcia aos antibioticos
se desenvolve naturalmente como consequéncia da habilidade que as
populacdes bacterianas tém de se adaptar ao uso indiscriminado de
medicamentos, aumentando a pressdo seletiva e tornando esse panorama
inevitavel e irreversivel (SINGH et al., 2012; KULAC et al., 2013).

Varios fatores-chave promovem a resisténcia aos antimicrobianos. Além
de mutacdes orientadas pela evolucdo do DNA bacteriano, a resisténcia também
pode ser impulsionada por fatores ambientais e epidemiolégicos como o0 uso
destes farmacos em grande escala pela industria avicula e pecuaria, prescricdo
imprépria (indicacao, dose e periodo de tempo incorretos), infeccao hospitalar,
compra ilegal e fatores culturais (ROMO; QUIROS, 2019).

De acordo com a Organizacdo Mundial da saude (OMS) a problematica
da resisténcia aos antimicrobiano representa um problema de saude publica
mundial, comparado ao que se verificou na era pré-antibidticos visto que a
pesquisa e o desenvolvimento (P&D) de novos farmacos ndo acompanham a
evolucdo dos mecanismos de resisténcia (NICOLOSI et al., 2015). Neste
sentido, a OMS (2017a; 2017b) publicou uma lista com 12 familias de bactérias
que representam maior ameaca para a saide humana com o intuito de promover
a P&D de novos antibidticos. O grupo mais critico inclui bactérias multidroga
resistentes (MDR) como Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e
género Enterobacteriaceae.

O estimulo a P&D ndo se baseia somente na cura das doencas
causadas pelos microrganismos MDR, mas também tem por objetivo minimizar
0S custos com a internacdo de pacientes acometidos por infec¢des graves, uma
vez que as enfermidades causadas por microrganismos MDR oneram um
importante fardo econémico estimado em mais de 20 bilhées de dolares por ano,
somente nos Estados Unidos da América. Aléem disso, estima-se que a
resisténcia aos farmacos antimicrobianos possa causar cerca de 300 milhdes de
mortes prematuras até 2050, com uma perda de até US$ 100 trilhdes para a
economia global (MUNITA; ARIAS, 2016; MATH, 2012).
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3.2 BIOFILME

Os biofilmes representam um grave problema de saude global devido a sua
capacidade de tolerar antibiéticos, sistemas de defesa do hospedeiro e outros
processos externos. S&o comunidades microbianas imoveis que colonizam e se
desenvolvem em superficies bidticas ou abidticas, como suturas, cateteres e
implantes dentarios. Sdo formados por substancias poliméricas extracelulares
auto-produzidas que sdo capazes de causar infeccdes que sO podem ser
tratadas pela sua remocdo mecéanica, tornando o tratamento inviavel
(COSTERTON; MONTANARO; ARCIOLA, 2005; JACKSON et al., 2002).

O biofilme bacteriano se caracteriza por uma complexa estrutura de
proteinas, polissacarideos e DNA em uma matriz polimérica extracelular
encontrado, por exemplo, no sistema aquatico natural, tecidos biolégicos,
dispositivos médicos, etc. Devido a proximidade das células, dentro da estrutura
do biofiilme, os microrganismos trocam material genético e moléculas
sinalizadoras de quorum sensing (QS) apresentando um carater heterogéneo,
onde cada comunidade de biofiilme modula sua arquitetura em resposta a
estimulos no processo interno e externo (Figura 2) (BONEZ et al.,, 2013;
KYIMACI et al., 2018; SHI et al., 2014).

Figura 2: Estagios do desenvolvimento dos biofilmes, em carater heterogéneo

Células Planctonicas Agregados ou Biofilme maduro  Liberacdo de Células
microcolonias

< @ ® @

Inicio.do QS
I g N C N 3 B O gt
Adesdo Reversivel Adeséao Irreversivel

Fonte: adaptado de (MACEDO E ABRAHAM, 2009).

Microrganismos que vivem nessas comunidades sao frequentemente mil
vezes mais tolerantes aos antimicrobianos, alteracdes de pH, osmolaridade,

escassez de nutrientes, forgas mecénicas e de cisalhamento do que quando na
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forma plancténica, revelando que alguns mecanismos envolvidos na resisténcia
do biofilme diferem dos mecanismos da resisténcia em microrganismos em sua
forma livre (SINGH et al., 2012; MADIGAN et al., 2016; FUX et al., 2005).

Alguns mecanismos que conferem a resisténcia multifatorial dentro do
biofilme sdo, por exemplo, a presenca de fimbrias, que favorece a adeséo do
biofilme a superficie; resisténcia mediada por enzimas, responsaveis por
degradar metais pesados e compostos fendlicos e aromaticos;, a
heterogenicidade no metabolismo e taxa de crescimento, onde microrganismos
com baixa atividade metabdlica ou persisters ndo séo atingidos pelos farmacos
gue conseguem adentrar o biofilme; QS, responsavel por regular a densidade
populacional através de sinalizacdo quimica; bombas de efluxo e resposta ao
estresse (KYIMACI et al., 2018; FAHED et al., 2017; DONG et al., 2015).

As células persisters, ou células persistentes, sdo resistentes ao efeito
bactericida do antimicrobiano em doses elevadas por apresentarem uma baixa
atividade metabdlica no interior do biofilme (Figura 3). Essa classe celular ndo é
considerada mutante, contudo existe a possibilidade de traduzirem uma variagcéo
fenotipica (HOFSTEENAGE; NIMWEGEN; SILANDER, 2013) caracterizado
como transitério e ndo herdavel, diferenciando-o do conceito de resisténcia, que
€ determinado por condicfes genéticas especificas (FAUVART; DE GROOTE;
MICHIELS, 2011).

Figura 3: Graus de metabolismo bacteriano no interior do biofilme

Exopolissacarideos

Alto

Médio

Baixo

Persisters

Superficie

Fonte: adaptado de (JAMAL et al., 2015)
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O mecanismo de QS depende da sintese, libertacdo e incorporacao de auto
indutores (Als) no meio circundante, cuja concentracdo esta relacionada com a
densidade de bactérias secretoras. Os Als sdo moléculas de sinalizacao
extracelular, que se acumulam no ambiente proporcionalmente a densidade
celular, sao utilizados para essa comunicacao intercelular (DEEP; CHAUDHATY;
GUPTA, 2011; KABIR et al., 2010; KRISHNAN; YIN; CHAN, 2012).

Sua funcéo é regular a expressao génica em outras células da comunidade,
que, por sua vez, controla varias respostas bacterianas. Varios processos
fisiolégicos bacterianos, incluindo viruléncia, motilidade, luminescéncia,
formacéo de biofilme, esporulacdo, desenvolvimento de competéncia genética,
sintese de antibioticos peptidicos, producédo de enzimas proteoliticas secretadas
e fluorescéncia séo regulados por QS (ASFOUR, 2018).

Aproximadamente 80% das infec¢des microbianas cronicas e recorrentes
no corpo humano sdo devidas ao biofilme bacteriano. As células microbianas
dentro dos biofiimes mostraram 10 a 1000 vezes mais resisténcia aos
antibioticos do que as células plancténicas (MATH, 2012).

De acordo com Shi e colaboradores (2014) estima-se que, anualmente,
ocorram cerca de 10 milhdes de infeccbes associadas a biofilmes presentes em
implantes ou decorrentes de procedimentos médicos invasivos. Estas infec¢des
s6 podem ser tratadas pela remocédo dos implantes, o que ndo s6 aumenta o
custo do tratamento como também se torna um procedimento invasivo para 0s
pacientes (MAH; O'TOOLE, 2001).

As infeccbes do biofilme relacionadas ao tecido hospedeiro séo
frequentemente cronicas, incluindo infec¢des pulmonares crénicas de pacientes
com fibrose cistica, osteomielite cronica, prostatite crénica, rino sinusite cronica,
otite média crbnica, feridas cronicas, infeccdo recorrente do trato urinario,
endocardite, periodontite e céarie dentaria (BURMOLLE et al., 2010). Algumas
das principais infec¢des associadas ao biofilme que causam doencas humanas

estao listadas na Tabela 1.
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Tabela 1: Estirpes bacterianas envolvidas na infeccéo associada ao biofilme em
superficies aderentes

Espécie bacteriana Infeccao Superficie
Carie dentaria Dentes
Streptococcus mutans )
Endocardite Enxertos vasculares
Infec¢cdes nosocomiais Suturas
Staphvococeus s Feridas cronicas Cateteres venosos
phy Pp. Endocardite Préteses

Enterococcus faecalis

Aparelho musculoesquelético

Endocardite

Ossos, ouvido médio
Valvulas cardiacas
Cateteres urinarios

Infeccao do canal radicular

Dentes
Pneumonia
. : Infec¢gBes do trato respiratorio Pulmdes
Klebsiella pneumoniae ITU

Abcesso hepatico piogénico  Figado

Cateteres venosos

Infec¢cdes nosocomiais Suturas

Pseudomonas aeruginosa . o ,
9 Fibrose cistica Proteses

Valvulas cardiacas

Prostatite bacteriana
ITU urinérios
Mycobacterium tuberculosis Tuberculose Pulmdes

Escherichia coli

Préteses e cateteres

Fonte: (SHARMA; MISBA; KHAN, 2019).

3.3 PLANTAS MEDICINAIS

Desde os primordios da civilizacdo, a natureza tem se apresentado como
uma importante fonte medicinal para o alivio e tratamento de varias doencas que
atingiram a humanidade. E por apresentarem substancias biologicamente ativas,
e estruturalmente diversas, as plantas medicinais foram amplamente utilizadas
para tratar doencas agudas e cronicas (TAYE etal., 2011; LULEKAL et al., 2014).

As plantas medicinais representam o bio-recurso mais rico dos sistemas
tradicionais da medicina. Estima-se que 14 — 28% das espécies de plantas
superiores (gimnospermas e angiospermas) sao utilizadas medicinalmente e que
74% dos componentes derivados destes preparados botanicos foram
descobertos ap6s o0 acompanhamento do uso etnobotanico (ABBAS, et al., 2017;
KHAYAT et al., 2018).

De acordo com a OMS (apud NITHA; REMASHREE; BALACHANDRAN,

2012), cerca de 80 % da populagédo mundial depende principalmente da medicina
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tradicional baseada em plantas, especialmente para as necessidades basicas de

saude, sendo este conhecimento transmitido através das geracoes.

Tabela 2: Acbes dos principais metabdlitos secundérios

Metabolismo secundario Espécime vegetal Acao
. Thymus vulgaris L . Antisséptico
Terpenoides Caryophylus aromaticus L
L Anestésico
diurético,
Panax ginseng C. hipocolesterolemiante,
Saponinas antifangico,
Glycyrrhiza glabra L expectorante e
laxativa
Datura spp. Antimicrobiano
Alcaloides Papaver sominiferum L.  Analgésico

Catharantus roseus G Antitumoral
Aloe barbadensis M.

Antraquinonas . 1.
a Cassia angustifolia V.

Purgativo

Adstringente
Cicatrizante;
antisséptica;

Taninos Psydium guaiava L e .

y 9 antidiarreica;
antioxidante
anti-inflamatéria

Lignanas Podophyllum hexadrum  Anti-neoplasico
. Ginkgo biloba L. Anti-inflamatério
Flavonoides : ..
Passiflora spp; Antioxidante

Digitalis lanata L.
Digitalis purpurea L.
Mikania glomerata S.
Mellilotus officinalis L
Fonte: adaptada de (SIMOES, 2010)

Glicosideos cardiotdnicos Insuficiéncia cardiaca

Cumarinas Anticoagulante

Compostos antimicrobianos a base de plantas medicinais possuem
grande potencial terapéutico, pois apresentam menores efeitos adversos quando
comparados a farmacos sintéticos e também apresentam poucas chances de
desenvolver resisténcia, pois podem ter mecanismos diferentes dos
medicamentos convencionais (KUMAR; PANDEY,2013; MISHRA et al., 2012).

Embora a diversidade quimica destas substancias seja vasta, com

nameros totais de mais de 200.000 estruturas, estima-se que os metabolitos
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secundérios isolados sejam menos de 10% do numero total disponivel nas
plantas. Esses metabdlitos sdo geralmente usados como mecanismos de defesa
contra insetos, herbivoros e microrganismos. A grande variedade vem da
capacidade das plantas de sintetizar um grande arsenal de compostos
aromaticos e seus derivados substituidos por oxigénio (GHORBANI,
ESMAELIZADEH, 2017; KIM et al., 2016).

3.4 ALCALOIDES

De acordo com seus esqueletos de carbono, os alcaloides geralmente
podem ser classificados como alcaloides semelhantes a indol, isoquinolina e
piridina. No entanto, eles também podem ser classificados como ornitina, lisina,
tirosina e alcaloides originados no triptofano de acordo com seus precursores
bioquimicos (CUSHNIE et al., 2014; FU et al., 2014).

De acordo com Bunsupa e colaboradores (2012), os alcaloides também
podem ser classificados como compostos nitrogenados heterociclicos derivados
do acido chiquimico pela via do triptofano e fenilalanina e também derivados do
acetil-CoA pela via do mavelonato e do acido butirico (Figura 4) (cujo principal
exemplo é a morfina, um dos primeiros alcaloides isolados em 1805 da Papaver
sonniferum (FESSENDEN, 1982), tendo a codeina e heroina como seus
derivados.

Nas plantas, os alcaloides sdo metabdlitos secundarios produzidos em
resposta a modula¢cdes ambientais e estresse bibtico ou abiédtico, o que faz com
que os alcaloides tenham tamanha diversidade estrutural e atividades bioldgicas
significativas, tornando-os potenciais compostos candidatos ao desenvolvimento
de novas drogas (MOREIRA et al., 2012; TAHA; EL-BAHR, 2009).
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Figura 4: Rota biosintética dos alcaloides

Antraguinonas C s e
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. . e esterois :

Fonte: adaptado de (SIMOES, 2010).

Os alcaloides tropanicos (ATs) sdo uma classe especifica de alcaloides,
derivados da via do acido citrico e podem ser mais especificamente definidos
como compostos que possuem um sistema de anel de tropano (Figura 5) (QIU
et al., 2018).

Figura 5: Modelo conformacional do esqueleto tropanico
Ry

Esqueleto Tropanico

Fonte: (KOHNEN-JOHANNSEN; KYSER, 2019).

Os ATs sao ésteres de 3a-tropanole (tropina) ou, em menor extenséo, 3[3-
tropanole (pseudotropina) e podem ser distinguidos em trés grupos: ATs de
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plantas de Solanaceae como hiosciamina e escopolamina, alcaloides de coca
como cocaina de Erythoxylum coca e recentemente descoberto grupo de
calistinas, que sao alcaloides nortropanicos poli-hidroxilados (NTAs) ocorrendo
principalmente em Convolvulaceae, Solanaceae, Moraceae, Erythrocylaceae e
Brassicaceae (DRAGER, 2003; GADZIKOWSKA; GRYNKIEWICZ, 2003).

O teor de ATs em Datura ssp. varia de 0,36 a 0,56%. Como o teor de
escopolamina é bem maior que o de hiosciamina, todas as a¢des farmacologicas
séo derivadas aquele alcaloide. Os alcaloides podem ser encontrados em todas
as partes de um vegetal, contudo em um ou mais 6rgaos havera um acumulo
preferencial desta substancia. Esse acumulo ocorre principalmente em quatro
tipos de tecidos ou células: 1) tecidos com crescimento ativo; 2) células
epidérmicas e hipodérmicas; 3) bainhas vasculares e 4) vasos lactiferos
(SIMOES, 2010).

O local de estoque dos ATs frequentemente é diferente daquele no qual
foram sintetizados, por exemplo, a sintese do sistema anelar basico dos
alcaloides tropanicos ocorre nas raizes das espécies de Datura, sendo
transportados para as folhas onde sofrem modificagcbes consideraveis
(SAMUELSSON, 1992).

Embora todos os AT apresentem um alto grau de similaridade, os efeitos
farmacolégicos destes compostos diferem significativamente. Estes podem
formar ligacBes de hidrogénio com enzimas, receptores e proteinas, uma vez
qgue eles tém, além de grupos funcionais, um atomo de nitrogénio receptor de
prétons e um ou mais atomos de hidrogénio amina doadores de protons. Os
alcaloides tém muitas propriedades farmacol6gicas, como estimulantes do
sistema nervoso central (brucina), agentes anticolinérgicos (atropina), atividade
ocitocica e vasoconstritora (ergometrina) e atividade antimalarica, como a
quinina (CUSHNIE et al., 2014; KIM et al., 2019; OTHMAN; SLEIMAN; ABDEL-
MASSIH; 2019).

Alcaloides comumente isolados de plantas da familia Ranunculaceae sao
conhecidos antimicrobianos (OMULOKOTI et al., 1997). Solanargine, um glico-
alcaloide pode ser usado contra a infeccdo do HIV em infeccdes intestinais
associadas a doenca (MCMAHON et al., 1995). Varios alcaloides mostraram
efeito microbicida frente as espécies de Giardia e Entamoeba (GHOSHAL et al.,
1996). A berberina € um importante representante dos alcaloides, sendo
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potencialmente efetivo contra tripanossomas (FREIBURGHAUS et al., 1996) e
plasmodios (OMULOKOTI et al., 1997).

A planta medicinal Berberis vulgaris produz tanto o alcaloide
antibacteriano berberina quanto o inibidor da bomba de efluxo NorA 5'-
metoxidinocarpina demonstrou que a sinergia destas substancias desencadeou
o desenvolvimento de rastreios para identificacdo de produtos vegetais que
possuem atividade antibiotica contra bactérias Gram negativas (STERMITZ et
al., 2000).

Sanguinarina, um alcaloide derivado de rizomas de Sanguinaria
canadensis L., mostrou possuir atividade antiprotozoaria, atividade
antibacteriana contra bactérias Gram-positivas (incluindo aquelas resistentes a
penicilina), bactérias Gram-negativas e fungos patogénicos (VICHKANOVA et
al., 1969x).

3.5 GENERO Datura spp.

As espécies do género Datura pertencem a familia Solanaceae e, de modo
geral, sdo subarbustos eretos e ramificados, de até 1,5 m de altura, originarias
no Himalaia, mas centralizada na Europa, América do Sul e Asia e
subespontdanea no Brasil como planta ornamental e planta ruderal. S&o
construidas de folhas membranicea, longo-pecioaladas, alternadas,
irregularmente sinuado-denteadas, lisas, de cheiro desagradavel e de sabor acre
e amargo. Todas sdo venenosas e usadas como alucinégenas. Possuem folhas
inteiras, recortadas e grandes flores tubulosas, em forma de corneta cuja cor
varia com a espécie, do branco até roxo. Os frutos sdo capsulas espinhosas
deiscentes (LORENZI, 2008).

Duas espécies sao exploradas comercialmente no Brasil para a obtencao
de produtos fitoterapicos e para a extracao de alcaloides: D. stramonium L., mais
rica em hiosciamina e D. metel L., que produz principalmente escopolamina. A
espécie D. brugmansia conhecida popularmente como trombeteiras e copo-de-
leite, tém propriedades semelhantes, porém mais atenuadas (LORENZI, 2008).

O dleo das sementes de espécies deste género contém, principalmente,
dois acidos graxos insaturados (oleico e linoleico), além de alcaloides e

triterpenoides. Essas plantas e seus alcaloides sédo utilizados na medicina
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popular por suas ac¢des anticonvulsivante, sedativa, e antiasmatica (LORENZI,
2008).

3.6 Datura suaveolens

D. suaveolens (Figura 6) é conhecida popularmente como saia-branca,
trombeteiro e sopro do diabo, é uma espécie originaria do México e amplamente
dispersa na América do Sul e muito presente no Brasil (LORENZI, 2008). Na
medicina popular, as flores sdo usadas para o controle da dispneia asmatica
devido a acéo dos alcaloides presentes em toda a parte da planta (LORENZI,
2008; SIMOES, 2010).

Figura 6: Partes aéreas de Datura suaveolens

Fonte: Do autor.

Os passos iniciais para o isolamento de constituintes vegetais que
apresentavam, empiricamente, conhecida acdo farmacolégica, trouxeram, a
partir do século XVIII, muitas substancias farmacologicamente ativos a
terapéutica (CUNH; BORTOLOTTO, 2011).

Os principais constituintes ativos descritos para a espécie sao os alcaloides
tropanicos escopolamina e hiosciamina, além de triterpenoides. Esta espécie é

conhecida por sua agao midriatica e sedativa. (LORENZI, 2008).
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A escopolamina (Figura 7) € uma substancia do grupo dos alcaloides do
tipo tropéanico, encontrada em plantas da familia Solanaceae, € um medicamento
anticolinérgico derivado da tropina, que inibe competitivamente os receptores
muscarinicos para acetilcolina, atuando como um antagonista ndo seletivo
muscarinico, produzindo propriedades antimuscarinicas e efeitos pronunciados
no sistema nervoso central, afetando a atividade locomotora, neurotransmisséo
e perda de memoria (RENNER; OERTEL; KIRCH, 2005; GRYNKIEWICZ &
GADZIKOWSKA, 2008).

Figura 7: Formula estrutural da escopolamina como sal de amobnio quaternario
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Scopolamine

Fonte: (KOHNEN-JOHANNSEN; KAYSER, 2019)

Suas aplicacg@es clinicas incluem pré-medicacéo para anestesia obstétrica,
analgesia, psicose e tratamento contra os tremores provocados pelo Mal de
Parkinson. E também, usada para induzir déficits cognitivos transientes em
casos de deméncia (CHRISTEN, 2000).



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

As partes aéreas de D. suaveolens foram coletadas do bioma na cidade de
Frederico Westphalen, Rio Grande do Sul, localizado na regido Norte do estado,
Linha Faguense, que tem por localizagao geografica 27°21°38.0”S 53°24’50.0"W.
O espécime vegetal foi coletado no estagio pleno desenvolvimento da floracédo
(amostra de verdo). A identificacdo botanica foi realizada a partir da confeccao
de uma exsicata depositada do herbario do Departamento de Engenharia
Florestal da Universidade Federal de Santa Maria — UFSM, Rio Grande do Sul,

para referéncia futura.

4.2 PROCEDIMENTO DE EXTRACAO

As partes aéreas foram secas a temperatura ambiente (x 25 °C) e
posteriormente pulverizadas em moinho de facas. Para a preparagcédo do extrato
bruto o material vegetal, seco e pulverizado, foi submetido a maceracdo com
metanol, a frio. A solucao obtida foi filtrada e pré-concentrada em evaporador
rotatério sob pressdo reduzida, a temperatura de até 40°C. Em seguida, o
mesmo foi ressuspendido em 5 mL de metanol e secado em estufa, obtendo-se

assim o extrato bruto.

4.3 ESTIRPES BACTERIANAS

Para este estudo foram utilizadas cepas bacterianas American Type
Culture Collection (ATCC) padréo e isolados clinicos de bactérias gram-positivas
e gram-negativas (Tabela 1), fornecidas pelo Departamento de Microbiologia e
Parasitologia e pelo Laboratério de Andlises Clinicas (LAC) do Hospital
Universitario de Santa Maria (HUSM). Os experimentos foram realizados nas
dependéncias do Laboratério de Pesquisas em Microbiologia Oral
(LAPEMICRO), prédio 20, da UFSM.



Tabela 3: Microrganismos utilizados
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MICRORGANISMO

ESTIRPES

Salmonella sp
Streptococcus sp

Listeria monocitogenes
Morganella morganii
Serratia sp

Enterococcus faecalis
Escherichia coli

Escherichia coli

Escherichia coli

Salmonela enteritidis
Staphylococcus saptophyticus
Shigella flexneri

Salmonela enteritidis
Salmonela enteritidis
Pseudomonas aeruginosa
Providencia rettgeri

Proteus mirabilis
Acinetobacter sp
Staphylococcus aureus
Streptococcus agalactiae
Morganella morganii
Acinetobacter baumannii
Enterobacter aerogenes
Streptococcus pyogenes
Staphylococcus aureus
Enterococcus faecium
Shigella sonnei
Acinetobacter baumannii
Staphylococcus epidermidis
Pseudomonas aeruginosa
Klebsiella pneumoniae
Staphylococcus aureus
Burkolderia cepacia
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus haemolyticus
Staphylococcus hominis hominis
Escherichia coli (lactose —)
Staphylococcus aureus
Streptococcus agalactiae
Staphylococcus epidermidis
Citrobacter freundii

Serratia marcescens
Proteus vulgaris
Salmonella typhimuruim
Enterococcus faecalis
Haemophilus influenza

Isolado clinico
Isolado clinico
ATCC 7644
Isolado clinico
Isolado clinico
Isolado clinico
ATCC 35218
ATT8739
ATCC 25922
Isolado clinico
Isolado clinico
ATCC 120223232
Isolado clinico
Isolado clinico
PNCQ Proex 340
ATCC 2994
ATCC 25933
Isolado clinico
Isolado clinico
Isolado clinico
Isolado clinico
Isolado clinico
ATCC 13048
Isolado clinico
ATCC 6538
ATCC 6538
Isolado clinico
ATCC 19606
ATCC 35985
ATCC 27853
ATCC 1705
ATCC 33691
Isolado clinico
ATCC 14606
Isolado clinico
Isolado clinico
Isolado clinico
Isolado clinico
Isolado clinico
Isolado clinico
ATCC 8090
ATCCB8100
ATCC 39882
ATCC 14028
ATCC 29212
ATCC 49247



Streptococcus pneumoniae
Aeromonas caviae
Streptococcus mutans
Streptococcus oralis
Streptococcus salivaris
Staphylococcus aureus
Enterococcus faecalis
Staphylococcus saprophyticus
Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Stebotrophomonas maltophilia
Klebsiella pneumoniae
Enterococcus faecalis
Enterobacter cloacae
Enterococcus casseliflavus
Staphylococcus aureus
Escherichia coli

Escherichia coli

ATCC 99619
Isolado clinico
Isolado clinico
Isolado clinico
Isolado clinico
ATCC 29213
ATCC 29212
ATCC BAA 750
ATCC 35218
ATCC BAA 1026
ATCC BAA 976
ATCC 17666
ATCC 700603
ATCC 51299
ATCC 700327
ATCC 700327
ATCC BAA 977
ATCC 25922
Isolado clinico
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Escherichia coli (lactose -) Isolado clinico
Pseudomonas aeruginosa (PA 01)

4.4 MEIOS DE CULTIVO E INOCULO BACTERIANO

Colbnias isoladas foram cultivadas por 18-24 h em placas contendo Mueller
Hinton Agar (Himedia) e o inéculo preparado em solucéo salina (NaCl 0,9%) com
densidade ajustada para 0,5 na escala de McFarland (1,5 x 108 UFC/mL),
conforme preconizado pelo Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI)
(2018, protocolo M07). Os ensaios microbiologicos foram realizados utilizando
Mueller-Hinton Agar e Mueller-Hinton Broth (Sigma-Aldrich®). Todos os meios
de cultura e materiais utilizados foram auto clavados a 121 °C por 15 minutos em

autoclave vertical, com excegao da placa de 96 pocos.

4.5 TESTE DE DISCO-DIFUSAO

O teste de disco-difusdo em agar Muller Hinton foi escolhido como teste de
triagem, seguindo os parametros do CLSI (2018, protocolo M100), visando a
selecdo de cepas suscetiveis ao extrato bruto, preparado na concentracao de 40
mg/mL. Os meios foram preparados em placas de Petri, previamente
autoclavadas, com espessura de 4 mm e o tempo de incubacgéao foi de 24h em
estufa bacteriologica (VichLab®), a 37°C.
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As cepas tratadas com o extrato bruto que apresentaram halo de inibicao
foram submetidas ao ensaio de microdiluicdo em caldo. Um controle negativo foi
realizado, utilizando apenas o disco e um controle de solvente impregnando o
disco com 10% Twen 80®, 70% agua destilada e 20% DMSO.

4.6 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

A atividade antibacteriana do extrato bruto foi avaliada pelo método de
microdiluicdo em caldo. O ensaio foi realizado em placas de microtitulacéo de 96
pocos utilizando Caldo Muller Hinton (Himedia), empregando as cepas com
atividade no screeaning inicial. O extrato diluido de origem a concentracdes
variadas de 0,0390 a 20 mg/mL. 15 pL de inéculo bacteriano foi misturado em
cada diluicdo do extrato, as placas incubadas 37 °C e a CIM registrada apds 24h
de incubacado. As CIMs foram definidas como a menor concentracao do extrato
que inibe o crescimento bacteriano visivel. Este experimento seguiu as
recomendacdes do CLSI (2018, protocolo M07), realizado em triplicata utilizando
o cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazdlio como indicador de crescimento bacteriano.
Também foi realizado um controle positivo com inéculo e caldo, um controle
negativo com extrato e caldo e um controle de solvente com Tween 80®, agua
destilada e DMSO (1:7:2), in6culo e caldo MH.

4.7 QUANTIFICACAO DE BIOFILME

Cinco isolados clinicos de K. pneumoniae foram submetidas ao ensaio de
quantificacdo de biofilme em microplacas de 96 pog¢os conforme preconizado no
estudo de Stepanovic e colaboradores (2007, adaptado).

O in6culo bacteriano foi preparado a partir do cultivo bacteriano em placa
de agar MH na escala 0,5 McFarland, e entdo 20 pL desta suspensado foi
adicionada a 180 pL de caldo MH, em triplicata, para cada microrganismo, na
placa de 96 pocos. A placa foi coberta e incubada por 24h a 37°C sob condi¢des
estaticas.

Apbs a incubagédo, o conteudo dos pogos é descartado em um recipiente,
posteriormente autoclavavel. Cada poco € lavado trés vezes com 300 pL de agua
destilada, utilizando uma micropipeta apropriada, para a lavagem das células
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ndao aderidas. Apés a lavagem, as bactérias aderidas foram fixadas a
temperatura ambiente por 60 minutos.

A camada aderente de biofilme formada em cada placa de microtitulacéo
foi corada com 150 pL de cristal violeta usada para coloracdo de Gram (cristal
violeta de Hucker a 1%) durante 15 min a temperatura ambiente. Apds a
coloracdo, a solucdo foi aspirada com uma pipeta de Pasteur e 0 excesso
retirado sob agua corrente.

Apbs este procedimento,150 pL de metanol foi adicionado a cada poco
para ressuspender as células aderidas, as mesmas foram transferidas para uma
nova microplaca e a leitura realizada em leitor de placas elisa em densidade
optica (DO) de 570 nm. Um controle negativo foi realizado utilizando apenas
caldo MH e um controle positivo foi realizado utilizando P. aeruginosa PAO1,
sendo este ultimo um forte produtor de biofilme.

Para a interpretacéo dos resultados, considera-se:

DOc = DO média do controle negativo + (3 x Desvio Padréo controle

negativo)

Se:

DOc < DOf = ndo produtor de biofilme
DOc < DOf <2 x DOc = fraco

2 x DOc < DOf < x ODc = moderado

4 x DOc < DOf = forte produtor de biofilme

4.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBIOFILME

Para esta técnica foram utilizadas placas de 96 pocos convencionais como
material de adesé&o, seguindo o protocolo descrito por Bonez e colaboradores
(2013). Como controle positivo para formacéo de biofilme, foi utilizada a cepa
padrao PAOL de P. aeruginosa. Suspensdes bacterianas foram preparadas em
caldo MH (Himedia ®, Mumbai, india), ajustadas & escala de 0,5 McFarland e
incubadas por 24 horas a 37 ° C para promover a adesao.

O biofilme formado foi revelado pela técnica do cristal violeta. Apds a

incubacéo, lavagens sucessivas foram realizadas com solucéo fisiologica para
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remover as células fracamente aderidas. Em seguida, 200 yL de 0,1% de
suspensao de cristal violeta foram adicionados aos pocos e deixados em
repouso por 10 min. As placas foram subsequentemente lavadas novamente, e
200 mL de etanol a 95% foram adicionados por 15 min. Finalmente, o etanol foi
transferido para outra placa para leitura da densidade oOptica (OD) a 570 nm,
utilizando um TP - Reader ® (Thermo Plate, Inc., Ohio, EUA) (BONEZ et al.,
2013).

4.8.1 Inibicao do biofilme

Para a técnica de inibicdo do biofilme,foi aplicado o tratamento com o
extrato bruto na sua CIM e em concentragcdes subinibitérias no momento da
formacé&o do biofilme. A densidade 6ptica a 570 nm em relagéo ao padréo de P.

aeruginosa determinou o potencial do extrato em inibir a formacéo do biofilme.

4.8.2 Destruicao do biofilme

Para a técnica de destruicdo do biofilme, o tratamento foi aplicado 24h
apos a formacdao do biofilme na CIM e em concentra¢des subinibitérias do extrato
bruto. A densidade 6ptica a 570 nm em relacéo ao padrao de PAO1 determinou

o potencial do extrato em destruir o biofilme formado.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram relatados como média + desvio padréo e foram analisados
com o software Graphpad Prism 7 (GraphPad Inc., San Diego, CA, EUA) que
utilizou ANOVA unidirecional seguido do ajuste de comparagédo com o teste de

Tukey para determinar a significancia estatistica de 5%.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O material vegetal coletado foi identificado pelo Herbario do
Departamento de Ciéncias Florestais da UFSM, Santa Maria, RS, pertencente a
familia Solanaceae, género e espécie Brugmansia suaveolens, sendo Datura
suaveolens seu sinbnimo, tendo como namero de registro da coleta HDCF 7537.

Os resultados incluidos neste estudo evidenciaram que dos 67
microrganismos testados apenas 12 se mostraram sensiveis ao extrato bruto de
D. suaveolens, na concentracdo de 20 mg/mL, revelando variacbes na
suscetibilidade dos microrganismos entre isolados clinicos e cepas padrbes
(Tabela 4).

Tabela 4: Resultados do ensaio de disco-difusao

MICRORGANISMO CEPA MEDIA + DP
Acinetobacter baumannii Isolado clinico 13,66 mm £ 0,11
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 21,66 mm = 0,13
Shigella sonnei Isolado clinico 7,15 mm + 0,17
Enterobacter aerogenes ATCC 13048 7,24 mm £ 0,15
Staphylococcus epidermidis ATCC 35985 6,15 mm + 0,13
Staphylococcus epidermidis Isolado clinico 6,75 mm + 0,05
Klebsiella pneumoniae ATCC 1705 7,33 mm + 0,08
Escherichia coli Isolado cinico 8,44 mm + 0,13
Streptococcus agalactiae Isolado clinico 14,43 mm 0,12
Enterococcus faecalis ATCC 29212 8,26 mm + 0,06
Streptococcus pneumoniae ATCC 99619 14,30 mm £ 0,02
Pseudomonas aeruginosa PAO1 17,05 mm £0,05

E possivel corroborar este estudo com a atividade antimicrobiana do
extrato etandlico de folhas Catharanthus roseus (100 mg/mL), testada no estudo
de Khalil (2012). C. roseus contém mais de 90 alcaloides diferentes,
estruturalmente semelhantes aos encontrados em plantas do género Datura, e
€ amplamente distribuida pelo pais. Utilizando o método de difusdo em disco, a
zona de inibicdo foi de 15, 12 e 11 mm contra Staphylococcus aureus, Candida
albicans e Eschechiria coli, respectivamente.

A atividade antibacteriana de extratos alcaloidicos das folhas de Solanum
nigrum (erva-moura), foi testada contra K. pneumoniae, P. aeruginosa e E. coli,

no estudo conduzido por Jasim e colaboradores (2015), e os resultados do
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método disco-difusdo mostraram que todas as cepas foram sensiveis ao extrato
metandlico das folhas, sendo a atividade melhor que a dos antibiéticos testados
(canamicina, cefotaxima, penicilina, estreptomicina e rifampicina).

As CIMs e as CBMs se apresentaram entre 10 — 1,25 mg/mL e 10 — 5
mg/mL, respectivamente (Tabela 5). No estudo desenvolvido por Al-Bayati e
Sulaiman (2008) os extratos aquosos de Salvadora persica L. (arvore de
mostarda) que contém alcaloides tropanicos em sua composicdo exibe
propriedades antimicrobianas contura P. aeruginosa, S. aureus e Candida
albicans, com CIM, entre 100 — 300 mg/mL.

Tabela 5: Concentracdo Inibitéria e Bactericida Minimas

MICRORGANISMO CEPA CIM (mg/mL) CBM (mg/mL)
Acinetobacter baumannii Isolado clinico 10 =10
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 5 >10
Shigella sonei IC 10 =10
Enterobacter aerogenes ATCC 13048 10 =10
Staphylococcus epidermidis  ATCC 35985 2,5 25
Staphylococcus epidermidis IC 5 >5
Klebsiella pneumoniae ATCC 1705 2,5 25
Escherichia coli IC 2,5 >5
Streptococcus agalactiae IC 5 >10
Enterococcus faecalis ATCC 29212 2,5 25
Streptococcus pneumoniae  ATCC 99619 2,5 =10
Pseudomonas aeruginosa PAO1 1,25 >10

O estudo de Sher e colaboradores (2011) revelou que os diametros da
zona de inibicdo variaram de 12,6 a 22,3 mm para o extrato aquoso e de 9,2 a
15,7 mm para o extrato metanélico, ambos de S. persica, utilizando o método de
difusdo em agar contra P. aeruginosa, com uma CIM de 7,34 mg/mL.

Polygonum aviculare L. (erva-da-muda), amplamente distribuido em
regides aridas, é rico em alcaloides e flavonoides e demonstrou atividade
antimicrobiana do extrato cloroférmico e etandlico dos caules e folhas de P.
aviculare L. contra E. coli e P. aeruginosa, e C. albicans revelando uma zona de
diametro de inibicdo entre 14 e 28 mm para o extrato do caule e entre 8 e 12 mm
para o extrato da folha (SALAMA; MARRAIKI, 2010).

Os alcaloides sdo substancias estruturalmente diversas que
demonstraram ter atividade antimicrobiana (como quinolonas, metronidazol ou

outros) através da inibicdo da atividade enzimatica ou outros mecanismos, como
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inibicdo da divisdo celular, inibicdo respiratéria e enzimatica, ruptura da
membrana bacteriana e afetando o0s genes de resisténcia (RAO;
VENKATACHALAM, 2000).

Os alcaloides inibem a atividade da diidrofolato redutase, inibindo assim
a sintese do &cido nucleico. A diidrofolato redutase é uma enzima crucial na
producdo de precursores de pirimidina e purina para a biossintese de
aminoé&cidos, RNA e DNA (RAO; VENKATACHALAM, 2000).

A proteina FtsZ é importante na divisdo celular bacteriana e € o homélogo
procariotico da tubulina eucaridtica. Berberina, um alcaloide, liga-se a proteina
FtsZ com alta afinidade, causando a inibicdo da montagem de FtsZ e sua
atividade GTPase, levando ao alongamento celular, que causa inibicdo da
divisdo celular (BOBEREK; STACH; GOOD, 2010). Todos os alcaloides de
quinolona que ocorrem naturalmente sdo conhecidos por ndo possuirem o grupo
3-carboxi, que é importante para ligacdo e bloqueio de complexos de
topoisomerase Il A do tipo DNA, afetando a divisédo celular (HEEB et al., 2011).

Além disso, os alcaloides de alquil-metil-quinolona apresentam uma
atividade antibacteriana forte e especifica, através da inibi¢céo respiratéria, contra
o H. pylori (TOMINAGA et al., 2002). Ja a esqualamina, um alcaloide poliamina,
age através da ruptura das paredes externas das Gram-negativas e despolariza
as membranas bacterianas das bactérias Gram-positivas (ALHANOUT et al.,
2010).

O potencial terapéutico das substancias majoritarias de D. suaveolens em
comparacao com os achados da literatura sdo importantes, pois as doencas
infecciosas sado a principal causa de morte do mundo. K. pneumoniae e
Pseudomonas spp. estdo surgindo como uma importante causa de infecgcao
nosocomial neonatal. E. coli como causa de septicemias e diarreia, podendo
infectar a vesicula biliar, meninges, feridas cirurgicas, lesdes de pele e pulmdes,
especialmente em pacientes debilitados e imunodeprimidos (PANDEY, 2005;
MISHRA et al., 2012).

No estudo realizado por Tagrante e colaboradores (2008) 36% (n = 236)
dos recém-nascidos de uma Unidade de Cuidados Intensivos Neonatal
apresentaram hemocultura positiva, sendo a K. pneumoniae (47%) e P.

aeruginosa (20%) os microrganismos mais prevalentes.
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Ao analisar 79 pacientes criticos internados em Unidade de Terapia
Intensiva Adulto do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia,
Gomides e colaboradores (2014) realizaram o isolamento de Acinetobacter
baumannii (61%, 58/94), K. pneumoniae (18%, 17/94) e P. aeruginosa (11,7%,
11/94), sendo 81% destes isolados (64 pacientes) resistentes aos
carbapenémicos.

Ademais, as infeccbes bacterianas, principalmente por microrganismos
MDR, nédo se limitam ao ambiente nosocomial, mas também podem ocorrer na
comunidade. O estudo de Oliveira e colaboradores (2016) revela que, das
infeccbes analisadas em uma unidade basica de saude, 52,2% (n = 90) se
tratavam de infeccBes do trato respiratério, sendo necessario um atendimento
especializado.

No que se refere ao biofilme bacteriano, o extrato bruto de D. suaveolens
nao foi capaz de destruir o biofilme de P. aeruginosa (Figura 8). Entretanto, para
a inibicdo da formacao do biofilme houve uma discreta reducéo de 39,31% da
formacao do biofilme em concentracdes subinibitérias quando comparado com

o controle positivo (Figura 9).

Figura 8: Destruicdo do biofilme de P. aeruginosa (PA01)
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Fig. 8. Densidade Optica de P. aeruginosa (PA 01) em relacdo as diferentes concentracdes
testadas. (****) Diferenca estatistica significativa entre o controle positivo e a concentracédo
correspondente



Figura 9: Inibicdo da formacgao de biofilme em P. aeruginosa (PAO1)

Absorbancia (570 nm)

1.5+

Concentracoes

38

Fig. 9. Densidade éptica de P. aeruginosa (PAO1l) em relacdo as diferentes concentracdes
testadas. (****) Diferenca estatistica significativa entre o controle positivo e a concentragdo

correspondente.

No que se refere a quantificacdo de biofilme em isolados clinicos de K.

pneumoniae, todos os microrganismos foram classificados como fortes

produtores de biofilme, conforme o método preconizado por Stepanovic (2007)

(Tabela 6).

Tabela 6: Quantificacdo de biofilme em isolados clinicos de K. pneumoniae

MICRORGANISMO

4 x ODc < OD = forte
produtor de biofilme

RESULTADO

KP1

KP2

KP3

KP4

KP5

4x0,148 < 1,227
0,592 < 1,227
4 x 0,062 < 0,780
0,248 < 0,780
4 x 0,142 < 0,601
0,568 < 0,601
4 x 0,142 < 0,601
0,568 < 0,601
4x0,141 < 0,998
0,564 < 0,998

Forte produtor de
biofilme
Forte produtor de
biofilme
Forte produtor de
biofilme
Forte produtor de
biofilme
Forte produtor de
biofilme
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A partir deste resultado, a cepa que mais produziu biofilme foi selecionada
para os testes de destruicdo e inibicdo da formacéao e biofilme, sendo a sua CIM
e CBM de 2,5 e 10 mg/mL, respectivamente. O extrato bruto de D. suaveolens
ndo foi capaz de destruir o biofilme apds 24h de tratamento (Figura 10),
entretanto houve uma discreta reducdo da formacdo de biofilme (26,13%)
quando o tratamento foi aplicado juntamente com o inéculo bacteriano (Figura
11).

Figura 10: Destruicdo de biofilme em isolado clinico de K. pneumoniae
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Fig. 10. Densidade 6ptica de K. peneumoniae em relagdo as diferentes concentragdes testadas.
(****) Diferenca estatistica significativa entre o controle positivo e a concentragao
correspondente.

Devido a sua alta patogenicidade, K. pneumoniae, na era pré-antibiotica,
foi considerada como um importante agente causador de infec¢des adquiridas
na comunidade, incluindo uma forma grave de pneumonia, especialmente em
pacientes alcodlatras e diabéticos. Nos ultimos anos, enguanto a pneumonia por
infeccdes adquiridas na comunidade causada por esse patdogeno tornou-se rara,
novas manifestacées de infec¢cbes por K. pneumoniae, incluindo abscessos
hepaticos, infec¢cdes metastaticas (FUURSTED et al., 2012), frequentemente

causadas por cepas altamente virulentas de sorotipos especificos, (SANCHEZ
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et al., 2013), bem como recorrentes infec¢des do trato urinario (ITUs) (LIN et al.,
2014), tem sido descritas.

Em geral, um estudo de coorte indicou que a maioria das infeccoes
associadas a diferentes dispositivos médicos, incluindo cateteres urinarios e
intravasculares, foi causada por K. pneumoniae e uma alta porcentagem (cerca
de 90%) de bactérias produtoras de biofilme, sendo os isolados causadores de
infeccdo eram multirresistentes (SINGHAI et al., 2012).

K. pneumoniae foi relatada ser capaz de crescer in vitro como biofilme
desde o final da década de 1980 (LE CHEVALLIER; CAWTHON; LEE, 1988),
mas a evidéncia clara de um biofilme in vivo foi fornecida apenas em 1992 por
Reid e colaboradores, que investigaram por microscopia eletrénica de varredura
algumas células epiteliais da bexiga de um paciente com ITU assintomética
causada por K. pneumoniae.

Posteriormente, estudos in vitro demonstraram que cerca de 40% de K.
pneumoniae isolados ndo s6 de urina, mas também de escarro, sangue e swabs
de ferida, foram capazes de produzir biofilme (YANG; ZHANG, 2008), bem como
cerca de 63% das amostras de urina de pacientes cateterizados que sofrem de
ITUs foram positivos para a producéo in vitro de biofilme de K. pneumoniae
(NIVEDITHA et al., 2012). Recentemente, também foi relatado que uma alta taxa
de cepas de K. pneumoniae isoladas de tubos endotraqueais de pacientes
afetados por pneumonia associada a ventilacdo mecanica é capaz de formar um
biofilme (SINGHAI et al., 2012).
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Figura 11: Inibicdo da formacéo de biofilme de K. pneumoniae
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Fig. 11. Densidade Optica de K. pneumoniae em relagéo as diferentes concentragdes testadas.
(****) Diferenca estatistica significativa entre o controle positivo e a concentracdo
correspondente.

Muitos produtos naturais derivados de plantas possuem funcdes
antimicrobianas e anti-biofilme in vitro. Uma variedade de moléculas derivadas
de plantas naturais ou extrato de ervas medicinais, bem como 0s mecanismos
subjacentes na funcao anti-biofilme foram identificados. Os efeitos anti-biofilme
dos produtos naturais baseiam-se principalmente nos seguintes aspectos:
inibicdo da formacdo de matriz polimérica, supressao da adesédo e fixacao
celular, interrupcao da producéo de matriz extracelular e diminuicao da producéo
de fatores de viruléncia, bloqueando assim a rede QS e o desenvolvimento do
biofilme (LU et al., 2019; LI; LEE, 2017).

Tem sido demonstrado que os biofilmes jovens sao muito mais suscetiveis
aos antimicrobianos do que os biofilmes mais desenvolvidos (HENGZHUANG;
WU; CIOFU, 2013), ressaltando a importancia de intervencdes precoces no
tratamento de infec¢cbes por biofilme. A principal consequéncia clinica da
tolerdncia de biofilmes a antibidticos é que a alta concentragdo de

antimicrobianos necessaria para o tratamento de infecgbes por biofilme
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(MARTINEZ-SOLANO et al., 2008) ndo pode ser alcangcada in vivo por
administracao sistémica sem toxicidade (HENGZHUANG; WU; CIOFU, 2012).

Proporcionar altas concentracdes de antimicrobianos por meio da
administracéo tépica, farmacos combinados e terapias sequenciais ou o uso de
adjuvantes para melhorar a eficacia dos mesmos sao estratégias terapéuticas
empregadas ou que tém sido propostas para tratar infec¢des por biofilme (HZIBY
et al., 2010; HGIBY et al., 2011).

Pelo fato de ambas bactérias gram-negativas apresentarem resultado
promissor para a inibicao de biofilme, supde-se que o extrato bruto de D.
suaveolens atua nas fases inicias da formacéo de biofilme, em concentracdes
subinibitérias, limitando sua adeséo. Este resultado corrobora com o estudo de
Yan-Hua e colaboradores (2018) que demonstraram que 0 extrato aquoso de
Rhizoma Coptidis inibe a formacdo de biofilme de Streptococcus suis, em
concentracfes subinibitérias. Este achado é importante, pois 0 extrato em sua

concentracao inibitoria causaria a morte da populacao bacteriana.



6 CONCLUSAO

A quantificac@o de isolados clinicos de K. pneumoniae provenientes do
HUSM revelou estas estirpes bacterianas como forte produtoras de biofilme,
evidenciando seu potencial virulento em infeccbes nosocomiais.

No ensaio semi-quantitativo de biofilme, tanto por P. aeruginosa (PA01)
como por K. pneumoniae, o extrato bruto nao foi capaz de destruir o biofilme nas
concentracbes subinibitérias. Entretanto, o extrato bruto de D. suaveolens
apresenta uma atividade discreta no ensaio de inibicdo do biofilme, em
contracdes subinibitorias, de 0,625 mg/mL e 1,25 mg/mL para P. aeruginosa
(PAO1) e K. pneumoniae, respectivamente.

Neste sentido, o extrato bruto de D. suaveolens apresenta-se como uma
alternativa promissora aos problemas de resisténcia bacteriana por ser uma
alternativa ecologicamente correta e por oferecer uma variedade de substancias

muito bem descritos na literatura.



7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Ainda que os objetivos deste trabalho tenham sido alcancados €

necessario que estudos complementares sejam realizados, visando um melhor

deslumbre sobre os mecanismos pelos quais D. suaveolens se apresenta como

potencial agente antimicrobiano.

Assim, sugere-se:

Expandir o estudo para o fracionamento do extrato bruto do
material vegetal em questao;

Utilizar microscopia de forca atdbmica para melhor avaliar e
corroborar com os ensaios de inibicdo da formacao do biofilme;
Caracterizar fenotipicamente os biofilmes por meio de testes de
hidrofobicidade, autoagregacédo e coagregacao celular;

Avaliar efeito anti-QS do material vegetal,;

Realizar ensaios de cito e genotoxicidade, a fim de determinar as
concentracfes toxicas do material vegetal;

Realizar estudos nanotecnolégicos, a fim de potencializar a acdo
antibacteriana e antibiofilme;

Testar novas estratégias de controle de biofilme baseadas na
combinacao de antimicrobianos e biocidas;
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