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RESUMO

O mau uso de antimicrobianos tem exigido a descoberta de novos compostos capazes de
eliminar esses patogenos e/ou seus fatores de viruléncia. Esse trabalho avalisara in vitro
se o extrato etanolico e fragdes das folhas da Cenostigma cf. macrophyllum (CMF)
sobre Staphylococcus aureus resistente a antimicrobianos isolado de hospital ptblico de
Vitoria da Conquista, Bahia, apresenta propriedade antimicrobiana. Sera preparado o
extrato etandlico bruto das folhas da CMF e particio com solventes de diferentes
polaridades (hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol) para obtengdo das
fragbes a serem testadas. As fragcdes ativas serdo analisadas quanto ao perfil
cromatografico. A CMF sera avaliada em testes de CIM e CBM, no ensaio de inibi¢ao
da formag¢do do biofilme de 24h por marcacdo com cristal violeta e andlise da
viabilidade celular por MTT. Serao utilizados Vancomicina e Oxacilina como
antibidticos padrao. Como controle negativo, sera utilizado BHI caldo (CIM e CBM) ou
TSB + Glicosel% (Biofilme), in6culo e etanol a 10%. Os microrganismos utilizados
nos testes serdo uma cepa padrao resistente a oxacilina e um isolado clinico 16A
resistente a oxacilina, confirmado pelo teste de antibiograma e que possui o gene mecA.
Todos os testes serao realizados em trés experimentos em triplicata. A analise estatistica
sera realizada por teste ANOVA de uma via, abordagem paramétrica, seguida pelo teste

de comparag@o multipla de Dunnett, com p<0,05.
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CARACTERIZACAO DO PROBLEMA

As doencas infecciosas constituem a maior causa de morte em todo o mundo,
sendo as infecgdes bacterianas contribuintes significativos para esta alta taxa de
mortalidade (Rasko & Sperandio, 2010). Além disso, o0 mau uso dos farmacos para
tratamento dessas morbidades concomitante a alta habilidade de mutagdo desses
microrganismos tém restringido as alternativas de cura das mesmas.

A resisténcia a antimicrobianos ¢ reconhecida pela Organizagdo Mundial de
Saude (OMS) como a maior ameaga a saude humana, nos ultimos anos. Com o intuito
de controlar a ocorréncia e disseminacao desse problema, a Organizacao elaborou um
complexo plano de a¢dao baseado no tema “Sem ac¢do hoje, sem cura amanha”. O plano
foi formulado com diversos objetivos, entre eles, o de reforgar a atuagdo dos sistemas de
vigilancia para monitorar o uso dos antimicrobianos e o encorajamento da descoberta de
novos agentes ativos (Abreu et al., 2012).

No Brasil, os primeiros esforcos tém surgido na tentativa de prevenir a
resisténcia a antimicrobianos e evitar o aumento desta. Com a finalidade de normalizar a
utilizagdo dessas substancias, o Ministério da Saude sancionou a Resolucdo da Diretoria
Colegiada de numero 44, de 26 de Outubro de 2010, atualizada pela de numero 20, de 5
Maio de 2011, que regulamentam o controle desses medicamentos, uso dos mesmos sob
prescricdo médica, seja de forma isolada ou em associagao.

Apesar do aumento da resisténcia e da falta de antimicrobianos efetivos, estudos
apontam que as industrias farmacéuticas t€ém diminuido seus programas de pesquisa de
agentes anti-infecciosos. Nos ultimos 20 anos a US FDA (United States Food and Drug
Administration - Administragdo de Medicamentos e Alimentos dos Estados Unidos)
registrou um decréscimo de 56% na aprovacdo de novos agentes antibacterianos em
todo o mundo. Em 2004, de 506 farmacos em desenvolvimento entre as maiores
companhias farmacéuticas e biotecnoldgicas em todo o mundo, somente 6 possuiam
essa acdo terapéutica (Spellberg et al., 2004). A atenuacdo de investimentos na
descoberta de novos antimicrobianos ¢, em parte, explicada pelo fato que, um
medicamento leva cerca de 10-15 anos para ser langado no mercado (Simdes et al. ,
2007), em contraste com a rapida habilidade desses patogenos se tornarem inertes ao
tratamento que faz com que aquele farmaco se torne obsoleto em pouco tempo de uso,
ndo permitindo assim que a industrias reponham os extensos gastos que foram

necessarios para realizagdo da pesquisa (Spellberg et al. , 2004).



Recentemente, muitas alternativas tém sido investigadas baseadas na inibicao de
fatores de viruléncia ao invés da inibi¢do do crescimento bacteriano. Dessa forma, a
pressao exercida sobre o patégeno ¢ menor, fazendo com que ele ndo seja tdo
estimulado a desenvolver mecanismos de resisténcia, uma vez que os fatores de
viruléncia ndo sdo tdo essenciais para a sobrevivéncia bacteriana como a sintese
proteica, por exemplo (Rasko & Sperandio, 2010). Por isso, a busca por novas
estratégias, como a inibicdo da formagdo do biofilme para combater esse patdgeno,
merece enfoque, uma vez que se trata que um mecanismo de viruléncia de grande

potencial para a bactéria fornecendo-a a prote¢@o contra a acdo dos antimicrobianos.

Staphyloccoccus aureus

O Staphylococcus aureus € um microrganismo que possui uma habilidade
excepcional de adquirir resisténcia a muitos grupos de antimicrobianos como as
tetraciclinas, macrolideos, aminoglicosideos e fluoroquinolonas (Gibbons, 2008). Esta
espécie pertencente a familia Microccacea caracteriza-se como um coco gram-positivo
que se organiza de forma semelhante a cachos de uva, com colonias de aspecto dourado
em meio agar - de onde deriva sua nomenclatura, sdo imdveis, aerébios ou anaerobios
facultativos, se desenvolvem em temperaturas variando entre 18 a 40°C, sdo catalase
positivo, coagulase positivo e apresentam alta tolerancia em ambientes salinos
(Trabulsi, 2005). E um organismo comensal com habilidade de desenvolver-se na pele e
cabelo humano, e estd comumente relacionado a morbidades que vao desde simples
infeccdes em feridas, desordens vinculadas a contaminagdo de alimentos, as mais
preocupantes condigdes que ameacam a vida como a pneumonia necrotizante,
endocardite e bacteremia (Yee-Guardino et al., 2008; Millar et al., 2008).

O S. aureus resistente a meticilina, conhecido em todo o mundo como MRSA,
designa espécies de S. aureus resistente as penicilinas em geral, uma das bactérias
conhecidas como responsavel por muitas infec¢des adquiridas em hospital, e mais
tardiamente, na comunidade. Este microrganismo surgiu em 1960, somente um ano apos
a meticilina ter sido introduzida no tratamento de doengas infecciosas (Jevons, 1961).
Umas das mais importantes particularidades dele ¢ a aquisicdo da resisténcia a -
lactamicos, em especial, a meticilina e oxacilina, através da expressao da proteina de
ligacdo a penicilina 2° (PBP2 ou PBP2a) codificada gene pelo mec4 (O’Hara et al. ,
1987).



O S. aureus possui uma gama de fatores de viruléncia o que dificulta sua
elimina¢do no organismo afetado. Algumas dessas estratégias sdo a estrutura de sua
capsula, presenca de acidos teicOicos, proteina A, leucocidina Panton-Valentine,
liberacdo de exoproteinas como enterotoxinas, hemolisinas, toxina 1 da sindrome
choque toxico e, entre outros, a capacidade se de organizar em biofilme (Koszczol et al.,
2006; Trabulsi, 2005).

Cerca de 150 milhdes de dispositivos intravasculares, como cateteres,
cardiovasculares, como marca-passos, cimentos dsseos, € outros sao implantados por
ano nos Estados Unidos, e o tratamento de infeccdes em pacientes com uso desses
dispositivos tende a ser mais dificil, pois requer tratamento a longo prazo com
antimicrobianos e, frequentemente necessitam de intervengado cirurgica. Dois ter¢os das
infecgdes em implantes sdo causadas por estafilococos (O’Grady et al., 2011).

Uma das razdes de frequente ocorréncia de infeccdes em pacientes com
implantes ¢ devido ao fato de que em regides carentes de circulagdo como tais, os
estafilococos estdo livres para crescer, se espalhar, e formar uma resistente estrutura do
biofilme (Kiedrowski & Horswill, 2011).

Ao serem implantados, esses dispositivos sdo revestidos com proteinas da matriz
extracelular do hospedeiro, incluindo o fibrinogénio, a fibronectina e colageno. O S.
aureus possui numerosas proteinas ligadas a superficie da parede celular, referidas
como componentes da superficie microbiana que reconhecem os componentes de matriz
adesiva, que contém dominios para as proteinas da matriz, dessa forma, iniciam a
aderéncia do biofilme e o seu desenvolvimento ¢ amadurecimento (Foster & Hook,
1998).

O biofilme pode ser definido como uma comunidade de microrganismos
incorporada em uma matriz polissacaridica, aderida a uma superficie (Carpentier e Cerf,
1993). As bactérias em biofilmes sdo geralmente mais resistentes ao estresse ambiental,
como a presenca dos antimicrobianos, do que na sua forma de vida livre devido a uma
série de mecanismos auxiliadores disponiveis quando estdo organizadas dessa maneira

(Costerton et al., 1987).

Plantas medicinais
As plantas representam uma fonte atraente e renovavel de antimicrobianos com
muitos estudos demonstrando o potencial terapéutico dos produtos fitoquimicos como

alternativas ou potenciadores de antibidticos (Abreu et al., 2012). A rica diversidade



quimica das plantas, juntamente com menor custo na pesquisa, facilidade de manuseio e
preparo de extratos, além do conhecimento etnofarmacoldgico, muitas vezes associado
ao uso das mesmas, faz-lhes uma fonte potencial de agentes antimicrobianos e agentes
modificadores de resisténcia.

Na disputa pela sobrevivéncia ela busca maneiras de se defender através de
processos que envolvem a producdo e liberagdo de metabolitos secundarios no ambiente
que a cerca, tanto como um meio de defesa contra patdgenos potenciais quanto como
tentativa de se estabelecer frente as espécies competidoras. Se visto pela ecologia
quimica, a producdo de alguns desses compostos seria voltada para as substancias
antimicrobianas que limitam a capacidade de microrganismos produzirem os elementos
necessarios para a expressao dos seus fatores de viruléncia e colonizacao bem sucedida
(Quave et al., 2011).

No Brasil, o mercado de fitomedicamentos atingiu, em 2001, cerca de US$ 270
milhdes correspondendo a 5,9% do mercado brasileiro de medicamentos, sendo maior
que a comercializagdo dos medicamentos genéricos, cerca de R$ 226 milhodes (5% do
mercado global brasileiro) (Calixto, 2003).

Além disso, o nosso pais encerra a flora mais rica do mundo, com mais de
56.000 espécies de plantas quase 19% da flora mundial (Giulietti et al. , 2005) que
coloca o pais em uma posicao estratégica para desenvolver uma exploracdo racional e
sustentada de novos metabolitos de valor terapéutico (Basso et al. , 2005). Esse imenso
patriménio genético, j& escasso nos paises desenvolvidos, tem atualmente valor
econdmico-estratégico inestimavel em vérias atividades, sendo que ¢ no campo do
desenvolvimento de novos medicamentos que reside sua maior potencialidade (Calixto,
2003).

A Caatinga representa a Uinica grande regido natural brasileira cujos limites estao
inteiramente restritos ao territorio nacional (Agra, 2007), o que consequentemente, leva
a presenca de muitas espécies endémicas, se tornando assim, atraente fonte para a
pesquisa de novos compostos terapéuticos. As plantas medicinais da Caatinga sao uma
parte integrante da cultura dos residentes e a informacdo sobre essas erva ¢ passada de

geracdo em geragdo (Agra, 2007), perpetuando o uso medicinal das mesmas.

Cenostigma cf. macrophyllum
A C. ¢f macrophyllum, (Leguminosae Caesalpinioideae Caesalpinieae) pertence

a um género endémico do Brasil. Do grego, ceno = vazio, e stigma, aparentemente



referindo-se ao estigma em camaras, crateriforme (ndo sélido). E conhecida
popularmente como caneleiro, inharé¢ (Bahia); canela-de-veado, caneleiro (Ceard);
cassia-rodoviaria, fava-docampo, faveira, favela, mangiribd (Goias); caneleira, pau-
pretinho, pau-preto (Maranhdo); fava de viado, maraximbé (Mato Grosso); canela-de-
velho, Caneleiro (Piaui). A C. ¢f. macrophyllum se apresenta na forma de arbustos de 1-
4 m de altura ou arvores medindo entre 5-20 m, tronco com 30-55c¢m de diametro, densa
copa chegando a 5m de largura, preenchida por folhas compostas por foliolos
paripinados e flores de cor predominantemente, amarela, com algumas vermelhas ou
laranjas, entre as de cor padrdo, lembrando a orquideas, dispostas em inflorescéncia na
forma de racemo. Ocorre em habitats como cerrado, cerrado arborizado, cerradio,
florestas, caatinga, e em mata de transicdo encontradas na Bahia, Ceara, Goias,
Maranhao, Mato Grosso, Parana, Piaui, Pernambuco, Tocantins, e é cultivada no Rio de
Janeiro (Warwick & Lewis, 2009).

A Canela de Velho ¢ muito utilizada como planta ornamental, em paisagismo
urbano e de parques, chegando a ser relatada como arvore simbolo da cidade de
Terezina, no Piaui. A madeira ¢ usada para constru¢do, marcenaria, COmo carvao e
lenha (Lorenzi, 1998).

Na etnofarmacologia as cascas do caule, folhas e flores desta espécie sdo usadas
como espasmoliticas (Aguiar et al., 1997), doengas estomacais e intestinais (Silva et al.,
2007), enxaqueca (Nascimento & Conceigao, 2011).

Estudos relatam diversas atividades bioldgicas da C. c¢f. macrophyllum, como
propriedade antiulcerogénica (Aguiar et al., 1997; Almeida et al., 2002), anti-
inflamatdria (antiedematogénica) (Almeida ef al., 1998; Rodrigues et al., 1999),
antioxidante com relacdo significativa com fenois totais (Souza et al., 2007) e
antimicrobiana (Sousa et al., 2007).

Quanto a sua constituicdo quimica, as plantas da familia Caesalpiniaceae sdo
constituidas predominantemente por flavonoides como bergenina, acido galico,
metilgalato, acido elagico, quercetina, 3-O-B-D-glucopiranosideo da quercetina, 3-O-(6"-
O-galoil)-B-D-glucopiranosideo da quercetina(telimosideo), 3-O-(6-O-E-p-coumaroil)--
D-glucopiranosideo da quercetina (helicrisrosideo), agatisflavona e vitexina (Alves et
al., 2012). Triterpendides, diterpendides, esterdides, antraquinonas taninos,
polissacarideos e lipidios também ja foram relatados. Existem nove isoprendides
isolados desta planta, dentre os quais, quatro triterpenodides identificados como sendo o

germanicol, B-amirina, lupeol e [-hidroxiolean-18-en-3-ona (Silva et al. 1999).



Também ja foram identificados na casca a dilactona do acido vanoléico, acido elagico,
lupeol, ferulato de alquila, colesterol, campesterol, estigmasterol e sitosterol, 3- B-
Dglucopiranosideo do sitosterol, 3-O-B-D-glucopiranosideo do estigmasterol, acidos

graxos saturados e insaturados (SILVA et al. , 2007).

JUSTIFICATIVA E HIPOTESE DE TRABALHO

As bactérias sdo capazes de adquirir diversos mecanismos de resisténcia lhes
fornecendo uma habilidade inigualavel de se adaptarem a diferentes meios e situagdes
de injuria fazendo com que consigam evadir ao estresse a que foram submetidas, se
firmar novamente nesse mesmo meio e se desenvolver normalmente ou de forma menos
lesiva. Esse ¢ um fator o qual tem feito a induastria farmacéutica reduzir
consideravelmente seus investimentos na pesquisa por novos antimicrobianos, pois ja se
conhece também, que a aquisicdo de genes de resisténcia pelas bactérias ocorre em um
periodo de tempo muito curto, como ¢ o caso do MRSA.

O aumento da prevaléncia do MRSA tornou-se uma grande ameaga mundial
para a area da saude, devido principalmente a sua viruléncia, opg¢des terapéuticas
limitadas e sua distribui¢do em ambos os ambientes, hospitalar e comunidade (Huletsky
et al.,2004).

Considerando que o Brasil tem quase um terco da flora mundial, representada
em dez biomas com uma biodiversidade exuberante, como a Caatinga, o inico bioma
exclusivamente brasileiro (Silva et al., 2007), e conhecendo a necessidade de novos
agentes terapéuticos para as doencas infecciosas, justifica-se a realizacdo deste estudo,
que avaliara a propriedade antimicrobiana da Cenostigma cf. macrophyllum
(Leguminosae) sobre Staphylococcus aureus resistente a antimicrobianos, e configura a
seguinte hipotese de trabalho: A Cenostigma cf. macrophyllum (Leguminosae) possui
atividade antimicrobiana sobre Staphylococcus aureus resistente a antimicrobianos e/ou

exerce influéncia sobre seus fatores de viruléncia?

OBJETIVO GERAL

e Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato etandlico e das fra¢des da folha da
Cenostigma cf. macrophyllum (Leguminosae) sobre cepa de Staphylococcus

aureus isoladas de um hospital publico de Vitdria da Conquista (BA).



OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a atividade antimicrobiana nos testes de Concentragao Inibitéria Minima
(CIM) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM) da C. ¢f. macrophyllum sobre
cepa resistente padrdo e isolado clinico de S. aureus resistente a oxacilina
isolado de hospital publico de Vitdria da Conquista (BA);

e Avaliar a atividade inibitéria da C. ¢f. macrophyllum na inibigao da formag¢do do
biofilme de 24 horas de S. aureus resistente a oxacilina.

e Auvaliar a atividade inibitoéria da C. cf. macrophyllum na inibicao da viabilidade
celular do biofilme de 24 horas de S. aureus resistente a oxacilina.

e Auvaliar o perfil cromatografico da fragdo bioativa de C. cf. macrophyllum.

METODOLOGIA

Coleta do material vegetal e preparo do extrato

A coleta das folhas da C. c¢f. macrophyllum sera feita na FLONA, Floresta
Nacional Contendas do Sincora, uma 4area de cobertura florestal de espécies
predominantemente nativas e tem por objetivos basicos o uso multiplo sustentavel dos
recursos florestais e a pesquisa cientifica. A FLONA situa-se nos limites dos municipios
de Contendas do Sincora, Tanhagu e Ituagu, regido de semiarido do Sudoeste baiano,
com predominancia de caatinga.

As coletas serdo realizadas com auxilio de um morador da regido e prestador de
servicos para a FLONA, sob coordenacdo do Instituto Chico Mendes. As plantas

coletadas

serdo fotografadas, demarcadas e localizadas com o uso de um aparelho GPS.

Analise fitoquimica
Para a analise fitoquimica sera preparado um extrato etandlico, no qual as folhas
serdo maceradas em etanol 100% por 3 dias, com agitagdo manual esporadica, sendo

repetido o processo por mais vezes até extragdo completa, e o solvente serd eliminado



em evaporado rotativo, conforme descrito por Cechinel Filho et al. (1998). Apds a
extra¢do, o mesmo sera levado para secagem em estufa para obtencao do extrato seco.
Para preparo das fracdes sera realizada a parti¢ao do extrato etanolico bruto das
folhas da Cenostigma cf. macrophyllum. Os solventes utilizados para a parti¢ao serao,
ordem crescente de polaridade: hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol. A(s)
fracdo(0es) bioativa(s) serd(ao) analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) e Cromatografia gasosa (CG) para possivel determinagdo dos compostos

bioativos.

Microrganismos

Os microrganismos utilizados serdo uma cepa padrao resistente S. aureus ATCC
43300 INCQS 00306 e um isolado clinico 16A resistente a oxacilina confirmado por
teste de antibiograma, que possui o gene mecA, coletado da balanca de um hospital
publico de Vitéria da Conquista, Bahia.

O isolamento de S. aureus foi realizado segundo de Sa ef al. (2004). A amostra
(0,1 mL) foi semeada em placas contendo agar manitol, incubando-se em condig¢des
aerdbicas a 37°C, por até 96 horas, com observacdo do desenvolvimento microbiano a
cada 24 horas. O agente isolado foi identificado de acordo com as caracteristicas
morfologicas das coldnias e morfotintoriais, pela técnica de Gram. A partir de cada
subcultivo, os isolados foram submetidos as provas de coagulase, termonuclease,
fermentagdo da maltose e do manitol, além de hemolise em 4gar sangue de carneiro e

PCR do gene mecA.

Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi determinada pelos testes de Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM) de acordo com
Yatsuda et al. (2005).

As suspensdes bacterianas das cepas de S. aureus serao inoculadas em proporgao
1:1000 no meio Brain Heart Infusion (BHI) caldo de modo a obter uma concentragdo
bacteriana em torno de 1-2 x10° UFC/mL. Apo6s a homogeneizagdo das mesmas, um
volume de 190uL do inéculo e 10 pL do extrato com concentragdes finais variando
entre 4000 a 125 pg/mL, em diluicdo seriada de razao 2, serao acrescentados nos pocos
das placas de poliestireno para realizacdo da CIM em microtitulagdo. Em seguida, as

placas serdo incubadas em estufa a 37°C por 24 horas. Apds a incubagdo, seré realizada



a leitura visual para avaliacdo do crescimento, por meio da observagdo de turvagdo do
meio e/ou presenca de colonias no fundo dos pogos. Nos pocos em que nido houver
crescimento visual serd adicionado o corante ressazurina (Sigma Aldrich®), um
indicador redox que na presenga de crescimento bacteriano altera sua coloragdo de
intenso violeta para rosa.

Para a determinagdo da CBM, serdo selecionados os pocos em que ndo houve
crescimento bacteriano visivel no ensaio de CIM, incubando-se uma aliquota (20 pL)
destes em BHI Agar. A CBM sera definida como a menor concentracdo na qual nio
houve crescimento visivel no meio de cultura (99,9% morte). Os testes serdao realizados

em 3 experimentos em triplicata.

Influéncia sobre fatores de viruléncia

- Avaliacio da inibi¢do da formacao de biofilme

Existem fundamentalmente, trés técnicas para o estudo do biofilme. Um método
popular ¢ o do dispositivo Robbins que se baseia na passagem de uma suspensao
bacteriana por meio de uma célula de fluxo com 24 cupons onde as células se aderem e
desenvolvam um biofilme e, depois, esses cupons podem ser retirados para analise
(Lewis, 2001). Uma vez que o biofilme ¢ formado, o liquido que alimenta o dispositivo
pode ser transferido para um meio de cultura que contém compostos-teste. Apos um
periodo de incubagdo, o dispositivo ¢ desmontado e as células sao desalojadas por
banho de ultrassom. Este método permite a formagao de um biofilme reprodutivel e a
observagdo de sua dinamica, pois os cupons podem ser utilizados para analise
microscopica. No entanto, este método nao ¢ apropriado para estudos de suscetibilidade,
que requerem, muitas vezes, centenas de amostras a serem examinadas.

Outro aparelho ¢ o dispositivo de Calgary (Ceri et al., 1999). Este aparelho
descartavel engenhosamente combina a forca de cisalhamento que faz um biofilme
robusto e uma placa de microtitulacdo. O dispositivo se parece com um replicador com
pinos de plastico. Ele ¢ inserido em uma bandeja que ¢ preenchida com o meio de
crescimento inoculado com as células. O aparelho ¢ entdo, colocado num agitador de
plataforma inclinada e a suspensdo de células em crescimento lava os pinos, em que o
biofilme cresce. E importante ressaltar que qualquer célula ou massa de células que ndo
esta bem aderida ao pino ¢ lavada. Como resultado, pode-se formar um sélido biofilme
que pode ser lavado sem perder sua integridade. Depois que o biofilme ¢ formado, a

tampa com os pinos podem ser colocados numa microplaca para teste de



susceptibilidade. Ap6s um periodo de incubacdo com antibioticos, as células podem ser
desalojadas dos pinos por sonicacdo suave e plaqueado para a contagem das colonias.

Um método baseado em placa de microtitulagdo foi introduzido e utilizado com
sucesso para pesquisar os genes que participam no desenvolvimento de biofilme de
varias espécies de bactérias gram-negativas (Genevaux et al., 1996). Os pogos da placa
de microtitulagdo sdo inoculados com uma suspensao bacteriana e o biofilme ¢ formado
biofilmes na superficie dos pogos. Depois de 24 a 48 horas de incubacao, as células
planctonicas sdo removidas por lavagem dos pocos. A solucdo de marcagdo ¢ entdo,
adicionada aos pogos. Posteriormente, os pocos sdo lavados, e o corante ¢ extraido e
quantificado por espectrofotometria. Isto fornece uma medida quantitativa da massa de
células do biofilme ou da quantidade de células viaveis, dependendo do corante
utilizado. Nos ultimos anos, essa metodologia foi incrementada com a possibilidade de
ser utilizada para teste de susceptibilidade, com a vantagem da placa de microtitulaciao
pode ter até 96 pocos, o que permite a avaliagdo de varias substancias a0 mesmo tempo.

O método da placa de microtitulagdo ¢ o mais adequado e de melhor custo para
alcancar o objetivo deste trabalho, uma vez que sera avaliada susceptibilidade do
biofilme frente ao extrato da planta e aos antibioticos.

Neste ensaio, as cepas de S. aureus serdo cultivadas em caldo Tryptic Soy Broth
(TSB) suplementada com 1% de glicose, durante 18 horas a 37°C, em agita¢dao a 250
rpm. Apoés esta etapa, as amostras serdo diluidas em TSB com 1% de glicose com o
objetivo de se obter a densidade optica (DO) de 0,135 a absorbancia a 660 nm (escala
de 0,5 McFarland, equivalente a 1,5 x10° UFC/mL), mensurados por meio de
espectrofotometria. O in6culo serd diluido em TSB suplementado com 1% de glicose
(1:1000). Serao distribuidos 150 uL em cada po¢o de uma placa de microtitulagao de
poliestireno contendo 96 pogos. Serdo adicionados aos respectivos pogos uma aliquota
de 50 puL (concentracdo final de 10% v/v) de etanol (controle negativo), Vancomicina,
Oxacilina ou do extrato de folhas de C. ¢f. macrophyllum em concentragdes variando de
0,625 a 10,0 mg mL™" para a inibi¢do do crescimento do biofilme. As placas serdo
incubadas a 37°C por 24 horas num agitador rotativo a 250 rpm. Para o biofilme
formado, apenas o inoculo diluido em TSB suplementado com 1% de glicose (1:1000),
sem extrato, e sera incubado num agitador rotativo a 250 rpm, 37°C durante 24 horas.
Depois disso, o etanol (controle negativo), o antimicrobiano padrao (controle positivo) e
o extrato serdo adicionados, e as placas serdo novamente incubadas a 37°C, sob agitacao

a 250 rpm durante 24 horas. Para quantificacdo da biomassa do biofilme, as placas serdo



lavadas trés vezes com 200 pL de solu¢do salina (NaCl a 0,9%) e colocadas em estufa a
60 °C até a total evaporagdo do liquido, ap6s a incubacdo. Nas placas secas serdo
distribuidos 200 pL de cristal violeta 0,1% e, posteriormente, serdo incubadas a
temperatura ambiente por 15 minutos. Entdo, serdo lavadas, mais uma vez, com 200 puL
de solucdo salina e, finalmente, o biofilme sera ressuspenso em 200 pL de solugdo
salina e levado para leitura da densidade optica do marcado em 492 nm em um leitor de
microplacas (Thermo Plate®™) (Antunes et al., 2011; Mahmoud et al., 2013; Marino et
al., 2010; Quave et al., 2008). O resultado sera apresentado em valores de absorbancia
da formacdo de biofilme tratado com extrato de folhas de C. c¢f. macrophyllum ou
controle positivo comparagdo com biofilme tratado com o veiculo.

As amostras também serdo avaliadas quanto a viabilidade celular do biofilme
com a utilizagdo do sal MTT (brometo de dimetil-tiazolio e difenil-tetraz6lio) (Zhang;
Liu, 2002). O processo de formagao do biofilme sera semelhante ao descrito na inibicao
da formacao do biofilme marcado por cristal de violeta, diferindo o processo posterior a
incubagdo. Apds a incubacdo de 24h, a suspensdo sera aspirada, seguido de uma
lavagem com tampao PBS estéril, secagem das microplacas, e adicdo em cada poco de
20 pL de MTT e 180 pL de meio TSB com glicose a 1%. Apds a incubacdo em estufa a
37°C por uma hora, novamente o meio sera removido por aspiragcdo e a seguir foram
adicionados 200 pL de dimetilsulfoxido (DMSO) para redissolver os cristais de
formazan de coloragdo azul formados pelos microrganismos vivos. As placas serdo
incubadas por 10 minutos a 37°C. Apo6s incubagdo sera realizada
leitura a 492 nm, em espectrofotdmetro leitor de microplacas (Thermo Plate®). O
resultado de viabilidade celular do biofilme serd apresentado em porcentagem de
biofilme formado viavel tratado com C. c¢f. macrophyllum em relagao ao tratado com o
veiculo.

Os dados obtidos serdo avaliados pelos testes estatisticos de andlise de variancia
(ANOVA, 1 fator, abordagem paramétrica), seguido do teste de Dunnet. O nivel de

significancia adotado sera de 5%.

VIABILIDADE

O desenvolvimento do projeto contard com de auxilio financeiro dos 6rgaos de

apoio e financiamento FAPESB (Fundagdao de Amparo a Pesquisa do Estado da Bahia)



e CNPq (Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico) e sera
utilizada a infraestrutura dos seguintes laboratorios da UFBA Campus Anisio Teixeira:
Anadlise Instrumental, Biologia Celular e Molecular, Biotérios, Farmacotécnica e
Tecnologia Farmacéutica, Fisiologia e Farmacologia, Histopatologia, Parasitologia,
Patologia e Embriologia, Microbiologia e Imunologia, Quimica Analitica e Organica.

A principal dificuldade enfrentada na realizagdo do projeto, destaca-se a restrita
quantidade de material vegetal que pode ser coletada na reserva florestal, devido ao
compromisso com a conservagao da flora e o grande periodo de seca da regido, o que
limita a coleta de uma quantidade da planta mais satisfatoria. Além disso, com o
particionamento do extrato bruto, o rendimento das fragdes ¢ muito baixo em contraste

com a quantidade empregada nos testes biologicos.

RESULTADOS ESPERADOS

Ao fim da realizacdo dos ensaios, espera-se que com desenvolvimento dessa
pesquisa que:

e O extrato etandlico da folha e fragdes da C. cf. macrophyllum (Leguminosae)
apresentem atividade antimicrobiana contra cepas de S. aureus resistente a
meticilina;

e Seja(m) identificado(s) o(s) principio(s) ativo(s) responsavel(is) pela atividade
antimicrobiana presentes na folha da casca da C. c¢f. macrophyllum
(Leguminosae).

Com esse trabalho também se almeja valorizar, incentivar e subsidiar
cientificamente as pesquisas sobre a atividade biologica de plantas medicinais
encontradas nos biomas brasileiros, por meio da exposi¢do em congressos, produ¢do de
dissertagdo e publicacao artigo cientifico de resultados confidveis, € que o mesmo seja
capaz de gerar novos antibidticos contra o MRSA e inovar no que diz respeito a

melhores alternativas de tratamento de eficaz contra esse patogeno.



CRONOGRAMA DE ATIVIDADES

Atividades Ano 1
01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
Revisao bibliografica X X X X X X X X X X X X

Analise Fitoquimica

Coleta do material vegetal X X X X X X X X X X X
Preparo do extrato etanodlico X X X X X X X X X X X
Preparo das fragdes
Andlise do perfil cromatografico
Atividade antimicrobiana
CIM e CBM extrato bruto e fragdes X X X X X X X X X X
Biofilme extrato bruto e fragdes X X X X X X
Apresentacio em congressos X X X X X X

Elaboracao da dissertacao

Atividades Ano 2

13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Revisao bibliografica X X X X X X X X X X X X
Analise Fitoquimica
Coleta do material vegetal X X X X X X X X
Preparo do extrato etandlico X X X X X X
Preparo das fragdes X X X X X X X X X X
Analise do perfil cromatografico X X X X X X X
Atividade antimicrobiana
CIM e CBM extrato bruto e fragoes X X X X X X
Biofilme extrato bruto e fracdes X X X X X X X X X
Apresentacio em congressos X X X X X X X X X X X X
Elaboracao da dissertacao X X X X X X X X X
ORCAMENTO GERAL
Item Valor aproximado

em RS



Custeio 6400,00
Material de consumo, componentes e/ou pecas de reposi¢do de equipamentos, 4200,00
software, instalagdo, recuperagdo e manutencdo de equipamentos

Aquisi¢do de software por importacdo direta

Servicos de terceiros
Material bibliografico

Passagens e diarias 2200,00

Capital 1100,00
Equipamentos em geral para o uso no projeto de dissertacéo 1100,00
TOTAL 7500,00
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