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RESUMO

Estafilococos sdo bactérias associadas a uma ampla variedade de infeccbes da pele e
tecidos moles em diferentes hospedeiros. Staphylococcus pseudintermedius e
Staphylococcus schleiferi sdo as principais causas de piodermite e otite em cdes. A
formacédo do biofilme é considerada um importante fator de viruléncia apresentado por
essas espécies. O biofilme promove protecdo contra o sistema imune do hospedeiro e ao
tratamento com antimicrobianos, gerando quadros infecciosos de dificil erradicacdo. O
género de planta Hypericum possui varias espécies com comprovada atividade
antimicrobiana, como a espécie Hypericum brasiliense, que apresentou resultados
promissores em estudos anteriores. No presente estudo foi avaliada a atividade
antimicrobiana e antibiofilme do extrato de H. brasiliense em uma amostra de cada
espécie (S. pseudintermedius, S. coagulans e S. schleiferi). A determinacdo da
concentracdo minima inibitéria (CMI) e bactericida (CMB) foi realizada por
microdiluicdo em caldo com concentracGes de 512 a 4 pug/ml. A avaliacdo in vitro da
atividade antibiofilme foi realizada em trés momentos diferentes (em formac&o, pré-
formado jovem e pré-formado maduro). A andlise da proliferacdo do biofilme em
formacéo foi realizada em placa de 24 pocos contendo extrato de H. brasiliense nas CMI
referentes a cada uma das amostras bacterianas. O nimero de unidades formadoras de
colénias foi contado, calculado em UFC/mL e transformado em Logio. Os resultados de
CMI foram 8 pg/mL para S. pseudintermedius (ED99) e 32 ug/mL para as amostras de S.
schleiferi (SD42) e S. coagulans (SD84). S. pseudintermedius (ED99) obteve valor de
CMB de 32 pg/mL enquanto S. schleiferi (SD42) e a amostra SD84 (S. coagulans)
obtiveram como CMB o valor de 256 pg / mL. Atraves da analise do biofilme observou-
se a reducdo estatisticamente significativa (p <0,005) da formagdo do biofilme em
formacéo, do biofilme pré-formado jovem e pré-formado maduro das amostras ED99,
SD84 e SD42. H. brasiliense apresentou acgdo antimicrobiana e antibiofilme,
demonstrando boas perspectivas para terapia de infec¢des causadas por bactérias
formadoras de biofilme.

Palavras-chave: Staphylococcus pseudintermedius, Staphylococcus schleiferi,
Staphylococcus coagulans, Hypericum brasiliense, CMI, CMB, biofilme.
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ABSTRACT

Staphylococci are bacteria associated with a wide variety of skin and soft tissue infections
in different hosts. Staphylococcus pseudintermedius and Staphylococcus schleiferi are the
main causes of pyoderma and otitis in dogs. Biofilm formation is considered an important
virulence factor presented by these species. The biofilm promotes protection against the
host immune system and treatment with antimicrobials, generating infectious conditions
that are difficult to eradicate. The plant genus Hypericum has several species with proven
antimicrobial activity, such as Hypericum brasiliense, which has already shown
promising results in previous studies. In the present study, we evaluated the antimicrobial
and antibiofilm activity of H. brasiliense extract in isolates of S. pseudintermedius S.
coagulans and S. schleiferi. One samples of S. pseudintermedius, of S. coagulans and one
of S. schleiferi were used. The minimum inhibitory concentration (MIC) and bactericide
(MBC) determinations were performed by microdilution in broth with concentrations of
512 to 4ug/ml. The in vitro evaluation of antibiofilm activity was performed in 96-well
plates at three different times (in formation, young pre-formed and mature pre-formed).
The analysis of the proliferation of biofilm in formation was performed in a 24-well plate
containing H. brasiliense extract in the CMI of each of the bacterial samples. The number
of colonies forming units was counted, calculated in UFC/mL and transformed into Logzo.
CMI results range from 8 pg / mL for S. pseudintermedius (ED99) while for S. schleiferi
(SD42) and S. coagulans (SD84) CMI of 32ug / mL. S. pseudintermedius (ED99)
obtained a CMB value of 32ug/mL while the S. schleiferi (SD42) and SD84 sample (S.
coagulans) obtained a CMB value of 256 ug/mL. The analysis of biofilm proliferation
showed a statistically significant reduction in biofilm proliferation (p <0,005) at the time
of formation, young preformed and mature preformed for isolates ED99, SD84 and SD42.
H. brasiliense showed antimicrobial and antibiofilm activity presenting promissing
perspectives for the therapy of infections caused by biofilm-forming bacteria.

Keywords: Staphylococcus  pseudintermedius,  Staphylococcus  schleiferi,
Staphylococcus coagulans, Hypericum brasiliense, MIC, MBC, biofilm
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1. INTRODUCAO

O género Staphylococcus possui espécies que fazem parte da microbiota da pele
e mucosa do trato respiratorio superior de mamiferos e aves de forma ndo patogénica
(DEVRIESE et al, 2005; VAN DUIJKEREN et al., 2011). Bactérias deste género, de
maneira oportunista, podem causar uma série de infec¢bes em seus hospedeiros como:
piodermites, otites, infeccbes de sitios cirurgicos, infecgdes urinérias, dentre outras
(HANSELMAN et al., 2009; PERRETEN et al., 2010; PENNA et al.,2013).

Staphylococcus pseudintermedius € normalmente encontrado como parte da
microbiota de animais como cdes e gatos (GHARSA et al., 2013; KIZERWETTER-
SWIDA et al., 2017). Apesar de ser um comensal natural desses animais, S.
pseudintermedius € caracterizado como principal agente causador de piodermite em cées
(BANNOEHR & GUARDABASSI, 2012). Essa espécie também possui relevancia por
seu potencial zoonotico, pois, apesar da constante associacdo desses patdgenos com
infecgBes em animais, S. pseudintermedius ja foi isolado de endocardite, rinossinusite e
bacteremias associadas a utilizagdo de cateteres em humanos, representando uma grande
preocupacdo em termos de salde publica (CHUANG et al., 2010; STEGMANN et al.,
2010).

Staphylococcus schleiferi e Staphylococcus coagulans (originalmente conhecidos
como S. schleiferi subsp coagulans e S. schleiferi subsp. schleiferi) também séo
importantes patégenos na medicina veterinaria, frequentemente associados a infec¢des de
pele e otites em cdes (MAY et al., 2012; DAVIS et al., 2013). Recentemente um estudo
realizado por Madhaiyan e colaboradores em 2020 observou diferengas genotipicas e
fenotipicas as quais em conjunto apoiaram a reatribuicéo de S. schleiferi subsp coagulans
para a nova espécie Staphylococcus coagulans (MADHAIY AN et al., 2020). Além disso,
essas espécies bacterianas também possuem importancia para a medicina humana, uma
vez que esses patdgenos ja foram isolados causando infecgBes de sitios cirtrgicos e de
material protético implantado em humanos, demonstrando se tratar de duas espécies com
significativo potencial zoonotico (CELARD et al., 1997; LEE et al, 2019).

Outro fator de grande preocupacdo frente as espécies de Staphylococcus tem sido
a emergéncia de cepas veterinarias resistentes a diversos antimicrobianos. Em
decorréncia do uso indiscriminado dos antimicrobianos, foram surgindo patogenos

resistentes e multirresistentes, tais como as cepas resistentes a meticilina (MRS)
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(PERRETEN et al.,, 2010; WALTHER et al., 2016) o que dificulta ainda mais o
tratamento dessas comorbidades.

O surgimento de cepas de estafilococos resistentes a meticilina (MRS, do inglés —
Methicilin Resistant Staphylococcus) em especial S. pseudintermedius, S. coagulans e S.
schleiferi tem gerado grande preocupacdo para a medicina humana e veterinaria uma vez
que a estreita interacdo social entre animais de companhia e humanos pode favorecer a
troca dessas cepas resistentes entre si. Do mesmo modo, a formacéo de biofilme por essas
espécies contribui ainda mais para que esses patdgenos resistentes persistam no
hospedeiro, mesmo sob tratamento com antimicrobianos. A formacdo de biofilme
bacteriano pode ser considerada como um importante fator de viruléncia das espécies do
género Staphylococcus (STEPANOVIC et al., 2007).

O biofilme é definido como um agregado de células bacterianas que estdo
envolvidas numa matriz extracelular, formada por polissacarideos, proteinas e outros
componentes organicos, que permitem a sua aderéncia em superficies bidticas ou
abidticas (FREITAS etal., 2010; DIAZ et al., 2010). A formacéao desse complexo sistema
torna as bactérias protegidas contra o sistema inume do hospedeiro e ao tratamento com
antimicrobianos, gerando quadros infecciosos de dificil tratamento (TRENTIN et al.,
2011). Apesar da sua importancia na clinica humana e veterinaria, para algumas espécies
do género em especial as relacionadas a animais, ainda sdo poucos o0s estudos que se
dedicam ao entendimento da formacao de biofilmes.

Devido a emergéncia da resisténcia antimicrobiana, é cada vez mais crescente a
busca por novas alternativas terapéuticas, seja por moléculas de origem animal, vegetal
ou até mesmo sintéticas. Novas drogas podem permitir a melhora no tratamento de
infeccBes causadas por microrganismos patogénicos, e ajudar a superar a questdo da
resisténcia na pratica clinica. Nesse sentido, os estudos de plantas superiores como fonte
de novas drogas terapéuticas para responder ao aumento da resisténcia aos
antimicrobianos utilizadas na clinica vém crescendo a cada dia (COWAN, 1999; SHARIF
etal, 2017; AYGU & SERBETCI, 2020).

O género Hypericum tem obtido destaque neste sentido, uma vez que extratos e
substancias isoladas de diferentes espécies desse género apresentam atividade
antidepressiva, anti-inflamatoria, antiviral e antibacteriana (GIBBONS et al., 2002;
RABANAL et al., 2002, SADDIQE, 2010; VINCENT, 2021).

Dentre as espécies desse género, Hypericum brasiliense vem sendo analisada por

grupos de pesquisas apresentando resultados promissores no combate ao biofilme tanto
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de bactérias Gram positivas (S. aureus), como Gram negativas (Bordetella
bronchiseptica) (GIBBONS et al., 2002; RABANAL et al., 2002; ROCHA et al,. 1995,
1996, 2008; MITTAL et al., 2019). Trata-se de uma espécie que possui em sua
composicao, moléculas com atividade antibacterianas ja descritas (ROCHA et al., 1995).
Apesar de seu potencial, a atividade do H. brasiliense sobre a formacéo de biofilme ainda
ndo foi avaliada em espécies de interesse para a medicina veterinéria.

Dessa forma, estudos in vivo e in vitro que se propdem a avaliar potenciais novos
farmacos e produtos naturais com atividades antimicrobianas que possam ser utilizados
como futuras alternativas terapéuticas para o tratamento dessas espécies patogénicas, sdo

de grande relevancia e devem ser realizados.
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2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1. GENERO Staphylococcus

Staphylococcus séo cocos Gram-positivos, descritos pela primeira vez por
Alexandre Ogston em 1880, em pus de abscessos cirdrgicos (SANTOS et al., 2007,
CORREAL et al., 2013). Medem aproximadamente 0,5 a 1,5 um de diametro, sédo
imoveis, incapazes de formar esporos e, em sua maioria, anaerobios facultativos, além de
produtores da enzima catalase (MALIK et al., 2005; MURRAY et al., 2007). Suas
colbnias sdo grandes, opacas, cremosas, variando na coloracdo de branco a amarelo-
dourado quando cultivadas em meio de cultura sélido (KONEMAN et al., 2001). Quanto
ao aspecto morfoldgico, podem apresentar-se isoladamente, em duplas, em cadeia ou,
mais comumente, agrupados desordenadamente lembrando o formato de cacho de uva
(MURRAY et al., 2007).

Dados mais recentes apontam a presenca de 57 espécies e 28 subespécies incluidas
no género (http://www.bacterio.net/staphylococcus.html - data de acesso: 26/07/2021).
Outra questdo importante em relacdo aos integrantes do género Staphylococcus é que
estes podem ser divididos em dois grandes grupos denominados: estafilococos coagulase
positivo (ECP) e estafilococos coagulase negativo (ECN), de acordo com a capacidade
de sintetizar a enzima coagulase.

Os estafilococos podem ser encontrados habitando a microbiota normal da pele e
amucosa do trato respiratdrio superior de humanos e de animais de forma néo patogénica.
Mas, de maneira oportunista, podem causar uma série de infeccdes em seus hospedeiros
(HANSELMAN et al., 2009; PENNA et al., 2013; PERRETEN et al., 2010; VAN
DUIJKEREN et al., 2011). As infec¢bes oportunistas causadas por patdgenos desse
género estdo intimamente relacionadas aos mecanismos de agressdo e aos Seus
respectivos efeitos no hospedeiro (COX, 2006; HILL & IMAI, 2016). A producdo de
enzimas extracelulares (coagulase, estafiloquinase, hialuronidase, lipases, proteases), de
toxinas (enterotoxinas e toxinas esfoliativas), producéo de capsula e formacao de biofilme
sdo 0s principais mecanismos de agressao que podem salientar os integrantes do grupo

dos estafilococos como organismos com potencial patogénico (HILL & IMAI, 2016).
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Outro fator importante tem sido a emergéncia de amostras de estafilococos
resistentes a meticilina (Methicilin Resistant Staphylococcus-MRS) representado um
problema de saude publica, principalmente devido as opgBes de tratamento limitadas
(PERRETEN et al., 2010; WALTHER et al., 2016). A resisténcia a meticilina é um dos
tipos de resisténcia mais importantes em estafilococos e ocorre pela presenca do gene
mecA, responsavel por codificar uma Proteina Ligadora da Penicilina (Penicilin Binding
Protein - PBP) de forma alterada (BREVES et al., 2015), que reduz assim a afinidade por
antimicrobianos da classe dos p-lactamicos (PERRETEN et al., 2010). O gene mecA é
altamente conservado entre algumas espécies do género Staphylococcus (MATSUHASHI
et al., 1986), e estd contido em um elemento genético mdvel conhecido como
Staphylococcal Chromosome Cassette mec — SCCmec. A presenga do gene confere
resisténcia a toda a classe dos B-lactamicos, que sdo geralmente as mais utilizadas no
tratamento de infecgdes estafilococicas (JEVONS, 1961).

Além da resisténcia aos B-lactdmicos, os MRS geralmente também apresentam
resisténcia a outros antibidticos, dificultando ainda mais o tratamento de infec¢des

causadas por esses patogenos (LEHNER et al., 2014).

2.1.2 Staphylococcus pseudintermedius

Staphylococcus pseudintermedius é uma espécie bacteriana que faz parte de um
grupo conhecido como Staphylococcus Intermedius Group (SIG) que é composto por trés
espécies:  Staphylococcus intermedius,  Staphylococcus  pseudintermedius e
Staphylococcus delphini (WEESE et al., 2012). S. intermedius, primeiramente descrito
em 1976 por Hajek foi, por muito tempo, considerado a principal causa de infec¢cdes de
pele em cées. Porém, através do aprimoramento de técnicas moleculares ao longo dos
anos, observou-se que na verdade, S. pseudintermedius era a espécie bacteriana mais
isolada, e ndo S. intermedius, como se acreditava (DEVRIESE et al., 2009; GHARSA et
al., 2013). A identificacdo errénea se justifica pela grande semelhanca fenotipica entre as
espécies desse grupo. Somente com o advento da biologia molecular foi possivel a
identificacéo e diferenciacdo correta entre as espécies (SASAKI et al., 2010).

Descrito no ano de 2005 por Devriese e colaboradores, S. pseudintermedius é
normalmente encontrado como parte da microbiota de animais como cdes e gatos
(GHARSA et al., 2013; KIZERWETTER-SWIDA et al., 2017). Em cées, essa espécie

coagulase positiva é comensal natural da pele e das membranas mucosas, e constituem
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cerca de 90% dos estafilococos isolados desses animais (BANNOEHR &
GUARDABASSI, 2012). Apesar de fazer parte da microbiota normal, pode de maneira
oportunista, causar uma série de infecgdes (OTTO, 2018; PENNA et al., 2013; RAVENS
etal., 2014).

Apenas um ano apos a sua descricao, esse microrganismo foi isolado pela primeira
vez causando infecgdo em humanos (VAN HOOVELS et al., 2006). S pseudintermedius
ja foi isolado desde entdo de: sitio cirargico (STEGMANN et al., 2010; LOZANO et al.,
2017), bacteremia associada ao uso de cateter (CHUANG et al., 2010), endocardite
associada a dispositivo cardiaco (RIEGEL et al., 2011), feridas por mordidas de cées
infectados (BORJESSON et al., 2015) e casos de celulite e Glcera (LOZANO et al., 2017).

Em 2001, Hillier e Griffin evidenciaram que a piodermite canina era a
consequéncia clinica mais preocupante causada por esse patdgeno, com
aproximadamente 10% dos cdes afetados em todo o mundo (HILLIER & GRIFFIN,
2001). Embora seja importante ressaltar que esta espécie bacteriana é muitas vezes
diagnosticada incorretamente como Staphylococcus aureus ou S. intermedius, e, portanto,
casos de S. pseudintermedius podem ser subnotificados (BORJESSON et al., 2015).

Dessa forma, apesar do uso de metodologias de genotipagem para a correta
identificacdo de S. pseudintermedius, a incidéncia de casos de infecgdes em humanos por
essa espécie ainda é pouco estudada, conhecida e muitas vezes subnotificada,
comprometendo estudos de vigilancia epidemiolégica (WEESE, VAN DUIJKEREN,
2010; WANG et al., 2013).

Geralmente o tratamento para piodermite canina é feito com o uso de antibidticos,
cremes e shampoos contendo algum agente antimicrobiano. O uso repetido desses agentes
no combate as infeccdes recorrentes de piodermite esta intimamente relacionado ao
desenvolvimento de resisténcia a antibidticos e a rapida disseminacdo global de S.
pseudintermedius resistente a meticilina (Methicillin Resistant Staphylococcus
pseudintermedius — MRSP) (ONUMA et al., 2011).

S. pseudintermedius possui diversos fatores de viruléncia que podem estar
associados ao carater oportunista que esse patdgeno apresenta. Dentre eles se destacam a
proteina A, citotoxinas, enterotoxinas, toxinas esfoliativas e proteinas de superficie
(BANNOEHR; GUARDABASSI, 2012). Este patogeno apresenta 18 proteinas de
superficie (SpS), que estdo envolvidas no processo de adesdo bacteriana as células do

hospedeiro, contribuindo diretamente com o processo de formacéo de biofilme, um dos
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principais e mais importantes fatores de viruléncia apresentado por este patdgeno
(BANNOEHR; GUARDABASSI, 2012).

Nos ultimos anos, o interesse por esse microrganismo aumentou devido ao seu
potencial zoondtico embora casos clinicos humanos ainda sejam raros e, principalmente
devido ao surgimento de cepas MRSP (SOMAYAIJI et al., 2016; WALTHER et al.,
2017). A incidéncia de cepas de MRSP causando infeccbes em animais ao redor do
mundo é bastante variavel. H4 estudos na Espanha que apontam para niveis baixos (1%
de MRSP) (GOMEZ-SANZ et al., 2011), enquanto outros identificam indices altos (em
torno de 76%) no Japdo (ONUMA et al., 2011). Com relacdo ao Brasil, um estudo
realizado no Rio de Janeiro, também identificou uma alta incidéncia de cepas de S.
pseudintermedius, sendo a espécie mais isolada (47,4%) em cdes acometidos por
piodermite, apresentando resisténcia e multirresisténcia aos antimicrobianos incluidos no
estudo (PENNA et al., 2009).

O risco de infecgdo humana por MRSP ainda ndo foi totalmente elucidado, apesar
disso, estudos relatam a presenca de MRSP em fossas nasais de médicos veterinarios,
proprietarios de animais e em individuos que frequentemente possuem contato intimo
com animais (MORRIS et al., 2010). Dessa forma, considerando que MRSP ndo é um
membro da microbiota normal de seres humanos, é possivel inferir que ha uma
transferéncia importante e o risco de transmissdo zoondtica ndo deve ser ignorado
(MORRIS et al., 2010; PAUL et al., 2011).

Algumas dessas cepas apresentam ainda resisténcia a todos os antimicrobianos
comumente usados na clinica, além de serem capazes de transferir essa resisténcia entre
outras espécies de estafilococos, 0 que representa uma grande preocupacao em termos de
salde publica uma vez que o tratamento de MRSP pode ser desafiador por conta de sua
multirresisténcia, bem como sua capacidade de formacéo de biofilme (SOMAYAJl et al.,
2016; WALTHER et al., 2017).

2.1.1 Staphylococcus schleiferi e Staphylococcus coagulans

A espécie Staphylococcus schleiferi, foi considerada durante muitos anos,
coagulase variavel, por apresentar duas subespécies divergentes nesse teste: S. schleiferi
subsp coagulans, coagulase positiva e S. schleiferi subsp schleiferi, coagulase negativa
(CAIN et al., 2011). Entretanto, recentemente um estudo realizado por Madhaiyan e

colaboradores em 2020 observou diferencas genotipicas e fenotipicas as quais em
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conjunto apoiaram a reatribuicdo de S. schleiferi subsp coagulans para a nova espécie
Staphylococcus coagulans (MADHAIYAN et al., 2020)

O primeiro relato da espécie S. schleiferi subsp schleiferi foi realizado por Freney
e colaboradores em 1988, isolado de espécimes clinicos humanos (FRENEY et al, 1988).
Dois anos depois, um caso de otite canina, observado no Japdo no ano de 1990 foi
classificado como o primeiro relato de isolamento da espécie S. schleiferi subsp
coagulans (IGIMI et al., 1990). A partir de entdo ha registros dessa espécie em casos de
piodermite, otite externa, infec¢bes urinarias, infeccdes do trato respiratorio e fluido
cerebrospinal em cdes (BES et al., 2002; CAIN et al., 2011; PENNA et al., 2013). Além
disso, os antigos integrantes dessa espécie possuem diversos fatores de viruléncia
associados as infeccdes de pele e tecidos moles, como a capacidade de formar biofilme,
produzir lipase e esterases (CAIN et al., 2011).

Na medicina humana, ambos patdégenos também tém seu valor, uma vez que ja
foram recuperados de infeccBes de sitios cirdrgicos, infeccdes de material protético
implantado, incluindo marca passo (CELARD et al., 1997). Um estudo retrospectivo
entre 2000 e 2020, identificou quatro registros na literatura de casos de S. schleiferi
causando meningite em seres humanos (AZIMI et al., 2020).

S. schleiferi sempre foi considerado um patégeno bastante susceptivel aos
tratamentos com antimicrobianos. Porém, estudos recentes tém mostrado a sua
emergéncia como uma espécie resistente a diversas drogas, sendo de maior preocupacao,
S. schleiferi resistente a meticilina (MRSS). Um estudo realizado por Vanni e
colaboradores (2009) na Italia, encontrou 4,1% de amostras de S. schleiferi resistente a
meticilina isolados de cdes entre as analisadas (VANNI et al., 2009). Outro estudo
realizado nos Estados Unidos identificou altos niveis de resisténcia para esta espécie,
onde 57,3% das amostras analisadas, foram identificadas como S. schleiferi resistentes a
meticilina. Embora seja um numero alto de amostras resistentes, os pesquisadores
verificaram que, pelo menos 50% dessas amostras, eram susceptiveis aos antibioticos ndo
B-lactdmicos (CAIN et al., 2011).

No Brasil, um estudo realizado por Penna e colaboradores (2013) observou a
presenca de isolados de S. schleiferi em amostras coletadas de cdes aparentemente
saudaveis ou acometidos por piodermite e otite, dentre as quais, 10% foram identificadas
como MRSS. Outro estudo realizado no Brasil, por Teixeira e colaboradores (2019),
obteve 42% de seus isolados de cdes aparentemente saudaveis ou acometidos por

piodermite e otite identificados como S. schleiferi representando a espécie mais isolada
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nesse estudo. Além disso, foi observada uma taxa de 10,2% de amostras resistentes a
meticilina das quais 52,9% eram MRSS (TEIXEIRA et al., 2019).

Recentemente, um estudo realizado na Coreia por Lee e colaboradores (2019)
avaliou cepas de S. schleiferi quanto ao perfil de resisténcia aos antimicrobianos
observando a presenca de cepas resistentes a meticilina. Do total de amostras analisadas
nesse estudo 23,8% foram identificadas como MRSS. Além disso, ao avaliarem fatores
de viruléncia dos estafilococos frequentemente associados a infec¢des de pele e tecidos
moles, como a formacéo de biofilme por exemplo, observaram que os isolados de MRSS
foram mais capazes de formar biofilme quando comparadas com cepas de S. schleiferi
sensiveis a meticilina (MSSS) isoladas de cdes saudaveis ou com otite externa (LEE et
al., 2019).

Além da resisténcia a beta-lactamicos, a resisténcia a outras classes de
antimicrobianos também ja foi reportada em amostras de S. schleiferi. Por exemplo, um
estudo realizado por Intorre e colaboradores em 2007 verificou que quatro das 10
amostras de S. schleiferi se mostraram susceptiveis a todas as fluoroquinolonas. Esse fator
representa um grande desafio no tratamento de infec¢bes bacterianas, uma vez que as
opcdes de antimicrobianos tornam-se restritas além da possibilidade dessas cepas
resistentes propiciarem infec¢des permanentes (INTORRE et al., 2007).

Amostras de S. schleiferi resistentes a meticilina também ja foram encontradas
causando infeccbes em seres humanos. No ano de 2016, Swe e colaboradores
descreveram em seus estudos de forma detalhada e pioneira, infeccdo causada por S.
coagulans resistente a meticilina em um homem diagnosticado com carcinoma hepatico
(SWE et al., 2016). Embora infecgdes por S. schleiferi em humanos ainda sejam eventos
raros, estudos anteriores revelaram serem mais comuns em individuos do sexo masculino
e em imunossuprimidos (HERNANDEZ et al., 2001).

2.2. BIOFILME EM Staphylococcus sp

O biofilme pode ser caracterizado como uma comunidade de células envolvidas
por uma matriz exopolimerica autoproduzida, fixada em uma superficie, podendo
apresentar diversas substancias tais como polissacarideos, proteinas e DNA
(KIEDROWSKI & HORSWILL, 2011).

Além de dificultarem o acesso da terapia antimicrobiana e das defesas do
hospedeiro as bactérias, os biofilmes conferem protecdo contra a falta de nutrientes e

demais estresses do meio externo, sao facilitadores da comunicacgéo célula-célula atraves



21

do mecanismo de Quorum sensing e dos processos de transferéncia de material genético
dentro dessa populagdo bacteriana (WOLSKA et al., 2016). O biofilme pode ainda ser
um importante fator de disseminacdo, uma vez que as células podem se desprender, voltar
ao estado planctonico e se dispersar pelo meio, chegando a novos ambientes passiveis de
colonizacdo (PAHARIK; HORSWILL, 2016).

Dentro do género Staphylococcus, S. aureus e S. epidermidis s&o as espécies mais
estudadas quanto ao processo de formacdo de biofilme (PAHARIK & HORSWILL,
2016). S. aureus produz biofilme de aspecto liso com uma matriz extracelular composta
por células mortas e DNA extracelular (eDNA) liberado ap6s a morte das bactérias que
compdem o biofilme. Além disso, ja foi evidenciada a presenca de substancias produzidas
e secretadas pelas células bacterianas tais como acidos teicdicos, proteinas estafilocdcicas
e do hospedeiro (WOLSKA et al., 2016).

Embora os constituintes moleculares envolvidos no desenvolvimento do biofilme
bacteriano variem entre as espécies, o processo de formacdo do biofilme é comumente
descrito possuindo trés estagios sequenciais basicos: adesdo, proliferagdo/maturacéo e
disperséo (O’TOOLE et al.,2000; HALL-STOODLEY et al., 2004; KOSTAKIOTI et al.,
2013).

Em S. aureus, ja foram relatados estagios semelhantes de desenvolvimento desse
complexo processo (LE et al., 2014) contudo, mais recentemente, novos ensaios
elaborados revelaram uma visdo detalhada do desenvolvimento do biofilme dessa
espécie, onde foi possivel observar cinco estagios que constituem o processo de formacéo
de biofilme em S. aureus incluindo: adesdo, multiplicagcdo, éxodo, maturacao e dispersédo
(Fig. 1) (MOORMEIER et al., 2014; MOORMEIER et al., 2017).

A adesdo, caracterizada como o primeiro estagio da formacdo do biofilme
corresponde a fixacdo das células planctdnicas a uma superficie. Para que ocorra essa
adesdo, S. aureus por exemplo, utiliza-se de diversas proteinas de superficie
coletivamente denominadas MSCRAMMs (do inglés Microbial surface components
recognising adhesive matrix molecules). Estas moléculas promovem a ligacdo com
componentes da superficie do hospedeiro como fibronectina, colageno e fibrinogénio
(MARRAFFINI et al., 2006; SPEZIALE et al., 2010; MOORMEIER et al., 2017).

O segundo estagio corresponde a multiplicacdo bacteriana. Durante esse processo
ocorre a formagao de uma espécie de “tapete” de células, bem como a produgdo da matriz
extracelular e DNA extracelular (eDNA) na qual as bactérias ficam envoltas (MIZDAL,
2014; MOORMEIER et al., 2017). O terceiro estagio, denominado de éxodo foi
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recentemente caracterizado como uma fase do desenvolvimento do biofilme em S. aureus
e consiste na liberagdo coordenada de células apds aproximadamente 6 horas do inicio do
estagio de multiplicacdo do biofilme (MOORMEIER et al., 2017). Logo em seguida,
ocorre a etapa de maturacdo final da arquitetura do biofilme com a formacdo de
microcol6nias e intensa multiplicacdo celular e producéo de matiz extracelular (HALL-
STOODLEY et al., 2004; STEWART & FRANKLIN, 2008). E por fim, a liberacéo das
bactérias envoltas na matriz ocorre na fase de dispersdo mediada pelo mecanismo de
Quorum sensing (YARWOOD et al., 2004; PERIASAMY et al., 2012). Essas bactérias
retornam entdo a forma de vida planctonica e passam a formar biofilme em outras
superficies (MIZDAL, 2014).
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Figural. Etapas do desenvolvimento do biofilme bacteriano. A. Adesdo das células
planctdnicas a uma superficie; B. Multiplicacdo bacteriana, formacéo de microcolénias e
producdo da matriz extracelular; C. Exodo - liberagio coordenada de células apos
aproximadamente 6 horas do inicio do estagio de multiplicacdo do biofilme; D.
Maturacdo do biofilme com a formacgédo de microcolénias; E. Dispersdo das células que
irdo dar inicio a novos biofilmes mediada pelo mecanismo de Quorum sensing. Adaptado
de (MOORMEIER et al., 2017).

A formacéo do biofilme depende diretamente da combinacéo de fatores genéticos
e ambientais (WOLSKA et al., 2016). Dentre os fatores ambientais, destacam-se: fontes
de nutrientes disponiveis, fatores estressantes a celula bacteriana, presenca de
antimicrobianos (HALL-STOODLEY et al., 2004), presenca de glicose, etanol, além da

ocorréncia de altas temperaturas e osmolaridade (LIM et al., 2004). Por outro lado, é
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necessario a presenca de informacdes genéticas e a expressao de um conjunto de genes
especificos relacionados a regulagdo do desenvolvimento dos biofilmes para que a célula
bacteriana produza esse complexo sistema (WOLSKA et al., 2016).

Com relagéo ao tipo de biofilme existem dois grupos principais dentro do género
Staphylococcus: aqueles classificados como “ica-dependentes” e 0s “ica-independentes”.
Os biofilmes ica-dependentes, como o nome sugere, sdo biofilmes produzidos por
bactérias que expressam um conjunto de genes que fazem parte do operon ica,
responsaveis pela codificacdo do Polissacarideo de Adesdo Intracelular (PIA-
Polysaccharide Intercellular Adhesin), molécula que geralmente esta relacionada a
formacdo de biofilme em espécies do género Staphylococcus. em especial S. aureus
(WOLSKA et al., 2016). O operon ica apresenta genes (icaA, icaD, icaB e icaC) que vao
ser responsaveis pela formacéo do PIA (O’GARA, 2007).

O gene icaA codifica a enzima N-acetilglicosamina transferase, responsavel por
sintetizar moléculas de N-acetilglicosamina, constituinte do PIA. O gene icaD atua
ativando a enzima codificada pelo icaA, contribuindo com a producdo de N-
acetilglicosamina. Ja a expressdo do gene icaC juntamente com 0s genes icaA e icaD
permitem a formacéo de polimeros de N-acetilglicosamina mais longos. O gene icaB é o
menos conhecido, mas acredita-se que ele codifiqgue uma desacetilase que remove
grupamentos de acetila, fazendo com que as longas cadeias de N-acetilglicosamina
fiquem carregadas positivamente (ARCIOLA et al., 2005).

Ja os biofilmes ica-independentes ocorrem sem a presenca desse polissacarideo
de adesé&o intracelular. Nesses casos, outros componentes atuam na formagéo do biofilme,
tais como a Proteina Associada ao Biofilme (Biofilm Associated Protein — bap) cuja
funcdo é promover a adesdo célula a célula, assim como o eDNA liberado no inicio da
formacédo desse processo (MANN et al., 2009). Proteinas homologas também podem estar
associadas a formacdo de biofilmes, como é o caso da Bhp produzida por estafilococos
coagulase negativos (O’GARA, 2007). A Proteina associada a acumulacdo (Aap)
produzida por S. aureus e sua homdloga SasG produzida por S. epidermidis também ja
foram associadas a formacé&o de biofilmes nessas espécies (CHRISTNER et al., 2010).

Apesar do mecanismo pelo qual ocorre a formagéo de biofilme, assim como as
principais moléculas e vias de sinalizacdo envolvidas nesse processo ja terem sido
descritas e elucidadas para espécies como S. aureus e S. epidermidis, pouco estudos séo

encontrados na literatura a respeito de bactérias de interesse clinico veterinario, como S.
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pseudintermedius (SINGH et al., 2013; PAHARIK; HORSWILL, 2016) e S. schleiferi,
por exemplo.

Algumas pesquisas ndo encontraram uma relacdo significativa entre a presenca
dos genes ica e a formacao de biofilme em S. pseudintermedius (SINGH et al., 2013;
HAN et al., 2015). Esses achados indicam que a relacéo entre os genes do operon ica e a
formacéo de biofilme em S. pseudintermedius ndo esta clara até o presente momento, e
que mais estudos sdo necessarios.

Do mesmo modo, apesar de existirem relatos na literatura da capacidade de
formacéo de biofilme em S. schleiferi e S. coagulans, pouco se sabe sobre 0s mecanismos
pelos quais ocorre a formacéo de biofilme nessas espécies. Um estudo, realizado no Egito,
para avaliacdo da formacéo de biofilme em estafilococos provenientes de carne bovina
encontrou quatro amostras de S. coagulans, das quais duas foram consideradas
formadoras de biofilme (OSMAN et al., 2016).

Com relacéo a S. schleiferi ja foi relatado a formacéo de biofilme nessa espécie,
inclusive em amostras MRSS que exibiram capacidade elevada de formacédo biofilme
guando comparado a amostras MSSS. Essa formacéo de biofilme durante a infec¢édo do
hospedeiro pode restringir o acesso de importantes antimicrobianos utilizados no
tratamento, especialmente B-lactamicos, propiciando a sobrevivéncia desses isolados
MRSS por mais tempo levando a infeccOes persistentes (LEE et al., 2019). Porém, nada
se sabe sobre 0s mecanismos por tras da formacao do biofilme nesta espécie e se o operon

ica possui papel crucial nesta formacao, sendo mais estudos necessarios.

2.3 ALTERNATIVAS TERAPEUTICAS AOS ANTIMICROBIANOS

O primeiro grande marco global referente ao tratamento das infec¢des bacterianas
ocorreu com a descoberta da penicilina por Alexander Fleming, em 1928 (apud
NICOLAOU et al., 2008). Porém, desde que a penicilina foi introduzida para a utilizagado
na medicina em 1940, as espécies do género Staphylococcus dentre outras espécies
bacterianas foram selecionadas em resposta a essa pressao (MORRIS, 2006). Nos anos
seguintes a implementagdo da penicilina, diversas classes de antibioticos foram
descobertas, muitas delas apresentando eficacia no tratamento de infec¢fes causadas por
bactérias Gram positivas tais como outros beta-lactdmicos, aminoglicosideos,
tetraciclinas, macrolideos, dentre outros (FERNANDES, 2006).
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De 1960 a 1980, antibidticos semissintéticos, analogos aos antibidticos naturais ja
existentes foram aos poucos sendo introduzidos como as penicilinas semissintéticas (por
exemplo, a meticilina e a oxacilina), que permitiram o tratamento de infeccOes
estafilococicas. Apesar disso, pouco tempo depois, ja foram relatadas amostras de
Staphyloccocus aureus resistentes a meticilina (methicillin resistant S. aureus — MRSA)
(MEHNDIRATA et al., 2009; FRENCH, 2010).

Com o passar dos anos as principais ferramentas utilizadas para a busca de novos
antibioticos foram a gendmica e as triagens de colecbes de compostos, em detrimento as
triagens de produtos naturais microbianos. Porém, houve uma reducdo dramatica na
identificacdo de novos prototipos antibioticos, ao mesmo tempo em que ocorreu um
aumento na incidéncia de resisténcia antimicrobiana (GUIMARAES et al, 2010).

Atualmente a resisténcia aos antimicrobianos é considerada pela Organizacao
Mundial da Saiude (OMS) um problema de satde publica (WHO, 2017). Essa questdo
vem sendo monitorada de perto pela OMS assim como pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e demais 0rgdos governamentais nacionais e
internacionais (OLIVEIRA & SILVA, 2008). Sé nos Estados Unidos, a cada ano mais de
2,8 milhdes de pessoas adquirem infec¢Bes por bactérias multirresistentes a antibidticos,
resultando em mais de 35.000 mortes (WHO, 2019). A resisténcia aos antimicrobianos é
um fenémeno natural que ocorre de forma espontanea (GUIMARAES et al., 2010). A
rapidez com que microrganismos resistentes surgem e se disseminam pode ser associada
ao uso incorreto dos antimicrobianos e a sele¢do promovida por esses farmacos (ARIAS
& CARRILHO, 2012).

Somado a esse fato, segundo a OMS, a queda do investimento privado e a falta de
inovacdo no desenvolvimento de novos antibidticos estdo minando os esforcos para
combater as infeccdes resistentes a medicamentos (WHO, 2019). Segundo o relatério de
desenvolvimento clinico antibacteriano de 2019, 60 produtos entre antibidticos e produtos
biologicos estdo em desenvolvimento atualmente e poucos trazem beneficios sobre os
tratamentos ja existentes e muito poucos tem como alvo bactérias resistentes mais criticas
(WHO, 2019). Diante desse cenario desanimador, estudos com plantas como fonte de
novas opgOes terapéuticas para responder ao problema da resisténcia aos antimicrobianos
utilizados na clinica vem se intensificando e ganhando espaco em muitas pesquisas
(ROZATTO, 2012).

Historicamente, diversas civilizagdes como 0s egipcios, assirios, mesopotamicos,

indianos e chineses sdo conhecidas pela utilizacdo de plantas objetivando a promocéo e
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manutencdo da saude. O uso dessas plantas medicinais é baseado no conhecimento
popular, sendo, muitas vezes transmitidos de geracdo em geragéo, como parte de cultura.
Esse conhecimento acumulado durante séculos continua sendo valioso para as geragdes
atuais (BALUNAS & KINGHORN, 2005; HALBERSTEIN, 2005; FERNANDES,
2014).

Aproximadamente 10% das plantas existentes no planeta s&o utilizadas para fins
medicinais e / ou manutencdo da satude (MIRANDA et al., 2015; WFO, 2019). O Brasil,
por ser um pais com um numero estimado acima de 20% do namero total de espécies do
planeta possui longa aceitacdo do uso de plantas medicinais e conhecimento tradicional
associado (CARVALHO et al., 2007).

As plantas medicinais possuem principios ativos, ou seja, compostos quimicos
produzidos durante o seu metabolismo , que lhe conferem acéo terapéutica (WAGNER,;
WISENAUER, 2006). Esses compostos, geralmente possuem boa atividade microbiana,
baixo peso molecular e baixa toxicidade celular, sendo fortes candidatos a novos
antimicrobianos (MIRANDA et al., 2015). Extratos brutos obtidos de plantas ja
demonstraram agdo anticancerigena, antifingica, antibacteriana e anti-inflamatéria em
modelos experimentais (OLIVEIRA, 2006). Essa atividade ¢ maior ou menor em funcao
da composicdo de cada extrato e da bactéria testada (LEAL, 2016). Contudo muitos
principios ativos permanecem desconhecidos, sendo necessarios mais estudos com
produtos de origem vegetal com o intuito de se avaliar o potencial farmacoldgico destas
plantas (CALIXTO, 2003; NAPOLITANO et al., 2005).

2.3.1 Hypericum brasiliense

O género Hypericum é composto por cerca de 450 espécies, dentre as quais 17
ocorrem no Brasil, com predominéncia nas Regides Sul e Sudeste (ROBSON, 1990;
CARVALHO et al., 2003). Esse género apresenta espécies cultivadas como ornamentais
(SOUZA & LORENZI, 2005) e outras mais conhecidas por serem utilizadas em
fitoterapia e na medicina popular, com propriedades adstringentes, analgésicas, diuréticas
e antidepressivas (GALEOTTI, 2017). Uma das espécies mais conhecidas e importantes
desse género é H. perforatum, popularmente conhecida como erva de Séo Jodo. Além do
H. perforatum outras espécies possuem destaque por possuirem atividade antimicrobiana
comprovada em testes in vitro como € o caso de H. canariense, H. glandulosum, H.

grandifolium (RABANAL et al., 2002) e H. brasiliense que vem sendo bastante estudada
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por sua composicdo fitoquimica e por suas atividades bioldgicas conhecidas até o
momento (ROCHA et al.,1995; LIALYZ, 2017).

Conhecida popularmente como orelha de gato, alecrim bravo, mil facadas e mil
furadas, Hypericum brasiliense (Figura 2) é uma espécie nativa, hdo endémica do Brasil,
predominante nas regides Sul e Sudeste do pais (ROBSON, 1990). No estado do Rio de
Janeiro, j& foi encontrada na regido serrana, no municipio de Nova Friburgo (ROCHA et
al., 1991).

Ja foram isolados dessa planta, diversas classes de substancias quimicas que
acredita-se serem as responsaveis pelas propriedades analgésica, antidepressiva,
antifungica e antibacteriana demonstradas por essa espécie (CARVALHO et al., 2003;
ROCHA et al., 1994). Além disso, H. brasiliense € utilizada popularmente como uma
planta medicinal conhecida por suas propriedades adstringente, aromaticas, excitante,
antiespasmadica, antiofidica e no combate de aftas e estomatite (JIMENEZ, 1980;
ROCHA, 1994; LORENZI & ABREU MATOS, 2002).

Figura2. Fotografia da planta inteira de Hypericum brasiliense. Fonte: flora digital da
Universidade Federal De Santa Catarina.

Dentre as substancias isoladas de H. brasiliense, os flavondides, as xantonas e 0s
floroglucindis sdo os que possuem maior destaque e importancia (ROCHA et al., 1995,
1996; PERAZZO et al., 2008). As xantonas encontradas nessa espécie apresentam
propriedade de inibigdo sobre a enzima monoamina oxidase (MAO), além de atividade
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antifingica e antibacteriana em modelo in vitro (PERAZZO et al., 2008). Os flavondides
glicosidicos quercitrina, isoquercitrina, guaijaverina e hiperos’ideo; e as agliconas
luteolina, canferol e quercetina também ja foram isolados (ROCHA et al., 1995).

Com relacdo aos floroglucindis, a partir da fragdo hexanica do extrato de H
brasiliense, ja foram isolados hiperbrasilol-A, hiperbrasilol-B, isohiperbrasilol-B,
hiperbrasilol C, isouliginosina B, japonicina e uliginosina A, os quais, com significativos
efeitos farmacologicos, acredita-se serem o0s responsaveis pela atividade antibacteriana
apresentada por essa espécie (ROCHA et al., 1995).

Estudos anteriores evidenciaram, a atividade bactericida e bacteriostatica do
extrato de Hypericum brasiliense contra um isolado clinico de Staphylococcus aureus
multirresistente e forte formador de biofilme (PEREIRA et al., 2021). Outro estudo
elaborado por Caldas em 2018 observou a acdo da nano emulsdo do extrato de H.
brasiliense no combate a biofilme maduro de S. aureus e S. epidermidis. Esses achados
apontam o potencial uso terapéutico dessa espécie de planta para o tratamento de
infecgBes estafilococicas. Entretanto, ndo se observa na literatura relatos de estudos com
espécies de estafilococos encontrados em pacientes veterindrios potencialmente
zoonoticas como S. pseudintermedius S. coagulans e S. schleiferi.

A resisténcia € um problema global de satde publica, juntamente com a auséncia
de novos antimicrobianos no mercado. Somado a esses dois fatores, os biofilmes
bacterianos contribuem ainda mais ao permitir que bactérias patogénicas resistentes
persistam no hospedeiro, mesmo na presenca de antimicrobianos. Desse modo, ao longo
dos ultimos anos, tem-se observado o aumento de investimentos em estudos in vivo e in
vitro com relacdo a possiveis propriedades antimicrobianas encontradas em plantas como
uma possivel alternativa ao problema em questdo. Visto que o extrato de H. brasiliense
vem apresentando resultados significativos ao combate de biofilme em cepas
estafilococicas de espécimes clinicos humanos, estudos que se propdem a estudar o0s
possiveis efeitos antimicrobianos e antibiofilme do extrato de H brasiliense frente a cepas

veterinarias potencialmente zoonéticas se fazem necessarios e importantes.
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antibacteriana e antibiofilme in vitro do extrato de Hypericum
brasiliense frente as amostras de Staphylococcus pseudintermedius, Staphylococcus

coagulans e Staphylococcus schleiferi.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estabelecer a Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) e a Concentracdo Minima
Bactericida (CMB) do extrato de Hypericum brasiliense para cada um dos
isolados de Staphylococcus pseudintermedius, Staphylococcus schleiferi e

Staphylococcus coagulans isoladas de cdes.

2. Verificar a capacidade de atuacao do extrato de Hypericum brasiliense na inibicdo
do biofilme em formacdo, pré formado jovem e pré formado maduro nas cepas
bacterianas de Staphylococcus pseudintermedius, Staphylococcus schleiferi e

Staphylococcus coagulans formadoras de biofilme.

3. Analisar a proliferacdo do biofilme em formacdo das cepas bacterianas de
Staphylococcus pseudintermedius, Staphylococcus schleiferi e Staphylococcus
coagulans tratadas com o extrato de Hypericum brasiliense através da
microscopia eletronica de varredura (MEV)
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4. METODOLOGIA
4.1 AMOSTRAS BACTERIANAS

As amostras biologicas utilizadas no presente estudo pertencem a colecdo do
Laboratorio de Cocos Gram Positivos (LCGP), da Universidade Federal Fluminense
(UFF). Esta colecdo foi formada a partir de amostras coletadas de cdes atendidos em
clinicas veterinérias localizadas nos municipios do Rio de Janeiro e Niteroi. Para este
estudo, foram selecionadas trés amostras bacterianas, sendo uma da espécie
Staphylococcus pseudintermedius (ED99), uma Staphylococcus schleiferi (SD42) e uma
Staphylococcus coagulans (SD84) para a avaliacdo in vitro da atividade antimicrobiana
e antibiofilme. O perfil de resisténcia assim como a classificacdo das amostras quanto a
formagéo de biofilme foram previamente tracados em estudos anteriores (TEIXEIRA et
al., 2019). As informacdes referentes as amostras utilizadas neste trabalho estdo presentes

na Tabela 1.

Tabela 1. Relacéo das cepas bacterianas utilizadas no estudo.

Sigla Cepa bacteriana Origem Formacdo de  Perfil de

Biofilme Resisténcia

SD84  Staphylococcus coagulans Otite canina  Forte produtor  'TET %(R)

ED99 Staphylococcus Piodermite Forte produtor °n.d
pseudintermedius canina

SD42  Staphylococcus schleiferi Otite canina  Forte produtor  “TOB %(R)

Legenda: 'TET- Tetraciclina, 2 R — Resistente, 3n.d — ndo determinado, *TOB- Tobramicina.

4.2 LOCAL DE COLETA E PREPARO DO EXTRATO DE Hypericum brasiliense

A planta inteira de H. brasiliense foi coletada no dia 14/02/2013, na Regido
Serrana de Trajano de Moraes, municipio localizado no Norte Fluminense do estado do
Rio de Janeiro, entre as coordenadas 22° 12" 17" latitude Sul e 43° 11' 35" Oeste. Foi
realizada uma exsicata (RB00819157) depositada no herbério do Jardim Botanico do Rio
de Janeiro. O extrato de H. brasiliense foi processado no Laboratorio de Tecnologia de
Produtos Naturais (LTPN) e gentilmente cedido pelo professor Leandro Machado Rocha

para a elaboracdo desse projeto.
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4.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EXTRATO DE
Hypericum brasiliense

4.3.1 CONCENTRAGCAO MINIMA INIBITORIA (CMI)

Para este teste, foi realizada a técnica de microdiluicdo em caldo seriada em
diferentes concentracGes (512 pg/mL a 4 pg/mL), utilizando microplaca (TPP) com 96
pocos de poliestireno estéril. O teste foi realizado em triplicata, com trés réplicas técnicas
e duas amostras por placa.

2,5mg do extrato de H. brasiliense foi diluido 250 pL em dimetilsulfoxido
(DMSO - Proquimios, RJ-Brasil). Para o controle positivo foi utilizado o antimicrobiano
vancomicing, inicialmente 1pg de vancomicina foi diluida em 1000 uL de DMSO para a
producdo do estoque denominado de VancoA. Posteriormente 80 pL de VancoA foi
diluido em 420 puL de DMSO para a producdo do estoque de VancoB, que foi entdo
utilizado na elaboracdo dos experimentos de CMI.

Foi realizada a técnica de esgotamento de cada indculo bacteriano a ser testado,
em placa de Agar Triptona de Soja (ATS), incubada por 24 horas a 37 °C.

Na placa de 96 pocos de poliestireno (Figura 3), foi adicionado 180 puL de meio
agar infusdo de cérebro e coracdo (BHI - Brain Heart Infusion) nos pocos 1, 2,4,6,7¢e9
da fileira A e completado as respectivas colunas com 100 pL do meio. Na coluna 12 foi
adicionado 100 pl de meio BHI em todos os pogos (Branco) e nas colunas 3 e 8 foi
adicionado 100 pL de BHI nos pogos A, B, C e D e nos pocos E, F, G e H, foi adicionado
90 pL de BHI e 10 pL de DMSO para o controle de esterilidade.

Nos pogos 1A, 2A, 6A e 7A foi adicionado 20 pL da substancia teste diluida, logo
em seguida, 100 pL dos respectivos pocos foram transferidos para os pocos 1B, 2B, 6B
e 7B. Esse procedimento foi repetido sucessivamente até a linha H, descartando-se 0s
ualtimos 100 pL. No poco 4A e 9A foi aplicado 20 ul de VancoB, sendo procedida a
diluicdo seriada, transferindo 100 pL para 0s pocos 4B e 9B e assim sucessivamente,
descartando os ultimos 100 pL.

Apos o tempo de incubacdo, foi realizado o ajuste da concentra¢do do inoculo
bacteriano para 0,5 na escala McFarland. Posteriormente, 100 puL de cada inéculo foi
aplicado nas colunas 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8 e 9. A placa entdo foi levada a estufa a 37°C por 24
horas.

Ap0s a incubacédo, em cada pogo foi adicionado 15 pL do corante Resazurina (7-

hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona-10-6xido) diluida em agua estéril a 0,01% (Sigma, US), e
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a placa incubada novamente por 1 hora. Passado este periodo foi realizada a leitura visual

da placa, onde a cor purpura indica auséncia de crescimento bacteriano e a cor rosa a

presenca de células vidveis (PEREIRA et al., 2021).

01 02 0304 |05 06 07 08/09|10|11 |12

A | 512pg/mL | 512pug/mL 512pg/mL | 512pg/mL
B | 256pg/mL | 256pg/mL 256pg/mL | 256pg/mL
C | 128ug/mL | 128ug/mL 128ug/mL | 128ug/mL
D | 64 pg/mL | 64 pg/mL 64 pg/mL | 64 pg/mL
E | 32 pg/mL | 32 pg/mL 32 ug/mL | 32 pg/mL
F | 16 pg/mL | 16 pg/mL 16 pg/mL | 16 pg/mL
G | 8pg/mL | 8 pg/mL 8 pug/mL | 8 pg/mL

H | 4pg/mL | 4 pg/mL 4 pg/mL | 4 pg/mL

Figura 3: Esquema da placa para observacdo da concentracdo minima inibitéria do
extrato de Hypericum brasiliense. Colunas 1, 2, 6 e 7: extrato de H. brasiliense + inoculo
bacteriano; coluna 3 e 8, linhas A, B, C e D: controle negativo (meio BHI e inoculo
bacteriano); coluna 3 e 8, linhas E, F, G e H: meio BHI, DMSO e in6culo bacteriano;
coluna 4 e 9: controle positivo (vancomicina + inéculo bacteriano); coluna 12: branco
(meio de cultura BHI);

4.3.2 CONCENTRACAO MINIMA BACTERICIDA (CMB)

Para determinacdo da CMB, apds o periodo de incubacdo da CMI e antes da adicdo
da solugdo de resazurina, foi retirado 1uL de cada pogo da placa de 96 pogos, com auxilio
de uma pipeta com ponteira estéril e estes foram semeados em spots em placas de Petri
contendo agar Mueller Hinton, incubados a 37 °C por 24 horas (Figura 4), sendo
posteriormente observadas a presenca ou auséncia de crescimento bacteriano (PEREIRA
etal., 2021).
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D99
$12ug/mlL 256pug/mL 128ug/mL
64ug/mlL 32ug/mlL 16pg/mL
Spg/mL 4ug/mL Vanco

Figura 4 Esquema da placa Petri para observacdo da concentracdo minima bactericida do
Hypericum brasiliense. Cada quadrante apresenta uma diluicdo da substancia teste no
indculo apos 24 h de incubacgéo a 37 °C.

4.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBIOFILME DO EXTRATO DE

Hypericum brasiliense

A atuacdo do extrato sobre o biofilme foi avaliada em trés momentos: em
formagdo, pré formado jovem e pré formado maduro. As concentragdes do extrato
utilizadas neste ensaio foram determinadas pelo valor da CMI, %2 CMI, % CMI ¢ /s CMI
para o biofilme em formacdo e 2X CMI, CMI, ¥ CMI e ¥ CMI para o biofilme pré-
formado jovem e maduro. Todos os experimentos de biofilme em formac&o, pré-formado
jovem e pré-formado maduro, foram realizados em triplicata e com trés réplicas técnicas.
Os valores das réplicas utilizadas para a elaboracdo dos graficos encontram-se no
apéndice 1. O esquema da microplaca para a avaliacdo do efeito do extrato de H.

brasiliense sob o biofilme, realizada neste estudo, esta presente na Figura 5.
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01 02 03 04 05 |06 |07| 08 09 10 11 12
A CMI % CMI | Y%aCMI | /sCMI CN CN CMI % CMI Y,.CMI 1/sCMI
B CMI % CMI | Y%aCMI | /sCMI CN CN CMI %% CMI Y.CMI | Y/sCMI
C CMI % CMI | Y%aCMI | Y/sCMI CN CN CMI % CMI Y.CMI 1/sCMI
D CMI »CMI | %4 CMI | '/sCMI | Branco Branco CMI %CMI Y CMI 1/sCMI
Vanco Vanco Vanco Vanco | Vanco Vanco Vanco Vanco Vanco Vanco
E CMI »CMI | % CMI | '/sCMI | Branco Branco CMI %CMI Y CMI 1/sCMI
Vanco Vanco Vanco Vanco Vanco Vanco Vanco Vanco Vanco Vanco
F CMI »CMI | % CMI | '/sCMI | Branco Branco CMI %CMI Y CMI 1/sCMI
Vanco Vanco Vanco Vanco | Vanco Vanco Vanco Vanco Vanco Vanco
G Branco Branco | Branco | Branco | Branco Branco | Branco Branco | Branco | Branco
HY HY HY HY Vanco Vanco HY HY HY HY
H Branco Branco | Branco | Branco Branco Branco | Branco | Branco
HY HY HY HY HY HY HY HY

Figura 5: Esquema da placa para realizacdo da técnica de biofilme em formacdo, pré
formado jovem e maduro. Colunas 1, 2, 3 e 4 com fileira A, B e C: extrato de H.
brasiliense com amostra 1; Colunas 9, 10, 11 e 12 com fileira A, B e C: extrato de H.
brasiliense com amostra 2; Coluna 5 e 8 com fileiras A, B e C: controle negativo (meio
BHI, DMSO e in6culo bacteriano); Colunas 1, 2, 3 e 4 com fileira D, E e F: VancoA com
amostra 1 (controle positivo); Colunas 9, 10, 11 e 12 com fileira D, E e F: VancoA com
amostra 2 (controle positivo). Coluna 5 e 8 com fileira D, E e F: VancoA com meio BHI
(branco vanco); Coluna 1, 2, 3e 4 com fileira G e H: H. brasiliense com meio BHI (branco
Hypericum); Coluna 9, 10, 11 e 12 com fileira G e H: H. brasiliense com meio BHI
(branco Hypericum).

4.4.1 AVALIACAO DO EFEITO DO EXTRATO SOB O BIOFILME EM
FORMACAO

Este ensaio foi realizado seguindo o protocolo descrito por Pinheiro e
colaboradores (2020), onde o tratamento das cepas com o extrato foi realizado quando
ainda ndo existia nenhuma formacdo do biofilme. Amostras bacterianas foram semeadas
por esgotamento em ATS e incubadas em estufa bacterioldgica a 37 °C por 24 horas.
Decorrido este tempo, uma colbnia de cada amostra bacteriana foi introduzida em 2 mL
de BHI com 1% de glicose e incubada sob agitacdo vigorosa (150-200 rpm) por 20 horas.

No dia seguinte, foi feita a diluicdo de 200 pL de cada um dos indculos em 19.800
pL de BHI glicosado (1:100). Em seguida, o extrato de H. brasiliense e o antimicrobiano
Vancomicina (VancoA) foram diluidos nas concentracfes equivalentes a CMI, ¥2 CMI,
¥4 CMI e '/s CMI utilizando como veiculo o in6culo 1:100, e nas mesmas concentragdes,

porém, utilizando BHI estéril como veiculo (branco de cada substancia em cada
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concentracdo). Como controle negativo (C-) foi utilizado 975 pL do indculo (1:100) e 25
pL de DMSO.

Utilizando microplacas com 96 pocos (placa 1), foi aplicado 200 pL de cada
concentracdo da substancia teste e VancoA diluidos, em trés pocos (triplicata) da placa,
do mesmo modo também foi aplicado o controle negativo (figura 5). A placa entao foi
incubada a 37 °C por 24 horas. Passado este periodo, procedeu-se uma primeira leitura
do crescimento em leitor de ELISA (BioTek) a 570nm de comprimento de onda (leitura
1). Em seguida foi realizada a remocdo cuidadosa da cultura celular (sobrenadante),
seguida de duas lavagens delicadamente com &gua destilada estéril. Apds as lavagens, foi
feita a fixagéo do biofilme a 70 °C em estufa de secagem por aproximadamente 1:30 h.
A biomassa aderida foi corada com 150 pL de solugdo aquosa de cristal violeta genciana
a 0,1%, adicionada em cada poco, mantida em repouso por 15 minutos em temperatura
ambiente. Depois, o corante foi desprezado e a placa foi lavada na pia na posicéo vertical
(90° em relacédo ao plano) e seca em estufa de secagem a 70 °C por aproximadamente
1:30h. Apds a secagem, foram adicionados 200 pL de alcool a P.A em cada pogo e a placa
mantida em temperatura ambiente, sem agitar, durante 30 minutos, em seguida, procedeu-
se a leitura em leitor de ELISA (BioTek) a 570nm (leitura 2). Para a reducéo de erros de
leitura e padronizacdo, em uma nova placa (placa 2) de 96 pocos, foi aplicado 180 L de
agua destilada em cada poco e em seguida foi retirado 20 pL do poc¢o correspondente da
placa 1 e introduzido no poco correspondente na placa 2, seguindo de uma nova leitura
em leitor de ELISA (BioTek) a 570nm (leitura 3).

4.1.2 AVALIACAO DO EFEITO DO EXTRATO SOB O BIOFILME PRE-
FORMADO JOVEM

O tratamento das cepas com o extrato foi feito no biofilme recém-formado jovem
(estdgio de formacdo inicial do biofilme). As amostras bacterianas foram ativadas em
ATS e incubadas em estufa bacteriologica a 37 °C por 24 horas. Em seguida, uma coldnia
de cada amostra bacteriana foi introduzida em 2mL de BHI com 1% de glicose e incubada
sob agitacdo vigorosa (150-200rpm) por 20 horas. No dia seguinte, foi feita a diluigéo de
200 pL de cada um dos in6culos em 19.800 pL de BHI glicosado (1:100). Utilizando
microplacas com 96 pocos (placa 1), foi aplicado 200 pL de cada in6culo diluido 1:100
e de BHI puro (controle), sequindo de incubacdo a 37 °C por 6 horas. O extrato de H.

brasiliense e a VancoA foram diluidos nas concentragdes equivalentes a 2X CMI, CMI,
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Y% CMI e ¥4 CMI utilizando BHI estéril como veiculo. Como controle negativo (C-) foi
utilizado 975 pL do indculo (1:100) e 25 pL de DMSO. Decorrido o tempo de incubacéo,
0 sobrenadante foi retirado delicadamente dos pocos da placa, seguido da aplicagéo de
200 pL em cada poco, da substancia teste, Vanco A e meio de cultura puro de acordo com
o0 esquema da figura 5. A placa entéo foi incubada novamente a 37 °C por 24 horas. Apos,
foi realizada a remocdo cuidadosa da cultura celular (sobrenadante), seguida de duas
lavagens delicadamente com &gua destilada estéril. Apos as lavagens, foi feita a fixacdo
do biofilme a 70 °C em estufa de secagem por aproximadamente 1:30 h. A biomassa
aderida foi corada com 150 pL de solucdo aquosa de cristal violeta genciana a 0,1%,
adicionada em cada poco, mantida em repouso por 15 minutos em temperatura ambiente.
Depois, o corante foi desprezado e a placa foi lavada na pia em pé (90° em relacdo ao
plano) e seca em estufa de secagem a 70 °C por aproximadamente 1:30h. Ap6s a secagem,
foram adicionados 200 pL de alcool a P.A em cada poco e a placa mantida em temperatura
ambiente, sem agitar, durante 30 minutos, em seguida, procedeu-se a leitura em leitor de
ELISA (BioTek) a 570nm (leitura 1).

Para a reducéo de erros de leitura e padronizacdo, em uma nova placa (placa 2) de
96 pocos, foi aplicado 180 pL de &gua destilada em cada po¢o e em seguida foi retirado
20 pL do poco correspondente da placa 1 e introduzido no pogo correspondente na placa
2, seguindo de uma nova leitura em leitor de ELISA (BioTek) a 570nm (leitura 2)
(PINHEIRO et al., 2020).

4.1.3 AVALIACAO DO EFEITO DO EXTRATO SOB O BIOFILME PRE -
FORMADO MADURO

Para este ensaio, seguiu-se o protocolo descrito por Pierce e colaboradores (2008),
com adaptac6es. O ensaio com o biofilme consolidado avaliou a atuacdo do extrato em
biofilme totalmente formado. As amostras bacterianas foram ativadas em ATS e
incubadas em estufa bacteriologica a 37 °C por 24 horas. Em seguida, uma col6nia de
cada amostra bacteriana foi introduzida em 2mL de BHI com 1% de glicose e incubada
sob agitacdo vigorosa (150-200rpm) por 20 horas. No dia seguinte, foi feita a diluigéo de
200 pL de cada um dos in6culos em 19.800 pL de BHI glicosado (1:100). Utilizando
microplacas com 96 pocos (placal), foi aplicado 200 pL de cada inoculo diluido 1:100 e
de BHI puro (controle), seguindo de incubacdo a 37 °C por 24 horas. O extrato de H.

brasiliense e a Vanco A foram diluidos nas concentragdes equivalentes a 2X CMI, CMI,
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Y% CMI e ¥4 CMI utilizando BHI estéril como veiculo. Como controle negativo (C-) foi
utilizado 975 pL do indculo (1:100) e 25 uL de DMSO. Ap6s o tempo de incubagdo, o
sobrenadante foi retirado delicadamente dos pocos da placa, seguido da aplicagéo de 200
pL em cada poco, da substancia teste, Vanco A e meio de cultura puro de acordo com o
esquema da figura 5. A placa entdo foi incubada novamente a 37 °C por 24 horas.
Decorrido este tempo, foi realizada a remocdo cuidadosa da cultura celular
(sobrenadante), seguida de duas lavagens delicadamente com &gua destilada estéril. Apds
as lavagens, foi feita a fixacdo do biofilme a 70 °C em estufa de secagem por
aproximadamente 1:30 h. A biomassa aderida foi corada com 150 pL de solucdo aquosa
de cristal violeta genciana a 0,1%, adicionada em cada pogo, mantida em repouso por 15
minutos em temperatura ambiente. Depois, o corante foi desprezado e a placa foi lavada
na pia em pé (90° em relacdo ao plano) e seca em estufa de secagem a 70 °C por
aproximadamente 1:30h. Apos a secagem, foram adicionados 200 pL de alcool a P.A em
cada poco e a placa mantida em temperatura ambiente, sem agitar, durante 30 minutos,
em seguida, procedeu-se a leitura em leitor de ELISA (BioTek) a 570nm (leitura 1)
(PINHEIRO et al., 2020).

Para a reducdo de erros de leitura e padronizacdo, em uma nova placa (placa 2) de
96 pocos, foi aplicado 180 uL de dgua destilada em cada poco e em seguida foi retirado
20 pL do poco correspondente da placa 1 e introduzido no pogo correspondente na placa

2, seguindo de uma nova leitura em leitor de ELISA (BioTek) a 570nm (leitura 2).

4.2 ANALISE DA PROLIFERACAO DO BIOFILME

A anélise da proliferacdo do biofilme foi realizada de acordo com a metodologia
proposta por Pereira et al. (2011). As amostras utilizadas neste estudo foram semeadas
em &gar BHI e incubadas a 37 °C por 24 h. Apds este periodo, duas coldnias de cada
amostra foram suspensas em solucdo fisioldgica estéril de cloreto de sédio (NaCl 0,9%)
e ajustadas para uma turbidez de 0,5 na escala de McFarland (1,5 x 108 UFC / mL). As
amostras foram colocadas em 8 pocgos de uma placa de 24 pocos (contendo discos de
vidro no fundo de cada po¢o), com 950 uL de caldo BHI suplementado com glicose a 1%
e 50 pL da suspenséo bacteriana (controle negativo) e 8 pogos com 950 pL de caldo BHI
suplementado com glicose a 1%, extrato de H. brasiliense nas concentragdes CMI
referentes a cada uma das amostras bacterianas e 50 uL da suspensdo bacteriana a 0,5 na

escala de McFarland (grupo com tratamento). As amostras foram incubadas a 37 °C por
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24 h, e apds esse periodo, 6 discos contendo as amostras foram lavados assepticamente
com 2 mL de solucdo fisiologica estéril e colocados em tubos com 10 mL de solugéo
fisiologica estéril e sonicados (Cuba de ultrassom CRISTOFOLLI) por 30 segundos para
dispersar os biofilmes. Considerou-se que a suspensio tinha um fator de diluicio de 10
e foi diluida com a adic&o de solucdo fisioldgica estéril a até 108, Aliquotas de 10 pL
foram semeadas em placas de BHI &gar e incubadas por 24 h a 37°C. O nimero de
colonias foi contado, calculado em UFC / mL e transformado em Logio. Os dados séo
apresentados como média + erro padrao da média. Os dois discos restantes de cada teste

foram encaminhados para a microscopia eletrénica de varredura.

4.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi usada para ilustrar biofilmes
formados pelas amostras nos discos de vidro descritos no item 4.2. Os discos tratados
com H. brasiliense, correspondentes a etapa de biofilme em formacgdo, também foram
submetidos a MEV. Os discos foram fixados por 1 h em glutaraldeido a 2,0% e
desidratados em varias lavagens com etanol (10, 25, 50, 75 e 90% por 20 minutos e 100%
por 1 h). As amostras foram secas durante a 24h a 37 ° C e, posteriormente, foram
revestidos com ouro em atmosfera de baixa pressdo com um revestimento de pulverizacao
de ions. As topografias de superficie dos biofilmes foram visualizadas em microscopio
eletronico de varredura (Carl Zeiss® Evo MA 15) (PEREIRA et al., 2021).

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados referentes ao ensaio de antibiofilme e proliferacdo do biofilme
foram apresentados como: média + desvio padrdo. O desvio padrédo esta representado no
gréafico pelas barras de erro. Para avaliagdo dos dados do tratamento com o extrato foi
feita analise estatistica utilizando o teste t ndo pareado (p<0,05) disponivel no software
GraphPad Prism 8.0.2. Os valores de p<0,05 foram considerados com diferencas
estatisticamente significativas. Os graficos foram elaborados usando o programa
GraphPad Prism 8.0.2.
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5. RESULTADOS

5.1 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO MINIMA INIBITORIA E DA
CONCENTRACAO MINIMA BACTERICIDA

O resultado da concentracdo minima inibitoria observado para a amostra de S.
pseudintermedius (ED99) foi de 8ug / mL enquanto que para as amostras de S. schleiferi
(SD 42) e S. coagulans (SD84), ambas as espécies obtiveram valor de CMI de 32ug / mL.
Com relagdo a concentragdo minima bactericida (CMB), o resultado observado na
amostra de S. pseudintermedius (ED99) foi de 32ug / mL enquanto as amostras de S.
schleiferi (SD42) e S. coagulans (SD84) obtiveram como CMB o valor de 256 pg / mL.
O controle positivo, vancomicina, apresentou a faixa de valor definido pelo CLSI, de 2
pMg/mL para a amostra S. pseudintermedius (ED99) (CLSI, 2018) e 4 pg/mL para S.
schleiferi (SD42) e S. coagulans (SD84) (Tabela 2).

Tabela 2: Resultados da concentracdo minima inibitéria (CMI) e da concentracdo
minima bactericida (CMB) do extrato de Hypericum brasiliense e Vancomicina frente as
amostras de Staphylococcus coagulans, Staphylococcus pseudintermedius e
Staphylococcus schleiferi.

Hypericum brasiliense = Vancomicina

AMOSTRA IDENTIFICACAO
CMI CMB CMI
SD84 Staphylococcus coagulans 32 pg/mL 256 4 ng/mL
pg/mL
ED99 Staphylococcus 8 ng/mL 32 pg/mL 2 pg/mL
pseudintermedius
SD42 Staphylococcus schleiferi 32 pg/mL 256 4 ng/mL

pg/mL
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5.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBIOFILME DO EXTRATO DE

Hypericum brasiliense

5.2.1 ENSAIO ANTIBIOFILME EM FORMAQAO

O extrato hexanico de H. brasiliense demonstrou capacidade em reduzir a
formacéo do biofilme dos trés isolados (ED99, SD84 e SD42) em todas as concentracdes
testadas (CMI, ¥2 CMI, ¥ CMI e 1/8 CMI), quando comparado ao controle negativo (p
valor < 0,000001) (Figuras 6, 7 e 8).

No que se refere a capacidade de atuacdo do antimicrobiano VVancomicina, houve
reducdo significativa da formacéo do biofilme na concentracdo de CMI para amostra de
S. pseudintermedius ED99 (p valor < 0,000001) e todas as concentragOes testadas para a
amostra S. schleiferi SD42 (p valor < 0,05) quando comparada ao grupo controle, sem
tratamento. Entretanto, com relacdo a amostra S. coagulans SD84, foi possivel observar

o estimulo proporcional a concentracdo da Vancomicina na formacao do biofilme.

Biofilme em formacao amostra ED99

kL
W Hypericm brasiense

Vancomicina
E 24 mm Controle Negativo
o
~
3 ** p valor <D,000001
a 14

Figura 6: Acgdo do extrato de Hypericum brasiliense no biofilme em formagédo de
Staphylococcus pseudintermedius amostra ED99, comparada ao controle negativo (meio
BHI+ indculo) e a agdo do antimicrobiano vancomicina. Barras de erro representam o
desvio padrdo da média.
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Biofilme em formagao amostra SD84
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Figura 7: Acédo do extrato de Hypericum brasiliense no biofilme em formacéo de S.
coagulans amostra SD84, comparada ao controle negativo (meio BHI + indculo) e a acéo
do antimicrobiano da vancomicina. Barras de erro representam o desvio padrdo da média.

Biofilme em formagao amostra SD42
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Figura 8: Acdo do extrato de Hypericum brasiliense no biofilme em formacéo de S.
schleiferi amostra SD42, comparada ao controle negativo (meio BHI + indculo) e a acéo
do antimicrobiano vancomicina. Barras de erro representam o desvio padrdo da média.
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5.2.2 ENSAIO ANTIBIOFILME PRE FORMADO JOVEM

Em relacéo a capacidade de atuacdo do extrato de H. brasiliense sobre o biofilme
pré formado jovem de 6 horas, o extrato de H. brasiliense apresentou atividade frente a
amostra de S. pseudintermedius ED 99 com redugé&o estatisticamente significativa (p valor
< 0,0001), em todas as concentragdes testadas (2X CMI, CMI %2 CMI e ¥, CMI) quando
comparado com o controle negativo (sem tratamento) (Figura 9). Com relacdo a
capacidade de atuacdo do antimicrobiano vancomicina, houve reducéo significativa da
formagéo do biofilme na concentragéo de 2xCMI para amostra de S. pseudintermedius

ED99 (p valor < 0,0001) quando comparado com o controle negativo (sem tratamento).

Blofiime pré formado jovem amostra ED39

6
W Hypencum brasiense

M Vancomicing
B Conlrale Negativo

** p valor <0,0001

Figura 9: Acdo do extrato de Hypericum brasiliense no biofilme pré-formado jovem de
Staphylococcus pseudintermedius amostra ED99, comparada ao controle negativo (meio
BHI+ indculo) e ao antimicrobiano vancomicina. Barras de erro representam o desvio
padrdo da média.

No que se refere a capacidade de atuacdo do extrato sobre a amostra de S.
coagulans SD84 e a amostra de Staphylococcus schleifeiri SD 42 foi possivel observar
reducdo estatisticamente significativa (p valor < 0,005) do biofilme pré formado jovem
em todas as concentracdes testadas (2X CMI, CMI %2 CMI e ¥ CMI) quando comparado
com o controle negativo (sem tratamento) (figura 10 e 11). J& com relagdo ao
antimicrobiano vancomicina, ndo foi possivel observar sua atuacdo na inibicdo do

biofilme formado por ambas as amostras, de maneira significativa.
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Biofilme pré formado jovem amostra SD84
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Figura 10: Acdo do extrato de Hypericum brasiliense no biofilme pré formado jovem de
S. coagulans amostra SD84, comparada ao controle negativo (meio BHI + indculo) e a
acdao do antimicrobiano vancomicina. Barras de erro representam o desvio padrdo da
média.

Biofilme pré formado jovem amostra SD42
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Figura 11: Atividade do extrato de Hypericum brasiliense no biofilme pré formado
jovem de S. schleiferi amostra SD42, comparada ao controle negativo (meio BHI +
indculo) e a agdo do antimicrobiano vancomicina. Barras de erro representam o desvio
padrdo da média.
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5.2.3 ENSAIO ANTIBIOFILME PRE FORMADO MADURO
A capacidade de atuagéo do extrato de H. brasiliense sobre o biofilme maduro de
24 horas da amostra de S. pseudintermedius ED99 foi avaliada nas concentragdes de 2x
CMI, CMI, % CMI e ¥ CMI onde foi possivel observar reducdo estatisticamente
significativa (p valor <0,05) do biofilme em todas as concentra¢Ges quando comparado
ao controle negativo (sem tratamento). J& com relacdo ao antimicrobiano vancomicina,
foi possivel observar estimulo a formacéo do biofilme maduro em todas as concentracoes

testadas (Figura 12).

Biofilme pré formado maduro amostra ED99
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Figura 12: Acdo do extrato de Hypericum brasiliense no biofilme maduro de
Staphylococcus pseudintermedius amostra ED99, comparada ao controle negativo (meio
BHI+ indculo) e a acdo do antimicrobiano vancomicina. Barras de erro representam o
desvio padrdo da média.

Em relacdo a capacidade de atuacdo do extrato sobre o biofilme maduro de 24
horas da amostra de S. coagulans SD84 foi possivel observar reducdo estatisticamente
significativa (p valor <0,0005) do biofilme maduro nas concentragdes 2xCIM e CIM
testadas, quando comparadas ao grupo controle negativo, sem o tratamento com o extrato
de H. brasiliense. Staphylococcus schleifeiri SD42 também apresentou reducédo
estatisticamente significativa (p valor <0,0001) do biofilme maduro de 24 horas na
concentracdo 2x CMI quando comparada ao controle negativo, sem o tratamento com o

extrato de H. brasiliense. JA com relacdo ao antimicrobiano vancomicina, possivel
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observar sua atuacédo, estimulando o biofilme formado por ambas as amostras. (Figura

14).

Biofilme pré formado maduro amostra SD84
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Figura 13: Acdo do extrato de Hypericum brasiliense no biofilme pré formado maduro
de S. coagulans amostra SD84, comparada ao controle negativo (meio BHI + in6culo) e
a acdo do antimicrobiano vancomicina. Barras de erro representam o desvio padréo da

média.
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Figura 14: Atividade do extrato de Hypericum brasiliense no biofilme pré formado
maduro de S. schleiferi amostra SD42, comparada ao controle negativo (meio BHI +
inéculo) e a acdo do antimicrobiano vancomicina. Barras de erro representam o desvio

padrdo da média.
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5.3 ANALISE DA PROLIFERACAO DO BIOFILME E MICROSCOPIA
ELETRONICA DE VARREDURA

Foi possivel realizar a analise da formacdo do biofilme através da contagem de
unidades formadoras de colénias (UFC/mL) e em seguida transformado em uma escala
de Logzo. Esse experimento foi realizado em triplicata e os valores das réplicas encontram-
se no apéndice 1.

Em todas as trés amostras analisadas neste estudo observamos a redugédo
estatisticamente significativa (p valor < 0,000001) da proliferacdo do biofilme no
momento em formacao, das amostras ED99, SD84 e SD42 quando comparado 0 grupo
sem tratamento com o extrato de H. brasiliense (controle negativo) e com o grupo com
tratamento com o extrato de H. brasiliense nas concentragdes CMI referentes a cada uma
das amostras bacterianas (Figuras 15, 17 e 19).

Foi realizada a microscopia eletrbnica de varredura das amostras, S.
pseudintermedius (Figura 16), S. schleiferi SD42 (Figura 18) e S. coagulans SD84 (Figura
20), sem tratamento com extrato de Hypericum brasiliense (controle negativo) e com
tratamento com o extrato de Hypericum brasiliense. As imagens obtidas pela microscopia
eletrbnica de varredura permitiram a visualizacdo do arranjo e formato do biofilme
bacteriano das amostras sem tratamento, bem como a reducdo massiva do biofilme

quando tratado com o extrato de H. brasiliense.
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Figura 15: Valores de UFC/mL (Log1o) do biofilme formado pela amostra de S.
pseudintermedius ED99 sem tratamento com extrato de Hypericum brasiliense: ED99 (C)
e com tratamento com o extrato de Hypericum brasiliense (1/2 CMI): HY. Barras de erro
representam o desvio padrao da média.

H WD~ 70 mm Mig= 100KX — WO 05 mm Mugs OX

Figura 16: Micrografias obtidas a partir de microscopia eletronica de varredura da
amostra S. pseudintermedius ED99, onde é possivel observar (A e C) a presenca da
formacdo de um tapete de biofilme na magnificagdo de 20.000x e 1.000x; e (B e D) a
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auséncia de formacéo de biofilme quando submetida ao tratamento com o extrato de H.
brasiliense.
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Figura 17: Valores de UFC/mL (Logio) do biofilme formado pela amostra de S.
coagulans SD84 sem tratamento com extrato de Hypericum brasiliense (1/2 CMI): SD84
(C-) e com tratamento com o extrato de Hypericum brasiliense: HY. Barras de erro
representam o desvio padréo da média.
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Figura 18: Micrografias obtidas a partir de microscopia eletronica de varredura da
amostra S. coagulans SD84, onde é possivel observar (A e C) a presenca da formacao de
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um tapete de biofilme na magnificacdo de 5.000x e 15.000x; e (B e D) a auséncia de
formagéo de biofilme quando submetida ao tratamento com o extrato de H. brasiliense.

o mm SD42 (C-)
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** p valor< 0,000001
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Figura 19: Valores de UFC/mL (Log10) do biofilme formado pela amostra de S. schleiferi
SD42 sem tratamento com extrato de Hypericum brasiliense (1/2 CMI): SD42 (C-) e com
tratamento com o extrato de Hypericum brasiliense: HY. Barras de erro representam o

desvio padrdo da média.

Figura 20: Micrografias obtidas a partir de microscopia eletrénica de varredura da
amostra S. schleiferi SD42, onde é possivel observar (A e C) a presenca da formacgéo de
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um tapete de biofilme na magnificacdo de 5.000x e 20.000x; e (B e D) a auséncia de
formagéo de biofilme quando submetida ao tratamento com o extrato de H. brasiliense.

6. DISCUSSAO

Estudos anteriores demonstraram a eficiéncia do extrato hex&nico de H.
brasiliense frente a outras especies do género Staphylococcus (S. aureus e S.
epidermidis), ndo somente para as atividades bactericidas e bacteriostaticas como também
a atividade antibiofilme, tanto do extrato bruto como a da versédo nano emulsionada
(CALDAS 2018; PEREIRA et al., 2021). Nesse estudo, foi analisada a atividade do
extrato de Hypericum brasiliense frente a amostras de Staphylococcus coagulans,
Staphylococcus pseudintermedius e Staphylococcus schleifeiri e também foi possivel
observar tanto a atividade inibitoria ou bacteriostatica (CMI) como a bactericida (CMB),
além da antibiofilme.

Comparando os resultados dos estudos elaborados por Pereira et al. (2021) e por
CALDAS (2018), com o presente estudo, pode-se perceber que o valores de CMI e CMB
encontrados no primeiro trabalho foram de 4 ug/mL para CMI tanto para S. aureus como
para S. epidermidis e os de CMB também foram semelhantes (4 ug/mL). Em relacdo ao
segundo estudo, os resultados (entre 4 pg/mL e 32 pg/mL para CIM e 32 pug/mL para
CMB) sdo iguais ou estdo proximos aos obtidos para as espécies analisadas nesse estudo.
Os valores observados em nosso trabalho, encontram-se dentro do valor de tolerancia
(CMB/CMI > ou = 32 ug/mL) CMB sugerindo se tratar de um alvo interessante para
estudo de mecanismos de tolerancia e resisténcia bacterianas (TRASTOY et al, 2018).
Nossos achados evidenciam a atividade antibacteriana apresentada pelo H. brasiliense
além de corroborarem com a literatura, como no trabalho realizado por Franca e
colaboradores (2009) onde amostras de espécies do género Staphylococcus tais como S.
epidermidis, S. simulans, S. haemolyticus além de cepas MRSA foram analisadas e
inibidas pelo extrato hexanico de H. brasiliense, apresentando halos de inibi¢do que
variaram entre 10 e 12 mm no método de difusdo em disco (FRANCA et al., 2009).

O género Hypericum tem atraido consideravel atencdo devido aos seus
metabolitos secundarios farmacologicamente importantes. Além da espécie H.
brasiliense, outras vem sendo estudadas por potencial atividade antibacteriana
(NAHRSTEDT & BUTTERWECK., 2010). Um estudo recente realizado na Turquia por
Aygtl e Serbetci (2020), por exemplo, Se propds a investigar a atividade antibacteriana do
Hypericum lydium contra amostras de S. aureus resistentes (MRSA) encontrando valores
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de CMI entre 16 e 32 pg/mL. Os autores sugerem de acordo com os resultados
observados, que o H. lydium possui potencial para estar envolvido em formulacdes de
medicamentos no combate a tal patdgeno.

Do mesmo modo, estudos com outros tipos de produtos naturais, tais como 0s
Oleos essenciais para o combate de infeccdes estafilococicas, também vem ganhando
destaque. Recentemente um estudo realizado por Sharif e colaboradores (2017) se propds
a investigar os efeitos dos 6leos essenciais das plantas Thymus daenensis e Satureja
hortensis no crescimento plancténico e na formacao de biofilme de isolados de S. aureus
fortes produtores de biofilme, observando serem bons candidatos na prevencdo da
formado de biofilme por essa espécie.

Tais resultados observados na literatura, associado ao crescente numero de
infeccOes estafilococicas resistentes aos antimicrobianos disponiveis, reforcam e
corroboram com a importancia de estudos que se propdem a investigar novos alvos
terapéuticos, tais como o nosso trabalho.

Diversos estudos ao redor do mundo j& notificaram o isolamento de amostras
resistentes de origem veterinaria (WINDAHL et al., 2016; PRIYANTHA et al., 2016;
BOURGUIGNON et al., 2016; KUNDER et al., 2015; GOMEZ-SANZ et al., 2011).
Essas amostras geralmente apresentam resisténcia tanto a drogas de primeira escolha
como a clindamicina, como a drogas de segunda escolha como as fluoroquinolonas
(enrofloxacina), para tratar piodermite (HILLIER et al., 2014).

Em relacdo ao tratamento de otites, as drogas de primeira escolha sdo o0s
aminoglicosideos (GUARDABASSI et al., 2008) e também ja foram encontradas altas
taxas de resisténcia a aminoglicosideos na espécie S. schleiferi (DETWILER et al., 2013).
Esse fato justifica amplo estudo dos produtos naturais e sua busca por novos alvos
terapéuticos mais seguros e eficientes para o tratamento de infeccbes (ANGIOLELLA et
al., 2018), em especial aquelas causadas por cepas resistentes que causam infecgdes de
dificil tratamento, e com opc¢des limitadas de antimicrobianos.

O género Hypericum mostrou ser uma alternativa com grande potencial para este
problema em especial H. brasiliense (ROCHA et al., 1995). Os valores de CMI
encontrados neste estudo demonstram atividade antibacteriana contra S.
pseudintermedius, S. coagulans e S. schleiferi, e esses resultados animadores,
demonstram que o H. brasiliense tem grande potencial de combate a essas cepas de

origem veterinaria.
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A formacéo de biofilme é considerada um dos principais mecanismos de agressao
que pode ser encontrado em espécies do género Staphylococcus spp. (HILL & IMAI,
2016) uma vez que a capacidade de produgdo de biofilme pelas cepas bacterianas
contribui para sua persisténcia no local de infeccdo, o que torna o tratamento com
antimicrobianos mais dificil (ASLANTAS & DEMIR, 2016; LIMA et al., 2017). Em
nosso trabalho, foi evidenciada a formacdo de biofilme das amostras de S.
pseudintermedius, S. coagulans e S. schleiferi e a acdo do extrato de H. brasiliense em
trés estagios diferentes do biofilme: em formacdo, pré formado jovem (6 horas) e pré
formado maduro (24 horas) nas concentragdes de 2x CMI, CMI, %2 CMI, % CMI ¢ /s
CMI, frente a essas amostras.

O estudo realizado por Pereira e colaboradores (2021), observou que o extrato de
Hypericum brasiliense obteve resultados significativos tanto no momento da formacao
como na desestruturacdo dos biofilmes pré-formados por S. aureus. Isso sugere que a
atuacdo do extrato de H. brasiliense ocorra tanto na aderéncia das bactérias as superficies
como na etapa de liberacdo das células. Em nosso trabalho, também foi possivel observar
a acdo do extrato de H. brasiliense no biofilme, e de forma mais expressiva no momento
em formacdo e pré formado jovem, onde o extrato foi capaz de inibir a formacdo do
biofilme em todas as amostras e respectivas concentragdes testadas, corroborando com os
dados descritos na literatura.

Apesar de ja terem sido isoladas da fracdo hexanica do extrato de H brasiliense,
substancias que se acredita serem as responsaveis pela atividade antibacteriana
apresentada por essa espécie (ROCHA et al., 1995), o mecanismo de acdo antimicrobiana
do extrato utilizado neste estudo, ainda n&o foi muito bem elucidado.

Diversos estudos ja demonstraram que a formacdo de biofilme de Staphylococcus
aureus pode ser estimulada em até 4 vezes na administracdo de concentracGes sub
inibitérias (sub CMIs) de alguns antibiobidticos, como cefalotina, cefalexina,
vancomicina e linezolida (MIRANI, 2011; HADDADIN et al., 2010; FRANK et al.,
2007). Em nosso trabalho também foi observado que em alguns momentos parecia haver
0 estimulo da formacdo do biofilme em algumas concentragcbes sub CMIs de
vancomicina, que apesar de ser indicado como Ultima escolha para o tratamento de
infeccdes estafilococcicas, ndo foi capaz de inibir a formacgéo do biofilme produzido em
especial pela amostra SD84 em todos os estagios da formacéo de biofilme.

Essas observacdes nos levam a crer que em baixas concentragbes ocorre um

estimulo do sistema de defesa da bactéria, o que faz com que se desenvolvam mais
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rapidamente na tentativa de se defender. Além disso, tem sido demostrado que o quorum
sensing desempenha um papel importante na adeséo celular, conferindo ao biofilme uma
maior protecdo em relacdo aos agentes antimicrobianos. Essa comunicagéo possibilita as
bactérias executarem funcgdes bioldgicas importantes, muitas delas envolvidas com a
viruléncia desses patdgenos (ANTUNES, 2003; JENUL & HORSWILL, 2018).

Com relagdo a andlise da proliferacdo do biofilme através da contagem de
unidades formadoras de coldnias (UFC/mL) foi possivel observar a eficiéncia do extrato
de H. brasiliense na reducdo significativa da proliferacdo do biofilme em todas as trés
amostras analisadas neste estudo quando comparado o grupo sem tratamento, reforcando
mais uma vez a capacidade antibacteriana apresentada por essa planta. Do mesmo modo,
as micrografias realizadas por microscopia eletronica de varredura foram capazes de
constatar de forma visual a inibicdo da formacdo do biofilme tratado com o extrato
apresentado neste estudo.

Poucos sdo os estudos encontrados na literatura a respeito da atividade
antibiofilme do extrato de H. brasiliense frente a espécies estafilocdcicas, dentre os quais,
nenhum se dedica as espécies de cunho veterinario e com potencial zoonético como S.
pseudintermedius, S. coagulans e S schleiferi. Diante desse fato, mais pesquisas devem
ser realizadas a fim de elucidar os mecanismos pelos quais ocorre a atividade antibiofilme
apresentada por essa espécie assim como andlises de sua atuacdo frente a cepas

veterindrias.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo avaliou o perfil antibacteriano e antibiofilme do extrato
hexanico de Hypericum brasiliense frente as cepas de Staphylococcus schleiferi
Staphylococcus coagulans e Staphylococcus pseudintermedius.

Foi possivel observar a capacidade do extrato em inibir o crescimento (obteve
valores de Concentracdo Minima Inibitoria - CMI) e ainda agirem matando as células
bacterianas (obteve valores de Concentracdo Minima Bactericida - CMB) nas amostras
bacterianas estudadas.

Ainda foi possivel observar de forma conclusiva a atividade antibiofilme do
extrato de H. brasiliense, evidenciada nos momentos em formag&o, pré formado jovem e
pré formado maduro.

Na andlise da proliferacdo do biofilme e nas imagens capturadas por Microscopia
Eletrnica de Varredura, foi possivel confirmar que o extrato H. brasiliense foi capaz de
reduzir significativamente a proliferacdo do biofilme em todas as trés amostras
analisadas, se mostrando uma possivel alternativa terapéutica que pode contribuir para o
tratamento eficaz dos casos de piodermite canina e otite canina associada a essas cepas

estafilococicas.
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9. APENDICES E ANEXOS

Apéndice 1 - Réplicas utilizadas para a elaboragéo dos gréficos do experimento

biofilme em formac&o. Leitura realizada em leitor de ELISA (BioTek) a 570nm.

Biofilme em
formacao
Hypericum brasiliense Vancomicina Controle Negativo
ED99 CMI | 00855 | 0,0435 | 0,1015 | 0,09 | 0,09 | 0,064
EDY9%CMI | 9082 | 0,079 | 0,098 | 2,688 | 2,519 | 2,28 2,237 | 2,238 | 2,241
ED99Y2CMI | 0079 | 0,074 | 0,13 | 2,096 | 2,335 | 2,234
ED99'sCMI | 0084 | 0,053 | 0,12 | 2,138 | 2,307 | 2,042
SD84 CMI 0,125 | 0,031 | 0,083 | 2,731 | 2,678 | 2,483
SD84 %2 CMI | 09,0855 | 0,0895 | 0,0935 | 1,975 | 2,714 | 2,39 1,946 | 1,947 | 1,946
SD84 % CMI | 01175 | 0,0595 | 0,0935 | 2,375 | 2,57 | 2,002
SD84'/sCMI | 0067 | 0,126 | 0,078 | 1,53 |0,1424 | 2,07
Sb42 CMI 0,031 | 0,07 | 0,105 | 0,396 | 0,25 | 0,788
SD42% CMI | 0067 | 0,065 | 0,113 | 0,596 | 0,588 | 0,443 1,991 | 1,990 | 11991
SD42 % CMI | 00985 | 0,0785 | 0,0985 | 1,276 | 0,896 | 0,636
SD42'/sCMI | 9 0815 | 0,0885 | 0,0965 | 0,708 | 0,597 | 1,552
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Apéndice 2 - Réplicas utilizadas para a elaboragdo dos graficos do experimento

biofilme pré formado jovem. Leitura realizada em leitor de ELISA (BioTek) a 570nm.

Biofilme pré

formado

jovem Hypericum brasiliense Vancomicina Controle Negativo
ED992XCMI | 0642 | 0,769 | 0,587 | 0,565 | 0,46 | 0,521
ED99 CMI 0,713 | 0,574 | 0,681 | 2,775 | 4,706 | 4,724 1,7956 | 1,7956 | 1,7956
ED99 % CMI | 05765 | 0,7925 | 0,8325 | 2,678 | 4,764 | 4,782
ED99 % CMI | 0661 | 0,552 | 0,715 | 2,716 | 3,705 | 3,422
SD842XCMI | 0934 | 0,75 | 0,799 | 1,523 | 1,719 | 1,413
SD84 CMI 0,525 | 0,441 | 0,636 | 2,532 | 1,773 | 2,001 2,566 | 2,489 | 1,754
SD84%2CMI | 0229 | 0,67 | 0,597 | 2,234 | 2,31 | 2,443
SD84 % CMI | 06135 | 0,7815 | 0,6905 | 1,385 | 2,849 | 2,458
SD422X CMI | 05305 | 0,5315 | 0,2955 | 1,85 | 0,632 | 1,099
SD42 CMI 0,328 | 0,275 | 0,442 | 2,56 | 2,636 | 2,373 2,704 |3,334 |2,369
SD42% CMI | 04625 | 0,5605 | 0,5025 | 2,698 | 2,649 | 2,668
SD42%:CMI | 09835 | 0,6815 | 0,5085 | 2,92 | 2,917 | 2,714
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Apéndice 3 - Réplicas utilizadas para a elaboragdo dos graficos do experimento

biofilme pré formado maduro. Leitura realizada em leitor de ELISA (BioTek) a 570nm.

Biofilme pré

formado

maduro Hypericum brasiliense Vancomicina Controle Negativo
ED99 2X CMI | 0,4285 | 0,7955 | 0,9605 | 2,412 | 2,294 | 2,282
ED99 CMI 0,862 | 1,082 | 0,778 | 2,474 | 2,354 | 2,337 1,9246 | 1,9246 | 1,9246
ED992CMI | 09985 | 1,1715 | 1,2405 | 2,192 | 2,151 | 2,473
EDI9%:CMI | 03755 | 1,1855 | 0,7775 | 2,35 | 2,273 | 2,425
SD84 2X CMI | 0,075 | 0,055 | 0,075 | 0,184 | 0,223 | 0,151
SD84 CMI 0,131 | 0,131 | 0,123 | 0,185 | 0,141 | 0,162 0,159 |0,159 | 0,159
SD84 % CMI 101645 | 0,1395 | 0,1285 | 0,138 | 0,172 | 0,176
SD84 % CMI | 01565 | 0,1545 | 0,1355 | 0,148 | 0,198 | 0,156
SD422XCMI | 0585 | 0,34 | 0,429 | 2,715 | 2,926 | 2,606
SD42 CMI 2,749 | 2,646 | 2,845 | 2,848 | 3,013 | 2,825 2,556 |3,018 | 2,928
SD42%CMI | 2564 | 2683 | 2,272 | 2,712 | 2,923 | 2,395
SD42%.CMI | 2569 | 238 | 2,62 | 2853 | 2939 | 2,83




