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RESUMO

As infec¢des associadas aos cuidados de saude (IRAS) apresentam impacto
sobre letalidade hospitalar, duragdo da internagao e custos adicionais onerando
o sistema de saude. Biofilmes sdo responsaveis pela patogénese das IRAS
principalmente por terem a facilidade de se aderirem a uma superficie
produzindo matriz extracelular que facilita a comunicagdo microrganismo-
microrganismo aumentando a sua resisténcia a antimicrobianos. Sabendo que
extratos de plantas da Caatinga ricos em diterpenos sdo popularmente usados
como antimicrobianos este estudo investigou a atividade antimicrobiana e
antibiofilme do extrato isolado da casca do Croton blanchetianus. No estudo foi
analisado o CIM, CMB, atividade metabdlica, a cinética de morte das estipes de
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa € Candida albicans isoladas
e combinadas entre si. Foram analisadas também as alteragdes morfoldgicas
através da microscopia eletrénica de varredura e viabilidade celular bacteriana
por microscopia confocal a laser combinada com LIVE/DEAD. Para comprovar
que o acido hardwickiico ndo possui toxicidade frente a células eucariontes,
foram testadas as células de queratinécitos e fibroblastos. Nossos resultados
sugerem que o extrato rico em diterpeno clerodano, o acido hardwickiico
interfere no crescimento plancténico e de biofiimes mono e multiespécie por
interacdo com a membrana microbiana e com estruturas presentes na matriz
extracelular. Tal fato reforca a idéia de que diterpenos sdo promissores
antimicrobianos e que o resultado disso € de suma relevancia para a prospecgao

de uma nova molécula antimicrobiana.

Palavras-chave: acido hardwickiico; biofilme; biofilme misto; diterpeno.



ABSTRACT

Health care-associated infections (HAIs) have an impact on hospital mortality,
length of hospital stay and additional costs that burden the health system.
Biofilms are responsible for the pathogenesis of HAls mainly because they have
the facility to adhere to a surface producing an extracellular matrix that facilitates
microorganism-microorganism communication, increasing its resistance to
antimicrobials. Knowing that extracts from Caatinga plants rich in diterpenes are
popularly used as antimicrobials, this study investigated the antimicrobial and
antibiofilm activity of the extract isolated from the bark of Croton blanchetianus. In
the study, CIM, CMB, metabolic activity, death kinetics of Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa and Candida albicans strains were isolated
and combined. Morphological changes were also analyzed using scanning
electron microscopy and bacterial cell viability by laser confocal microscopy
combined with LIVE / DEAD. To prove that hardwickic acid has no toxicity to
eukaryotic cells, keratinocyte and fibroblast cells were tested. Our results suggest
that the extract rich in clerodane diterpene, hardwickic acid interferes with
planktonic and mono and multispecies biofilm growth by interaction with the
microbial membrane and with structures present in the extracellular matrix. This
fact reinforces the idea that diterpenes are promising antimicrobials and that the
result is of paramount importance for the prospect of a new antimicrobial

molecule.

Keywords: hardwickiic acid; biofilm; multispecies biofilm; diterpene.
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1 INTRODUCAO
1.1 Infecgdes associadas aos cuidados de saude (IRAS)

As infecgbes associadas aos cuidados de saude (IRAS) sdo adquiridas
pelos pacientes quando recebem cuidados e sdo os eventos adversos mais
frequentes que afetam a seguranga dos pacientes em todo o mundo. As IRAS
comuns incluem infecgdes de urina, toérax, sangue e feridas. As IRAS sao causadas
principalmente por microrganismos resistentes aos antimicrobianos comumente
usados, que podem ser multirresistentes (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2018).

De acordo com a Organizagao Mundial de Saude, a qualquer momento
existem mais de 1.4 milhdes de pessoas doentes com IRAS, representando entre 5
e 10% de todos os doentes admitidos em hospitais em paises desenvolvidos e até
25% em paises em desenvolvimento (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018).

As taxas de mortalidade relacionadas a infecgdo hospitalar variam
conforme a topografia, a doenca de base, etiologia, entre outros. Algumas regides
brasileiras, o indice de mortalidade por sepse pode chegar a 70%. Estima-se que
400 mil novos casos sao diagnosticados por ano e 240 mil pessoas morrem,
anualmente, nas UTls brasileiras apds terem seus quadros de infec¢gdo agravados.
(INSTITUTO LATINO AMERICANO DE SEPSE, 2019). E de extrema relevancia no
contexto da vigilancia e monitoramento das IRAS a resisténcia aos antimicrobianos,
que vem sendo discutida em todo o mundo e consiste em um dos mais sérios
problemas de saude da atualidade, uma vez que infecgbes causadas por bactérias
resistentes a multiplas classes de antimicrobianos tem se tornado cada vez mais
comum. Desde 2001 a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) chama a atencgéo
para um problema mundial: a crescente resisténcia bacteriana aos antimicrobianos,
especialmente para as infecgdes associadas aos cuidados a saude (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2016).

O mau uso desses farmacos leva ao aparecimento de microrganismos
resistentes, que se acumulam e se disseminam, representando um sério risco para a

populacao, por reduzirem as opgdes de farmacos efetivos para o tratamento de
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infecgdes, aumentarem as complicagdes clinicas de pacientes hospitalizados e
prolongar o tempo de estadia hospitalar, elevando os custos direcionados a
recuperacao dos pacientes doentes e com saude publica (SIQUEIRA, 2004).

A resisténcia bacteriana € considerada um problema de saude publica
mundial, realidade para a qual tém sido propostas diversas iniciativas de controle.
Assim, a continua emergéncia de microrganismos resistentes nas instituicbes de
saude constitui-se um grande desafio mobilizando 6rgaos nacionais e internacionais

de vigilancia e controle epidemioldgicos (OLIVEIRA, 2009).

1.2 Biofilmes

Os biofilmes sdo comunidades microbianas complexas estabelecidas em
uma ampla variedade de superficies que sdo geralmente associadas a uma matriz
extracelular composta por varios tipos de biopolimeros (ABEE et al., 2010).

A formacao do biofilme ocorre por uma série de eventos sequenciais, em
que a adesao inicial de bactérias planctonicas a superficie (processo reversivel) é
seguida por subsequente proliferacdo e acumulo de camadas de células e,
finalmente, pela formagdo da comunidade microbiana (processo irreversivel),
embebida em matriz de exopolissacarideo produzida por si mesma (CAIXETA,
2008).

Os biofilmes podem ser produzidos por varias espécies ou por uma unica
espécie microbiana. O estado do biofilme aumenta a resisténcia dos microrganismos
residentes aos agentes antimicrobianos, produzindo substancias poliméricas
extracelulares (CAO et al., 2019).

A dindmica de formacdo de um biofilme ocorre em fases distintas.
Inicialmente os colonizadores primarios aderem a superficie e passam a se
desenvolver originando pequenas colbnias sintetizando matriz extracelular que serve
de substrato para aderéncia para microrganismos secundarios que podem ou nao
ser da mesma estirpe formando agregados (RICKARD et al., 2003). Apds o biofilme
formado, ocorre a troca de substancias entre 0 meio interno e externo através do
gradiente de concentragdo, e pelos sinalizadores produzidos pelos micro-

organismos, fazendo com que o EPS seja seletivo, e as bactérias mais internas
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tenham o metabolismo menos ativo doa que as bactérias das extremidades (Figura
1). Durante a patogénese, os microrganismos liberam sinais que regulam os genes
relacionados a viruléncia e patogenicidade. Tais bactérias coordenam seu
comportamento virulento em um fendmeno dependente da densidade celular
denominado quorumsensing (QS). Por outro lado, os micrébios interferem no
sistema QS, extinguindo os sinais, denominados quorumquenching (QQ). Como
consequéncia da QS interrompida, os patdgenos se tornam suscetiveis a antibioticos
e medicamentos (KALIA; PUROHIT, 2011) (Figura 2).

A etapa de dispersao das porcdes do biofilme conhecidos por eroséo, em
acontece em determinadas situagcdes onde o ambiente pode nido se encontrar
favoravel, por alteracbes ambientais, devido a programacgao celular exercidas pelas
proprias bactérias, processos de abrasdo ou devido a constantes colisbes que
ocorrem entre a superficie do biofilme e o meio em que se encontra (XAVIER et al,
2005; MENOITA et al., 2012; TRENTIN; GIORDANI; MACEDO, 2013).

Figura 1 - Estrutura do biofilme bacteriano e suas fases de formacao.

’ 4b. Perdas de

Células bactenianas Mero liquido

planctonicas

agregados

Entrada de nutrientes
Saida de produtos

4a. E't;rd;lh‘

por erosdlo

|, Adesio
inicial

2. Crescmmento, divisio e produgio Biofilme ™ Substrato

de EPS por todo o biohilme FPs
Fonte: Adaptado de Menoita ef al. (2012).

Os exopolissacarideos da substancia polimérica extracelular (EPS) sao
considerados componentes importantes que determinam a estrutura e a integridade

funcional do biofilme microbiano. A EPS age como barreira defensiva, protegendo as
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células para que ndo sejam arrastadas pelo fluxo de substancias, auxiliando a célula
a resistir a condigdes de stress multiplo, tais como a diminuicdo de nutrientes e
agua, a presenca de biocidas e outros agentes antimicrobianos e condi¢cdes
ambientais. Em alguns casos, o SPE é capaz de captar cations, metais e toxinas,
conferindo, também, protecdo contra radiacbes UV, alteracbes de pH, choques
osmoticos etc. Assim, a matriz polimérica é a responsavel pela morfologia, estrutura,
coesao, integridade funcional dos biofilmes e a sua composi¢céo determina a maioria
das propriedades fisico-quimicas e bioldgicas dos biofiimes (FLEMMING; NEU;
WINGENDER, 1999).

Existe também a percepcdao do biofiime ndo como uma massa de
bactérias e/ou outros microrganismos, mas essencialmente uma massa composta
majoritariamente por substancia polimérica extracelular, na qual se alojam e
desenvolvem estas entidades e € um fator fundamental na adequacao da estratégia
de tratamento (MENOITA et al., 2012).

Figura 2 - Representacdo didatica das interagdes de quorum sensing e
quorum quenching no biofilme maduro.
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Fonte: Beitelshees et al. (2018).

1.3  Biofilme multiespécie
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Biofilmes multiespécie podem ser definidos como um conjunto variado de
organismos (fungos, bactérias e virus) que estabelecem uma relagéo entre si e sao
revestidos por uma matriz, geralmente constituida por polissacarideos (PETERS et
al., 2012). As etapas da formagao do biofilme multiespécie sdo: (Figura 3-a) a
adesao dos colonizadores primarios; (Figura 3-b) crescimento e divisdo celular e
producdo da matriz de polissacarideo extracelular (EPS); (Figura 3-c) co-adesao de
células individuais, células ou grupos de células idénticas para formar o

biofimejovem multiespécie e (Figura 3-d) a maturagéo do biofilme multiespécie.

Figura 3 - Etapas da formagao de um biofilme multiespecie.
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[ el Y-
Coadesao Coadesio

_°—|
| Substrato Substrato |
Fonte: Adaptado de Rickard et al. (2003).

Existe um aumento crescente no interesse em estudar as interagdes entre
Candida e bactérias, ja que estas podem variar de um simples antagonismo e
parasitismo, a associagdes do tipo patogénicas (EL-AZIZI; STARKS; KHARDOR,
2004).

C. albicans é capaz de formar biofilmes polimicrobianos com diferentes
especies microbianas. Muitas espécies bacterianas demonstraram estabelecer uma

relagéo sinérgica com C. albicans: por exemplo, em alguns casos, C. albicans pode
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aumentar a resisténcia bacteriana aos antibiéticos, ou permitir a sobrevivéncia e
crescimento de bactérias anaerdbicas em condigdes aerdbicas. A viruléncia desses
patdogenos oportunistas também pode ser influenciado por interagées entre os
reinos: por exemplo, a associacdo entre C. albicans e S. aureus aumenta a
letalidade de infecgcbes. Essas observagdes apontam que o estudo inter-reino nas
interagdes dentro de biofilmes & de extrema importancia (COSTA-ORLANDI, 2017).

Estudos in vitro de interagdes fisicas indicam que P. aeruginosa se liga
preferencialmente a forma filamentosa da C. albicans (HOGAN; KOLTER, 2002). A
capacidade das bactérias em distinguir entre os diferentes morfotipos de fungos séo
provavelmente devidos a especificidade na parede celular das proteinas de
superficie (BRAND et al., 2008, CHAFFIN et al., 1998). Como por exemplo, as
manoproteinas localizadas ao longo da superficie dos filamentos que permitem que
as condi¢des acido-base sejam favoraveis facilitando a aproximagédo das células
bacterianas (EKATERINA S. OVCHINNIKOVA et al., 2012); ligagdo a quitina por P.
aeruginosa a proteina também desempenha um papel sinalizador facilitando a
adesédo da bactéria aos filamentos de C. albicans alimentando-se dos nutrientes do
fungo quando o meio encontra-se deficiente de nutrientes (Ovchinnikova et al.,
2013).

Peleg, Hogan e Mylonakis (2010) afirmam que os microrganismos que
habitam um ambiente polimicrobiano aumentam seus mecanismos de resisténcia
através do contato célula-célula, trocas quimicas, utilizacdo de subprodutos,
alterando a resposta imune do hospedeiro, aprofundando nosso conhecimento a
respeito da patogénese microbiana, favorecendo novas probabilidades de estudo
sobre novas vias de estudo para desenvolvimento de novas drogas antimicrobianas
(Figura 4).
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Figura 4 - Representacéao didatica das interagbes entre fungos e bactérias.

a) Contato célula-célula b) Trocas quimicas
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Fonte: Adaptado de Peleg, Hogan e Mylonakis (2010).

1.4 IRAS por biofilmes de Staphylococcus aureus

Das muitas espécies do género Staphylococcus, S. aureus é considerado
um dos patdégenos mais importantes responsaveis por infec¢des nosocomiais. Sao
cocos gram-positivos, sem formacédo de esporos, catalase e coagulase-positivos,
imoéveis, anaerdbios facultativos (BROWN et al., 2012).

A bactéria S. aureus é mais recorrente em ambientes hospitalares. S.
aureus resistente a meticilina (MRSA) causa até 60% de infecgdo no trato urinario
(ITU) em hospitais (SIDDIQUI; KOIRALA, 2019). A América do Norte tem a maior
taxa de S. aureus resistente a meticilina entre 1998-2004 (ELLIOTT; JUSTIZ-
VAILLANT, 2019).

No cenario clinico, S. aureus forma biofilmes nas superficies do cateter
(cateteres intravenosos, cateteres urinarios, cateteres de teste etc.) e dispositivos

médicos implantados (derivacbes de fluidos, préteses articulares e proteses
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articulares etc.) (SURESH; BISWAS; BISWAS, 2018). Um estudo de Herrmann et
al. (1988) mostra que S. aureus aumentou a aderéncia aos dispositivos de
fibronectina, fibrinogénio e laminina por via intravenosa, ou pode ser um dos fatores
que causam a patogénese da infec¢do. As infecgbes sdo iniciadas quando uma
violagédo da barreira cutdnea ou da mucosa permite o acesso a esse filtro de tecido

nos tecidos adjacentes ou na corrente sanguinea (LOWY, 1998).

1.5 IRAS por biofilmes de Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa contribui com 11% de todas as infecg¢des
hospitalares, o que resulta em altas taxas de mortalidade e morbidade. E um
organismo gram-negativo nao fermentador que causa doencas especialmente
entre pessoas comprometidas pelo sistema imunoldgico. Os locais de colonizagéo
sdo rim, trato urindrio e trato respiratério superior. E uma causa de infecgdes
cirurgicas e de feridas, pneumonia, fibrose cistica e bacteremia. Alguns fatores
importantes de viruléncia sdo aderéncias, hemolisinas, exotoxinas, proteases e
sideréforos (KHAN; AHMAD; MEHBOOB, 2015).

P. aeruginosa é conhecido por sua capacidade de se disseminar em
dispositivos médicos, ambiente hospitalar e até mesmo desinfetantes (XU et al.,
2013). Essa bactéria tem uma caracteristica marcante de ser resistente a uma
enorme variedade de antimicrobianos (CARMELI et al., 1999), e as infecgdes
causadas por esse organismo sdo mais dificeis de erradicar ou controlar por causa
disso. Além disso, P. aeruginosa pode se tornar resistente a antibiéticos amplamente
utilizados na clinica, utilizando mecanismos de resisténcia, como mostra o estudo de
Riou et al. (2015), em que a bactéria pode ter uma superexpressdo de genes que
codificam transportadores de efluxo quando em contato com alguns antibiéticos
amplamente utilizados na pratica clinica, e essa superexpressao aumenta a média
de CIMs que podem estar associadas a resisténcia a varios medicamentos. Além
dos problemas mencionados, P. aeruginosa € capaz de formar biofilme, que € um
importante fator de viruléncia, causando maior resisténcia aos antimicrobianos

(ROCHA et al., 2019). Balasubramanian et al. (2012), mostra que, com o tempo, o
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biofilme de P. aeruginosa apresenta um aumento de sua resisténcia a piperacilina
em aproximadamente 50%, sendo superior a resisténcia adquirida pelas células

plancténicas (25%).

1.6 IRAS por biofilmes de Candida albicans

Candida albicans é o segundo maior agente de infecgdo por fungos do
mundo (BROWN et al., 2012) e é responsavel pela candidiase, que esta entre as
terceira e quarta infecgbes mais comuns no mundo (PFALLER; DIEKEMA, 2007).

Existem varias manifestacdes infecciosas de Candida spp, as principais
sdo por Candida albicans, associadas a formacao de biofilme em dispositivos
médicos  implantaveis (BROWN, 2012; SIDDIQUI; KOIRALA, 2019;
ELLIOTT;JUSTIZ-VAILLANT, 2018). Diferentes biomateriais podem ser utilizados
como suporte para a formacao de biofilme de C. albicans e, de maneira alarmante, o
aumento da incidéncia de candidiase € praticamente paralelo ao uso crescente de
uma ampla variedade de dispositivos médicos (XU et al., 2013).

Os biofilmes de Candida tém importantes repercussoes clinicas devido a
sua maior resisténcia a terapia antifungica e a capacidade das células de biofiime de
resistir as defesas imunoldgicas do hospedeiro (RAMAGE et al., 2005). De fato,
C.albicans possui varios mecanismos de resisténcia, como por exemplo, receptores
de reconhecimento de células imunes do hospedeiro (KERNIEN et al., 2017;
MITCHELL; ZARNOWSKI; ANDES, 2016), inibicdo do amortecimento da migragao
de células de defesa, inibicdo de mecanismos de imunidade do hospedeiro e
amortecimento da migracdo de macréfagos (JOHNSON et al., 2016),a fim de aliviar
ou cessar a agao de antifungicos e o sistema imunologico do hospedeiro
(KATRAGKOU et al.,, 2010). Assim, os biofilmes dessa espécie tém um impacto
adverso na saude dos pacientes, com frequéncia e gravidade crescentes (BECK-
SAGUE; JARVIS, 1993; WILSON et al., 2002).

1.7 IRAS por biofilmes multiespécie
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Embora seja responsavel por doengas que s&o notavelmente diferentes
em termos de fisiopatologia e gravidade, Staphylococcus coagulase-negativo e
Staphylococcus aureus estao entre as espécies mais comumente isoladas junto com
C. albicans.C. albicans e S. aureus podem ser isolados independentemente ou co-
isolados de varios dispositivos médicos, como dentaduras, proteses de voz,
implantes, tubos endotraqueais, tubos de alimentacido e, mais comumente, cateteres
(HARRIOTT; NOVERR, 2009). De acordo com dados da literatura, 27% das
infeccbes nosocomiais da corrente sanguinea causados por C. albicans sao
polimicrobianas, sendo S. aureus o terceiro organismo mais comum isolado em
conjunto com C. albicans. Como outro exemplo, ele também foi relatado que
espécies de Candida e S. aureus podem causar superinfecgcdes nos pulmdes de
pacientes com fibrose cistica, formando biofiimes mistos. No geral, biofilmes
polimicrobianos formados por esses microrganismos em dispositivos médicos
implantados (IMDs) bem como nos tecidos do hospedeiro sdo uma preocupacéo real
(KLOTZ et al., 2007; SHIRTLIFF; PETER; JABRA-RIZK, 2009).

Por serem mais dificeis de ser tratadas, as infecgbes ocasionadas por
biofilmes polimicrobianos, a interagdo entre bactérias e fungos podem apresentar
propriedades distintas das infeccbes ocasionadas por uma Uunica espécie de
microrganismo. Esses biofilmes podem ser mais resistentes como resultado da
composi¢cao de uma matriz mais complexa, e supde-se que este tipo de infeccao
apresente perfis diferentes de resisténcia a antibidticos (WARGO; HOGAN, 2006).

Estudos sobre interagbes fungo-bacterianas fornecem insights sobreo
espectro de interagdes que podem ocorrer entre microrganismos, e isso oferece
ideias para a consideracado estratégias de tratamento do paciente e no campo da
prospecc¢ao de medicamentos (LINDSAY; HOGAN, 2014).

1.8 Produtos Naturais

A natureza, de um modo geral, € a responsavel pela produgcdo da maioria
das substancias organicas conhecidas, entretanto, o reino vegetal é responsavel
pela maior parcela da diversidade quimica conhecida e registrada na literatura. A

variedade e a complexidade das micromoléculas que constituem os metabdlitos
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secundarios de plantas e organismos marinhos ainda sao inalcangaveis por métodos
laboratoriais. Isto seria a consequéncia direta de milhdes de anos de evolugéo,
atingindo um refinamento elevado de formas de protecédo e resisténcia as
intempéries do clima, poluicdo e predadores (MONTANARI, 2001).

Por possuir a mais rica biodiversidade do mundo com aproximadamente
20% do numero total de espécies, o Brasil detém um imenso patrimdnio genético, ja
raro nos paises desenvolvidos. Atualmente apresenta valor econémico inestimavel
principalmente no campo de desenvolvimento de novos medicamentos (CALIXTO,
2003). Varios estudos sugerem que extratos de plantas exibem atividade
antimicrobiana e antibiofilme. Atualmente, os produtos vegetais tém encontrado
ampla aplicagcdo na area médica e alimenticiacomo alternativas a terapia
convencional. Extratos de plantas de varias espécies vegetais, incluindo ervas
culinarias comuns e de uso na medicina popular, estdo sendo estudados
extensivamente, para isolar e caracterizar seus compostos bioativos (SHAN et al.,
2007).

Extratos vegetais tém sido utilizados para uma ampla variedade de
propdésitos por muitos anos; recentemente, eles geraram amplo interesse como fonte
de antimicrobianos naturais, pois tradicionalmente, os seres humanos usam extratos
brutos de diferentes partes das plantas como casca, folhas, semente e caule como
agentes curativos, sendo também utilizado para tratamento de doencgas infecciosas
causadas por micrébios resistentes a antibiotico por existir um consenso geral que
os metabdlitos secundarios presentes nos extratos das plantas podem inibir
bactérias, fungos e virus (RAKHOLIYA; KANERIA; CHANDRA, 2013).

Os metabdlitos secundarios desempenham um papel fundamental nas
plantas, regulando, equilibrando, adaptando-se a habitats, fatores fisicos e climaticos
e protegendo contra patégenos e predadores. Em vista da grande extenséo territorial
do Brasil e dos diferentes habitats em que as plantas tiveram que se adaptar durante
sua evolugdo, é sabido que a flora brasileira possui uma diversidade quimica
extraordinaria, porém pouco explorada, que poderia ser usada para o

desenvolvimento de biomassa e produtos a base de plantas, incluindo produtos
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farmacéuticos, cosméticos, suplementos alimentares e pesticidas agricolas (VALLI,
RUSSO; BOLZANI, 2018).

1.8.1 Género Croton

Croton € um amplo género da familia Euphorbiaceae, compreendendo
cerca de 1.300 espécies de arvores, arbustos e ervas distribuidos em regides
tropicais e subtropicais de ambos os hemisférios. A quimica do Croton é
consideravelmente diversa sendo os terpenoides os constituintes metabdlicos
secundarios predominantes no género, principalmente os diterpenos, como ésteres
de forbol, clerodanos, labdanos, caurano, traquilobanos, pimarano etc. (SALATINO
et al., 2007). Varias espécies ha muito tempo desempenham papel importante nos
usos tradicionais de plantas medicinais, apresentando atividade biolégica que
incluem tratamento de céancer (PEREIRA et al., 2002), diabetes (CAMPOS et al.,
2002), hipertensdao (GUERREIRO et al, 2001), inflamacdo (AGUILAR-
GUADARRAMA; RIOS, 2004), ulceras (MURILLO et al., 2001), disenteria
(NGAMROJNAVANICH et al., 2003), entre outras enfermidades.

1.8.2 Croton blanchetianus

Croton blanchetianus Baill (Figura 5), conhecida popularmente como
marmeleiro comum, marmeleiro preto, marmeleiro do mato e mermeleiro, ocorre em
vegetacao de Caatinga (Figura 6) e apresenta potencial para uso terapéutico, como
em casos de edema, hemorragia, hemoptise, dor de estbmago, vomitos e diarréia
(FRANCO; BARROS, 2006; GOMES, 2006; MATOS, 1999). Na Tabela 1 & descrita

a taxonomia da espécie Croton blanchetianus.



Tabela 1 - Taxonomia do Crotonblanchetianus.

Nome cientifico Crotonblanchetianus
Autoria Baill

Sinénimo CrotonsonderianusMull. Arg
Familia Euphorbiacea

Género Croton

Espécie Crotonblanchetianus

Fonte: SiBBr (2019).

Figura 5 - Aspectos gerais das folhas, inflorescéncias e frutos do Croton
blanchetianus.

Fonte: RCPol (2019).
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Figura 6 - Distribuicdo geografica do Croton blanchetianus.

Fonte: SiBBr (2019).

1.8.3 Diterpeno clerodano

Os clerodanos sdao a classe de diterpenos mais diversificada em
eudicotiledéneas (Figura 7). Com mais de 800 compostos isolados, possuem
atividade bioldégica com acido antibacteriana, antiviral, antitumoral, antiulcérica e
psicotropica (GRYNBERG et al., 1999; MACIEL et al., 1998; CAMPOQOS et al., 2010).

Silveira (1991) isolou e caracterizou o acido hardwikiico (Figura 8) — que é
da classe dos clerodanoscom fémula C20H2802 e massa molar 316,4g/mol — a partir
da resina organica extraida das raizes do Croton blanchetianus que apresentou

atividade antimicrobiana em ensaios bioldgicos qualitativos.
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Figura 7 - Constituintes metabdlicos secundarios do género Croton.
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Fonte: Wen-Hui Xu et al. (2018).

Figura 8 - Estrutura do acido hardwickiico.

Fonte: Elaborado pela autora.

Com surgimento de bactérias patogénicas resistentes a antibidticos e
multidrogas criou-se a necessidade do desenvolvimento de novos medicamentos e
alvos de drogas, por conseguinte, medidas para evitar a resisténcia bacteriana,
como o uso racional dos antibidticos, prevencao de infecgdes bacterianas, controle e
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prevengdo da disseminagdo de microrganismos resistentes sdo essenciais, assim
como a busca por novos metabdlitos ativos contra diferentes microrganismos
patogénicos devem ser ativas e continuas (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010;
DUARTE et al., 2009).

Neste contexto, muitos estudos tém demonstrado que o préprio meio
ambiente funciona como um grande reservatério de genes de resisténcia a
antimicrobianos. A resisténcia a antibidticos tem sido observada em varios
ambientes aquaticos incluindo rios e areas costeiras, esgoto domeéstico, esgoto
hospitalar, sedimentos, aguas superficiais, lagos, oceanos e agua potavel, bem
como em solos (CAUMO et al., 2010).

Considerando a importancia dos extratos de Croton ricos em metabdlitos
secundarios como fonte de matéria-prima para prospeccao de novos medicamentos
existe a necessidade de aprofundamento nesse tipo de estudo, visto que, o aumento
da incidéncia de infecgdes microbianas resistentes a antibiéticos adquiridas tanto na

comunidade quanto nos hospitais tem chamado a atengdo da comunidade de saude.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar o potencial biotecnologico extrato composto majoritariamente por
acido hardwickiico (CBCC) isolado de Crofon blanchetianus como agente preventivo
e controlador em células plancténicas, biofilmes mono espécie e biofilmes

multiespécie.

2.2 Especificos

a) Avaliar a atividade inibitéria do crescimento espécies bacterianas como
S. aureus ATCC700698, S. aureus ATCC25923, P. aeruginosa ATCC
9027, P. aeruginosa ATCC10145 quando expostos ao extrato;

b) avaliar a atividade microbicida minima de espécies bacterianas como
S. aureus ATCC700698, S. aureus ATCC25923, P. aeruginosa ATCC
9027, P. aeruginosa ATCC10145 quando expostos ao extrato;

c) avaliar a atividade microbicida minima de da espécie fungica Candida
albicans ATCC90028 quando expostos ao extrato;

d) avaliar a atividade inibitoria do crescimento da espécie fungica Candida
albicans ATCC90028 quando expostos ao extrato;

e) avaliar a inibicdo da formacgao de biofilmes monoespécie de S. aureus
ATCC700698, S. aureus ATCC 25923, P. aeruginosa ATCC 9027, P.
aeruginosa ATCC10145.

f) avaliar a inibicdo da formagédo de biofilmes monoespécie de Candida
albicans ATCC90028

g) verificar a inibicdo da formagdo de biofiime misto entre espécies
bacterianas e Candida na presencga de extrato;

h) avaliar a atividade do extrato frente a biofilmes bacterianos
monoespécies de S. aureus ATCC700698, S. aureus ATCC 25923, P.
aeruginosa ATCC 9027, P. aeruginosa ATCC10145 pré-formados.
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i) avaliar a atividade do extrato frente a biofilmes monoespécie de
Candida albicans ATCC90028 pré-formado

j) avaliar a atividade do extrato frente a biofilmes multiespécie pré-
formados

k) examinar as possiveis alteragcbes morfolégicas na estrutura dos
microrganismos expostos ao extrato através de microscopia eletronica
de varredura;

l) examinar as possiveis alteracbes na viabilidade dos microrganismos
expostos ao extrato através de microscopia eletrbnica confocal
utilizando o kit live/dead;

m) investigar a toxicidade do CBCC frente fibroblastos e queratindcitos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Extrato hidroalcéolico da casca do caule de Croton blanchetianus

O extrato da casca do caule com o acido hardwickiico como componente
majoritario foi cedido pelos professores Dr. Edilberto Silveira e Dr. Francisco Serra
do Laboratério de Analise Fitoquimica de Plantas Medicinais (LAFIPLAN [) —

Universidade Federal do Ceara.

3.2 Microrganismos e condigdes de cultura

Os microrganismos utilizados neste estudo incluiram bactérias gram-
positivas: Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Staphylococcus aureus ATCC
700698, bactéria gram-negativa: Pseudomonas aeruginosa ATCC10145 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC9027, leveduras: Candida albicans ATCC90028
Colecgao Cultura (ATCC).

As bactérias foram cultivadas em meio Trypticase Soy Agar (TSA, KASVI)
e incubadas a 37°C por 24h. Apés o crescimento em meio solido, uma col6nia
isolada foi removida e inoculada em 10 mL de Trypticase SoyBroth (TSB, KASVI) e
incubada por 18 h a 37°C sob agitacao constante a 120 rpm. Antes da utilizagao, a
concentragdo de células de cada inoculo foi ajustado a 2:-10° células/mL utilizando
um espectrofotdbmetro (620nm) e as curvas de calibragdo previamente determinada
para cada bactéria. As condicdoes de levedura foram as mesmas que as
mencionadas anteriormente; no entanto, foi utilizado o meio de cultura Agar de
Dextrose Sabouraud e Caldo (SDA e SDB, respectivamente; Kasvi), e a
concentragdo de cada inoculo de levedura foi ajustada a 2:10° células/mL na cdmara

de Neubauer contadas nos 5 quadrandres em diagonal do quadrante central.

3.3 Linhagens celulares e condigdes de cultura
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As estirpes L929 (fibroblastos murinos) e HaCat (queratinécitos
humanos), ambas obtidas da ATCC® (American Type Culture Collection, EUA),
foram obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). As células foram
cultivadas em frascos de cultura de células T-75 contendo meio DMEM (GE-
Hyclone®) suplementado com soro fetal de carne bovina a 10% (SFB) (GIBCO®- Life
Technologies), L-glutamina 1%, penicilina 100 U/mL e Estreptomicina 100 ug/mL
(GIBCO®- Life Technologies) e mantido a 37°C em uma atmosfera de 95% de
umidade e 5% de CO2. O meio foi trocado a cada trés dias e apds atingir 80% de
confluéncia, as células foram submetidas a tripsina (tripsina a 0,025%/EDTA a 0,1%)

para ensaios de subcultura e/ou viabilidade.

3.4 Determinacao da concentragao inibitéria minima (CIM) e da

concentragao microbicida minima (CMM) do extrato

A avaliacao da atividade antibacteriana do CBCC foi realizada segundo o
ensaio de microdiluicdo em caldo, em placas de poliestireno de 96 pogos de fundo
plano de acordo com as normas sugeridas pelo CLSI (2017), com algumas
modificagdes. Para a determinacdo da CIM, os pogos da linha A (1 a 3) da placa
foram preenchidos inicialmente com 200 yL do CBCC, sendo a concentragao inicial
de 1mg/mL. Em seguida, realizou-se a diluicdo seriada na base dois para obtengao
de diferentes concentra¢cdes, que variaram entre 500 pg/mL a 7,8 pg/mL.
Posteriormente, 100 pyL da suspensao bacteriana ja previamente ajustada na
concentragdo de 2-10° UFC/mL, foi adicionada na placa, com consequente
diminuicdo na concentracdo do CBCC e da suspensao bacteriana, ficando as
concentragdes finais entre 500 e 7,8 ug/mL para o CBCC e de 1:108 UFC/mL para a
suspensdo bacteriana, obtendo-se um volume final de 200 uL, sendo as placas
incubadas por 24 horas, a 37°C. A avaliagdo do crescimento bacteriano foi
mensurada através da turbidez dos pog¢os com auxilio do leitor de microplacas
(SpectraMax i3), a um comprimento de onda de 620nm. Considerou-se como CIM
(Concentracao Inibitéria Minima) a menor concentragdo da substancia teste capaz

de inibir visualmente o crescimento bacteriano. Para a determinacdo da CMM



34

(Concentracdo Microbicida Minima) 24 horas depois da incubagéo, foram removidos
10 uL da solugao contida nos pogos que n&o apresentaram crescimento microbiano,
seguido de inoculagdo em placas de petri com meio TSA. As placas de petri foram
incubadas novamente sobre as mesmas condi¢des ja descritas. Apds o periodo de
24 horas avaliou-se a presenga de unidades formadoras de colbnias (UFC) e
considerou-se como CMM, a menor concentragdo da substancia teste que inibiu o

crescimento visivel das UFCs.

3.5 Ensaio do tempo de morte microbiana na presenca de CBCC

Para o presente ensaio utilizou-se a metodologia descrita por Kim et al.
(2011), com modificagdes. Apods as etapas do crescimento das bactérias em caldo,
100uL de suspensao bacteriana na concentragédo 2-10°UFC/mL mais do extrato nas
concentragbes da CMM e metade da concentracdo da CMM, foram adicionados nas
placas de microtitulagdo de 96 pocos e incubadas a 37°C. Nos tempos de 0, 30min,
1, 2, 3, 4, 5, 6, 12, e 24 horas, aliquotas de 20 uL 48 das suspensdes bacterianas
foram coletadas e em seguida, submetidas a uma diluigdo decimal seriada na base
dez, com 180uL de agua destilada estéril, em placas de 96 pogos de fundo em “U”,
para posterior plagueamento de trés aliquotas de 10 yL em meio TSA, e incubagao
por 24h, a 37°C. Apds o tempo de incubagao, o numero de UFCs foi determinado e
os resultados apresentados em termos de Log UFC/mL em uma curva de cinética de

morte.

3.6 Ensaio sobre a formagao do biofilme

O ensaio foi realizado baseado nos testes de microdiluicdo seriada,
coloragdo com cristal de violeta (CV) e contagem de UFCs, em placas de
poliestireno de 96 pogos de acordo com Stepanovic et al. (2000) com algumas
modificagdes propostas por Vasconcelos et al. (2014). Além das duas metodologias
mencionadas acima com relacdo a formagao dos biofilmes, neste ensaio, também

avaliou-se a atividade metabdlica do biofiime, por meio da redugdo do sal de
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tetrazolio 2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida (XTT) de
acordo com metodologia proposta por Xu et al. (2016). A preparagao das placas

para os testes foi similar ao procedimento usado no ensaio de CIM.

3.7 Quantificagdao da biomassa

A quantificacdo da biomassa dos biofilmes foi determinada pelo método
de coloragdo com cristal de violeta (CV). Apds as 24 horas de incubacao as placas
foram lavadas com agua destilada estéril por trés vezes para a retirada das células
fracamente aderidas. Posteriormente os pogos foram preenchidos com 200 pL de
metanol a 95% por 5 minutos para fixagdo dos biofilmes. Adicionou-se, entdo, 200
ML de cristal de violeta 1% por mais 5 minutos, a 25°C.

Em seguida, o excesso de corante foi removido e as placas lavadas com
agua destilada. O corante remanescente foi removido com 200 uL acido acético a
33% e entédo a biomassa foi quantificada através da medigdo da densidade éptica a

590 nm (D.Os90) com o auxilio de um leitor de microplacas (SpectraMax i3).

3.8 Determinacao da atividade metabdlica no biofilme

A atividade metabdlica do biofilme foi quantificada utilizando o ensaio de
reducdo do sal de tetrazdlio XTT (Sigma ChemicalCo., EUA) em cristais de
formazan. A principio foi preparada uma solucao estoque de XTT e de PMS de 10
mg/mL e estocado a -20°C, ambos diluidos em PBS (Fosfato 10 mM; NaCl 150 mM;
KCI 2,7 mM; pH 7.2-7.4) e estocados na auséncia de luz. A montagem das placas
de XTT foi realizada conforme a mesma metodologia da montagem de placas para
quantificacdo de biomassa. Apds 24 horas de incubacdo as placas foram lavadas
duas vezes com PBS, e posteriormente foi adicionado em cada pogo 200 uL de uma
solugao de XTT (150ug/mL e 10ug/mL de PMS). Apds a adicao da solugao, as
placas foram incubadas novamente a 37°C durante 3 horas na auséncia da luz. A
densidade optica foi mensurada no comprimento de onda de 490 nm (D.O490) com

auxilio de um leitor de microplacas (SpectraMax i3).
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3.9 Contagem de células viaveis dos biofilmes

Apo6s a formacgéo dos biofilmes o meio de cultura foi removido e as placas
foram lavadas duas vezes com agua destilada estéril, para remogédo das células
fracamente aderidas. Posteriormente, cada pogo foi preenchido com 200 pL de agua
destilada estéril e submetido ao banho ultrassénico (Cristéfol/EQM-CF) por 8
minutos para o desprendimento das células incrustadas nos biofilmes. Em seguida,
uma diluicdo decimal seriada das amostras em suspensao foram plagueadas em
meio TSA e incubadas sobre as mesmas condi¢des acima citadas, mas por um
periodo de 24 horas. O numero de Unidades Formadoras de Colbnias foi

determinado e os resultados expressos em termos de Log1o UFC/mL.

3.10 Ensaio sobre biofilmes pré-formados

Os ensaios de biofilmes pré-formados também foram realizados em
placas de 96 pogos de poliestireno e fundo plano. As suspensdes de células (200 pL
de 1-108UFC/mL) foram adicionadas a cada pogo e incubadas a 37°C durante 24
horas. Apos este periodo, o meio de cultura foi removido de cada pogo e um volume
igual do extrato nas concentragdes que variaram de 500 a 7,8 pg/mL foi adicionada
aos pocos, sendo que no controle de bactéria ndo tratada com este composto, foi
adicionado 200 uL de meio de cultura. Apds a formacao dos biofilmes durante mais
24 horas, o meio foi retirado e cada poco foi lavado com agua destilada estéril para
remogcao das células fracamente aderidas. As mesmas metodologias de
quantificacdo de biomassa, contagem de células viaveis e atividade metabdlica
utilizadas para avaliacdo da inibicdo da formacdo de biofiimes, também foram

usadas para avaliar a acdo do composto sobre os biofilmes pré-formados.

3.11 Ensaio sobre biofilmes multiespécie

Os ensaios para avaliar acdo do extrato na formacao dos biofilmes foram
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realizados em placas de polipropileno de 96 pocos estéreis. As placas foram
preparadas utilizando um procedimento semelhante ao utilizado para os ensaios de
crescimento planctdénico, com a mesma concentragao de células e extrato, assim
como os mesmos meios de cultura. Todas as placas foram incubadas a 37°C
durante 24 horas para o desenvolvimento do biofiime. Apds o crescimento do
biofilme, na presencga ou auséncia do extrato, o conteudo de cada pog¢o foi removido
e os biofilmes foram lavados duas vezes com 200 yL de PBS com o objetivo de
remover as células fracamente aderidas. Em seguida, cada pocgo foi raspado
vigorosamente com uma ponteira e as suspensdes contidas nos pogos foram
aliquotadas em tubos de 1,5 mL. O biofilme formado por duas espécies, os
microrganismos foram inoculados em meios especificos. S. aureus foi inoculado em
Agar Sal Manitol (MSA, KASVI) e P. aeruginosa em Pseudomonas Isolation Agar
(PIA, KASVI), com o objetivo de inibir o crescimento das espécies de Candida. As
leveduras foram inoculadas em DAS suplementado com 50 pg/mL de ampicilina
(Sigma-Aldrich), para inibir o crescimento de S.aureus e com 50 pg/mL de
tetraciclina (Sigma-Aldrich) para inibir o crescimento de P. aeruginosa. As placas
foram incubadas a 37°C durante 24 horas. Apds esse periodo, o numero total de
unidades formadoras de colonias (UFCs) foi enumerado e os resultados foram

apresentados em LogUFC/mL da placa de microtitulagao.

3.12 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Para a observacdao de modificagcbes morfolégicas dos biofilmes, foram
analisadas eletromicrografias obtidas por MEV, de acordo com Vasconcelos et al.
(2014), com modificagdes. A inibicdo da formagéo de biofilmes mono e multiespécie
foram cultivados pelas metodologias e condigdes anteriormente citadas, no entanto,
foram utilizadas laminulas (Thermo Fisher Scientific, EUA) adicionadas em cada
poco da placa de 24 pocgos. As concentragdes do CBCC utilizadas foram o 125 e
62,5 pg/mL. Apés o tempo de incubacgédo, os biofiimes foram submetidos as
seguintes etapas: 1) as células em suspensao foram removidas e os pogos lavados

com agua estéril por duas vezes; 2) os biofilmes foram desidratados com alcool
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(etanol a 70% durante 10 minutos, etanol a 95% durante 10 minutos e etanol a 100%
durante 20 minutos); 3) as placas foram acondicionadas em dessecador em
temperatura ambiente. Subsequentemente, as laminulas foram removidas, coladas
nos stubs e os biofilmes foram revestidos com ouro e visualizados no Microscopio
Eletrénico de Varredura Quanta 450 FEG (Central Analitica da UFC, Brasil).

3.13 Microscopia Eletrénica Confocal a Laser

Os efeitos de diferentes concentracbes dos CBCC sobre os biofilmes
também foram analisados utilizando microscopia eletrénica confocal de varredura a
laser. Os biofilmes foram preparados como descrito anteriormente diretamente na
superficie de laminulas Thermanox™ (Thermo Fisher Scientific, EUA), utilizando
uma placa de cultura de 24 pocos. Apds a incubacgao, os biofiimes foram lavados
com PBS e, posteriormente, corados com o kit de reagentes fluorescentes
LIVE/DEAD™ (Invitrogen, EUA). As laminulas foram avaliadas em Microscopio
Confocal Nikon C2, a 488 nm para a detecgdo do corante SYTQO9, que identifica
células viaveis (em verde), e a 561nm para a detec¢éo do iodeto de propidio, o qual

identifica células nao-viaveis.

3.14 Ensaio de viabilidade celular

Apds a tripsinizagéo, o nimero de células (5.10%/200uL/pogo) foi ajustado
por contagem em camara de Neubauer. As células foram adicionadas a placas de
poliestireno de 96 cavidades de fundo plano, mantido durante 24 horas a 37°
padrao condi¢cdes de cultura numa atmosfera de 95% de humidade e 5% de CO2. O
composto testado foi solubilizado em dimetilsulféxido (DMSO), resultando em uma
solugdo a uma concentracao de 500 ug/mL e 1% de DMSO que foi entao diluido em
série, gerando oito concentragdes de teste, 500;250; 125;62,5; 31,25; 15,6; 7,8 e 3,9
pMg/mL. Apds 24 horas de adigdo de células, o meio foi removido da placa de 96
pocos e 200uL/poco de meio DMEM contendo o composto CBCC foi adicionado nas

concentracdes acima. Nos pogcos de controle, apenas os meios DMEM e DMSO
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foram adicionados. A fim de padronizar as condi¢cbes experimentais, os controles
foram montados em paralelo para cada porcentagem de DMSO, uma vez que
também estara em diferentes concentragdes apds a diluicdo em série. As placas
foram preparadas para o teste as 24, 48 e 72 horas. tempo para exposi¢cao ao
composto, o meio foi removido e substituido por 100 pyL de meio DMEM nao
suplementado, no qual foram adicionados 20 uL de solugao salina de tetrazélio MTS
(CellTiter 96Aqueous MTS Reagent Powder, Promega, WI, USA) e a densidade
foi medida na optica. um leitor de microplacas multimodal SpectraMax i3 de 490nm
de comprimento de onda, de acordo com as especificacbes do fabricante. Trés
ensaios independentes e ftriplicados foram realizados as 24, 48 e 72 horas. A

viabilidade celular foi calculada pela seguinte equacéo:

Abs490nm (CBCC)
cell viability (%) = — % 10094
Abs490nm (controle)

3.15 Analises estatisticas

Os dados dos ensaios com microrganismos foram comparados usando a
analise de variancia unidirecional (ANOVA) com o teste post hoc de Bonferroni. Foi
considerado estatisticamente significante p <0,05.

Para a analise das diferengas entre as porcentagens de viabilidade
celular, foi utilizada a analise de variancia unidirecional ANOVA seguida do pés-teste
de Tukey. Os valores sdo dados como média + SEM.

Os dados foram pré-processados com o software GraphPadPrism v 8.0

para Windows® e considerados estatisticamente significativos quando p <0,05.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Atividade antimicrobiana de CBCC sobre células planctonicas

4.1.1 Concentragao inibitéria minima, concentragdo microbicida minima e

concentragcao microbicida minima

40

A atividade antimicrobiana do extrato sobre o crescimento planctonico dos

microrganismos testados foi determinada através dos ensaios de determinacédo da

Concentragao Inibitéria Minima (CIM) com resultados entre 15,6 e 62,5 pg/mL,

Concentragao Microbicida Minima (CMM)c com resultados entre 125 e 250 ug/mL

(Tabela 2). Combinagdes multiespécie apresentaram CIM de 500 pg/ml em todas as

combinagdes entre bactérias e fungo testados, porém, o extrato ndo apresentou

valores de CMM (Tabela 3).

Tabela 2 - Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragao Bactericida Minima
(CBM) do extrato frente a Candida albicans, Staphylococcus aureus e Pseudomonas

aeruginosa.

MONOESPECIE

Candida albicans ATCC90028
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Staphylococcus aureus ATCC 700698
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

CIM
62,5 ug/mL
15,6 pg/mL
15,6 pg/mL
31,2 ug/mL
31,2 pg/mL

CMM
250 pug/mL
250 pg/mL
125 pg/mL
250 ug/mL
250 pg/mL

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 3 - Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracao Microbicida Minima

(CMM) do extrato. ]
MULTIESPECIE
CIM CMM
S. aureus ATCC25923 + Candida albicans ATCC 90028 500 pug/mL -
S. aureus ATCC 700698 + Candida albicans ATCC 90028 500 pug/mL -
P. aeruginosa ATCC 10145 + Céndida albicans ATCC 90028 500 yg/mL -
P. aeruginosa ATCC 9027 + Candida albicans ATCC 90028 500 pug/mL -

Fonte: Elaborado pela autora.
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C. albicans apresentou a menor suscetibilidade ao extrato dentre os
microrganismos testados, com CIM de 62,5 ug/mL, enquanto a concentragao minima
inibitéria para as cepas de S. aureus e P. aeruginosa foram, respectivamente 15,6
pg/mL e 31,2 pg/mL.

Extratos aquosos e alcodlicos de casca e folha de Croton roxburghii foram
testados contra patdogenos entéricos monoespécie que causam infec¢gées do trato
urinario, o extrato etandlico da casca apresentou atividade inibitéria contra uma
maior diversidade de cepas em comparagdao com o0s extratos aquosos, mas com
valores mais altos de CIM de 0,356 a 0,625 mg/mL (PANDA; DUTTA; BASTIA,
2010), concentragdes essas muito superiores a utilizadas no presente estudo.

Existem diferencas nas atividades de extratos de diferentes espécies de
Croton. Diaz et al. (2019), em estudos com extratos e fracbes de Croton linearis
demostram a atividade reduzida dessa espécie contra fungos e bactérias,
diferentemente do presente estudo que mostra o potencial antimicrobiano do
extrato do Croton blanchetianus como antimicrobiano e antibiofilme.

Carneiro et al. (2011) demonstrou que um diterpeno casbano isolado de
Croton nepetaefolius apresentou atividade antimicrobiana sobre células
planctdnicas de bactérias gram-positivas, inibindo ou reduzindo seu crescimento. O
diterpeno casbano frente a S. aureus, numa concentracdo de 125 pg/mL reduziu
em cerca de 74% o crescimento plancténico bacteriano, com CIM de 250 ug/mL e
CBM de 500 pg/mL, ndo apresentando CIM nem CBM para bactérias gram-

negativas.

4.1.2 Ensaio do tempo de morte microbiana na presencga do extrato

Para a determinacdo da cinética de morte, as concentracbes testadas
foram 250 ug/mL, que correspondia ao valor da CMM, e 125 ug/mL, correspondente
a metade do valor CMM. Em termos gerais, o0 extrato apresentou acao bactericida e
reducdo do numero de UFCs a partir da primeira hora de contato com S. aureus, P.

aeruginosa e C. albicans nas concentragdes de 125 ug/mL e 250 pg/mL.
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O extrato mostrou efetividade bactericida de 100% para as estirpes de S.
aureus, a partir da 32h de exposicao (Grafico 1a e b), para C. albicans a partir da 42h

de exposigao (Grafico 1c) e da 242h para as estirpes de P. aeruginosa (Grafico 1c e
d).

Grafico 1 - Cinética de morte microbiana apds exposicao temporal ao extrato.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Cinética de morte de (a)S. aureus ATCC25923; (b) S. aureus ATCC700698; (c) C. albicans
ATCC90028; (d) P. aeruginosa ATCC10145; e (e) P. aeruginosa ATCC9027.

Extratos alcodlicos e diterpenos isolados do Croton sonderianus ja foram
descritos com atividade biolégica em ensaios antimicrobianos qualitativos

preliminares frente a S. aureus, P. aeruginosa, C. albicans e outros (MCCHESNEY;
CLARCK; SILVEIRA, 1991).

4.2 Atividade antimicrobiana de CBCC sobre biofilmes antibiofilme

4.2.1 Atividade de CBCC sobre a formagao de biofilmes monoespécie
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O extrato reduziu a formagao da biomassa em todas as concentragoes
testadas frente todos o0s microrganismos analisados, com niveis de
reducédoentre10e100%. A cepa S. aureus ATCC25923 se mostrou mais sensivel ao
composto quando comparado com S. aureus ATCC700698, que apresentou
reducdo de cerca de 60% de sua biomassa na concentracdo de 7,8 pg/mL e
aproximadamente 100% na concentragcdo de 500 ug/mL (Grafico 2 a e d). A cepa
de P. aeruginosa ATCC10145 mostrou-se menos suscetiveis ao contato com o
extrato, apesar de ainda gerar inibicao na produ¢cdo de biomassa em todas as
concentragbes testadas. Quanto a P. aeruginosa ATCC9027, a menor
concentracao testada foi capaz de inibir a produgao de biomassa em cerca de 75%.
Para C. albicans, a concentracdo de 7,8 ug/mL inibiu a formacao de biofilme em
50% (Grafico 2).

Em relacdo aos ensaios de atividade metabdlica, as cepas de C.
albicans e P. aeruginosa apresentaram maior suscetibilidade ao extrato quando
comparadas as cepas de S. aureus. Entretanto, ainda nas cepas menos
suscetiveis, houve reducdo de 50% da produgdo de biomassa na menor
concentracao testada do composto.

Quantos ao ensaio de enumeracio de células viaveis no biofilme houve
reducdo de 50% nas unidades formadoras de colénias na concentragéo de 7,8
pMg/mL reduzindo 7logs frente as cepas de S. aureus. C. albicans em todas as
concentragbes testadas apresentaram reducdo estatisticamente significante das
UFCs e houve total inibigdo nas concentracbes de 500 pg/mL. Quanto a P.
aeruginosa, resultados expressivos foram observados na concentracdo de 250
Mg/mL para P. aeruginosa ATCC9027 e de 500 pg/mL para P. aeruginosa
ATCC10145.
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Grafico 2 - Biofilmes monoespécie expostos a diferentes concentragdes do extrato.

a) h2E

[-F--

5115

& B

] |l

(-1
LR
[ pgimL

d)

P e P
[1pamiL

a)l 1.8

[-%-}

0.0, 590 nm
]
]

(=1}

I IC N
[1pgimL

AT p® gt @? PP
{1 pgimt

E .
5. N
q HH
cllI

g

o
R P
[1pg/mL

Fonte: Elaborado pela autora.

LiogsgCFUmL

L

LogCFUimL

Logy CFUimL

3

Log,CFUimL =

R P
11 pgimL

o At

Ll

L]
e

ot g? PP

[T wgmL

R
1] a'ml

FoAF PP P
[Tug'mL

PR I QUL
{1 pgimL

[

B pas

it

s B
LaEL L s

[1waimL

0.0, 430 nm

-]

-]

¢ AP ot b PP

[1pg/mL

C. albicans ATCC 90028(a-c), S. aureus ATCC 25923 (d-f), S. aureus ATCC 700698 (g-i), P.
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*Significativamente diferente (p <0,05) em comparagao ao grupo controle.
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Extratos hidroalcoolicos de Croton urucurana inibiram a adesédo e
formacdo de biofilmes de C. albicans segundo estudos de Barbieri (2014)
corroborando com os resultados obtidos no grafico 2.

Sabendo que a presenga da membrana externa em bactérias gram-
negativas constitui uma barreira para a permeabilidade de moléculas hidrofébicas.
Assim, a interagdo de moléculas com a membrana celular pode ser limitada e,
consequentemente, o efeito antibacteriano ser inibido como mostra o estudo de
Carneiro et al. (2011) que relata que um diterpeno interferiu na formacédo de
biofilmes de S. aureus, inibindo seu desenvolvimento em concentragdes acima de
125 pg/mL. Em relagdo as bactérias gram-negativas, o efeito do diterpeno isolado
de C. nepetaefolius foi diferente, interferindo apenas no desenvolvimento do

biofilme e sem afetar o crescimento plancténico.

4.2.2 Atividade de CBCC sobre biofilmes pré-formados monoespécie

Nos ensaios de biofimes monoespécie pré-formados (Grafico 3),
P.aeruginosa ATCC9027 apresentou menor suscetibilidade nos ensaios de
biomassa quando comparada a P. aeruginosa ATCC10145, onde houve redugao
estatisticamente significante em todas as concentracbes testadas. Sobre C.
albicans, a menor concentracdo com resultado significativo sobre a reducédo de
biomassa foi de 15,6 pg/mL; entretanto, a concentracdo de 500ug /mL gerou
reducao de mais de 50% no ensaio.

Quanto aos ensaios de atividade metabdlica, todas as cepas foram
suscetiveis a todas as concentragdes testadas do composto. O mesmo aconteceu
na enumeragao de células viaveis nos biofilmes pré-formados monoespécies com
diminuicdo minima de 3logs e em concentragées acima de 250 ug/mL ndo foram
visualizados crescimento celular.

O extrato reduziu a formacao de biomassa em todas as concentragdes
testadas frente todos os microrganismos analisados, com niveis de reducgao entre
10 e 100%.S. aureus ATCC25923 se mostrou mais sensivel ao composto quando
comparada a S. aureus ATCC700698, apresentado reducédo de cerca de 60% de

sua biomassa na concentracdo de 7,8 ug/mL e aproximadamente de 100% na
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concentragcdo de 500 pg/mL. P. aeruginosa ATCC10145 mostrou-se menos
suscetivel ao contato com o composto, apesar de ainda apresentar diminui¢do na
producdo de biomassa em todas as concentragdes testadas. Quanto a P.
aeruginosa ATCC9027, a menor concentracdo testada foi capaz de inibir a
producao de biomassa em cerca de 75%. Para C. albicans, a concentracao de 7,8
Mg/mL inibiu a formacéo de biofilme em 50%.

Estudos utilizando extratos hexanicos e metandlicos de hastes de Croton
pullei mostraram moderada atividade antibacteriana e antifungica contra bactérias
gram-negativas, bactérias gram-positivas e leveduras responsaveis por varias
infeccbes humanas (PEIXOTO et al., 2013).

Nos ensaios de atividade metabdlica, as cepas de C. albicans e P.
aeruginosa apresentaram maior suscetibilidade ao extrato quando comparadas as
cepas de S. aureus. Entretanto, ainda nas cepas menos suscetiveis, houve reducio
de 50% da producéo de biomassa na menor concentracéo testada do composto.

Quantos aos ensaios de enumeragao de células viaveis no biofilme houve
reducdo de 50% nas unidades formadoras de colénias na concentracédo de 7,8
pMg/mL quando comparadas as cepas de S. aureus. C. albicans em todas as
concentragbes testadas apresentou redugéo estatisticamente significante das UFCs
e houve total inibicdo nas concentracées de 250 ug/mL e 500 ug/mL. Quanto a P.
aeruginosa, resultados expressivos foram visualizados na concentragdo de 250
pg/mL para P. aeruginosa ATCC9027 e de 500 upg/mL para P. aeruginosa
ATCC10145 (Grafico 3).

Varios estudos utilizando extratos e fracbes de diferentes espécies de
Croton com propriedades antimicrobianas tem sido relatado. Contudo, a maioria dos
estudos relatam a utilizagdo de concentragbes de extrato acima de 1mg/mL como
confirmam Sadgrove, Madeley e Van Wyk (2019) que utilizou diterpenos volateis de
trés espécies, Croton gratissimus, Croton pseudopulchellus e Croton sylvaticus que
nao apresentaram atividade antibacterianas para S. aureus e P. aeruginosa na
concentracéo de 1mg/mL.

Firmino (2016) demonstrou agdo antibiofilme de duas fragcbes

diterpendides, o ICB4 e ICB8 isolados de Croton blanchetianus sobre bactérias
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Streptococcus spp. e inferiu seu mecanismo de acao a interagdo da molécula com
estruturas da superficie de bactérias gram-positivas. Curiosamente, o extrato
analisado no presente estudo apresenta atividade similar sobre Candida albicans e
efeito antibiofilme estatisticamente significante sobre microrganismos gram-
negativos, o que sugere que a atividade do extrato se deva a presengca de um

também diterpendide que € o acido hardwickiico, componente majoritario.

Grafico 3 - Biofilmes monoespécie pré-formados expostos a diferentes
concentracdes de CBCC.
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C. albicans ATCC 90028(a-c), S. aureus ATCC 25923 (d-f), S. aureus ATCC 700698 (g-i), P.
aeruginosa ATCC10145 (j-1), P. aeruginosa ATCC9027(m-0). As barras de erro indicam os
desvios padrao das médias

*Significativamente diferente (p <0,05) em comparagao ao grupo controle.
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4.2.3 Atividade de CBCC sobre a formagao de biofilmes mistos

Nos ensaios sobre inibicdo de formacdo de biofilmes mistos, houve
reducao significativa na produgédo de biomassa e na atividade metabdlica em todas
as concentracboes testadas frente a S. aureus ATCC700698 combinada a C.
albicans. Entretanto, na enumeracao de células viaveis observou-se que a reducao
de células de S. aureus ATCC700698 s6 ocorre a partir da concentragcao de 15,6
pg/mL e de C. albicans a partir de 125 ug/mL (Grafico 4).

Sobre a combinagao de S. aureus ATCC25923 com C. albicans, todas
as concentracdes testadas geraram efeito sobre a atividade metabdlica das células,
mas somente a partir da concentragao de 31,2 pg/mL até 500 pg/mL houve reducao
de biomassa. Na enumeragao das células viaveis, houve redugéo estatisticamente
significante a partir da concentragdo de 15,6 ug/mL para ambos microrganismos
com reduc¢do minima de 2logs

A combinagédo de P. aeruginosa ATCC10145 com C. albicans, efeitos
sobre o metabolismo celular s6 foram observados a partir da concentragao de 31,2
pg/mL, reduzindo até 5logs. Quanto a quantificagao da biomassa, somente as duas
maiores concentragdes testadas, 250 e 500 pg/mL, apresentaram redugao
estatisticamente significante. Na enumeracgéo de células viaveis, somente as duas
concentragdes citadas acima geraram reducado das UFCs de P. aeruginosa, nao
havendo reducao de C. albicans.

Em relagcdo a combinagéo de P. aeruginosa ATCC9027 com C. albicans,
houve reducao de cerca de 50% da formacdo de biomassa e de cerca de 90%
atividade metabdlica em todas as concentracbes testadas. Na enumeragao de
células viaveis, houve reducdo estatisticamente significante de P. aeruginosa a
partir da concentragao de 7,8 pg/mL reduzindo até 5logs e de C. albicans a partir de

125 pg/mL com redugado minima de 2logs.
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Grafico 4 - Inibicdo de formacdo de biofilmes mistos cultivados na presenga de
diferentes concentracdes de CBCC.
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Fonte: Elaborado pela autora.

CBMema, d,gej, CFUemb, e, h, k e atividade metabdlica em c, f, i, |, respectivamente para os
biofilmes mistos de S. aureus ATCC 25923 e C. albicans ATCC90028, S. aureus ATCC 700698 e
C. albicans ATCC90028, P. aeruginosa ATCC9027 e C. albicans ATCC90028, P. aeruginosa
ATCC10145 e C. albicans ATCC90028. As barras de erro indicam os desvios padrdo das médias.
*Significativamente diferente (p <0,05) em comparacao ao grupo controle

Neste estudo constatou-se como ja descrito na literatura também por
Kary-Giann et al. (2014) que microrganismos em biofiimes podem apresentar até
mil vezes mais resisténcia a terapias antimicrobianas quando comparados a
bactérias plancténicas. Os microrganismos pertencentes a essas comunidades
microbianas exibem propriedades unicas, como tolerancia a multiplas drogas e
resisténcia a opsonizagcao e fagocitose do sistema imunolégico do hospedeiro,

permitindo que eles sobrevivam em ambientes hostis (WEITAO, 2009).
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4.2.4 Atividade de CBCC sobre biofilmes pré-formados mistos

No que diz respeito aos ensaios sobre biofilmes pré-formados mistos, S.
aureus ATCC700698 em combinacdo de C. albicans, todas as concentragdes
testadas mostraram reducgéo significante na produ¢cdo de biomassa e na atividade
metabdlica das células. Na enumeracao de células viaveis, nota-se que as
concentragbes de 7,8 a 31,2 ug/mL diminuiram em 3log as UFCs e em 5log nas
concentragbes de 62,5 a 500 pg/mL para S. Aureus geram uma leve diminuigao na
viabilidade celular de S. aureus ATCC700698, enquanto essas mesmas
concentracbes e as demais sao capazes de reduzir as células viaveis de C.
albicans (Grafico 5).

Quanto aos biofilmes pré-formados de S. aureus ATCC25923 com C.
albicans, houve reducao da atividade metabdlica e do numero de células viaveis em
todas as concentragdes testadas e reducao da biomassa a partir da concentracao
de 15,6 pg/mL.

Biofilmes pré-formados de P. aeruginosa ATCC9027 com C. albicans
tiveram reducdo de biomassa e atividade metabdlica a partir da concentragao de
31,2 ug/mL, e contagem de UFCs reduzida em todas as concentragdes testadas.

Sobre os biofilmes pré-formados de P. aeruginosa ATCC10145 com C.
albicans, houve reducdo estatisticamente significante de biomassa e atividade
metabdlica a partir da concentragéo 15,6 pg/mL. Na enumeragéo de UFCs, notou-
se que todas as concentragdes testadas geraram diminui¢cdo das células viaveis de

C. albicans e de P. aeruginosa.
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Grafico 5 - Biofilmes mistos pré-formados expostos a diferentes concentragdes do

extrato.
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Fonte: Elaborado pela autora.
CMMem a, d, gej, CFU em b, e, h, k e atividade metabdlica em c, f, i, I, respectivamente para os

biofilmes mistos de S. aureus ATCC 25923 e C. albicans ATCC90028, S. aureus ATCC 700698 e
C. albicans ATCC90028, P. aeruginosa ATCC9027 e C. albicans ATCC90028, P. aeruginosa
ATCC10145 e C. albicans ATCC90028. As barras de erro indicam os desvios padrao das médias.
*Significativamente diferente (p <0,05) em comparagéo ao grupo controle.

Como demonstrado no grafico 4 e 5 as estipes bacterianas tornam-se

mais resistentes na presenca de outra estirpe bacteriana ou fungica comprovando a

afirmacao de Peleg, Hogane e Mylonakis (2010) que atesta que em biofilmes de

espécies mistas, contendo bactérias e fungos, é estabelecido as interagdes entre

especies que podem levar

a padrbes comportamentais diferentes em ambos os

microrganismos, incluindo aumento da resisténcia aos antimicrobianos, colonizagao

superficial aprimorada e antagonismo entre as espécies.

As analises in vivo de biofilmes de espécies mistas sao limitadas pelo
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fato de que pacientes com infec¢des polimicrobianas costumam ter outros fatores
de risco que se correlacionem com um prognostico negativo; a auséncia de dados
sobre o0 manejo adequado desses microbiomas mistos culmina em terapia
inadequada contra um ou ambos os organismos infectantes, aumentando a
morbidade causada pela infeccdo e propulsando a resisténcia (MORALES;
HOGAN, 2010).

Estudos de Vasconcelos et al. (2014) demonstraram que P. aeruginosa e
S. aureus, sao capazes de formar biofiimes com espécies de Candida e que a
interagcdo bactéria fungo induz alteracdo nas células presentes no biofilme
corroborando com o presente, afirma também que um diterpeno casbano isolado de
Croton nepetaefolius, foi capaz de inibir o crescimento planctdnico, formacao de
biofiimes e causar danos nos biofilmes pré-formados de S.aureus, S. epidermidis,
Candida albicans e Candida glabrata, e mostrou ainda ser efetivo contra biofilmes
formados pela associacdo entre estas bactérias e leveduras. Desse modo, as
analises in vitro se apresentam como uma possibilidade necessaria e urgente de
compreensao do consorcio de microrganismos de diferentes espécies

Nowakowska et al. (2013) demonstraram em estudo que o acido 8-
hidroxiserrulato-14-en-19-oico, um derivado de diterpenoide serrulatano (extraido da
planta medicinal australiana Eremophilaneglecta) mostrou atividade inibitoria sobre a
formacao de biofilme na concentracdo de 100 pg/mL contra bactérias gram-
positivas, mas n&o bactérias gram-negativas, sugerindo que a atividade deu-se por

inibicdo da biossintese da membrana bacteriana.

4.3 Analise dos biofilmes tratados com CBCC através de microscopias

eletrénicas
4.3.1 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)
Corroborando com os resultados in vitro as imagens obtidas por

microscopia revelam a diminuicdo de células e matriz extracelular de biofilme

formado por P. aeruginosa ATCC9027 exposto a concentracao de 125 ug/mL do
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extrato (figura 9b) quando comparada ao controle (figura 9a). Na figura 9c pode-se
observar a alteragdo morfolégica na estrutura da bactéria.

Considerando as caracteristicas quimicas dos terpenos, sua
hidrofobicidade e a interacdo inespecifica das moléculas dessa classe com os
fosfolipidios de membranas bacterianas, pode-se inferir que a atividade
antimicrobiana do extrato hidroalcéolico de C. blanchetianus rico em acido
hardwickiico, um diterpeno, deva-se as interagcbes com os acidos graxos nao-
covalentes da bicamada lipidica de bactérias gram-positivas (PRIYADARSHINI et al.,
2007), de modo que os acidos lipoteicoicos da membrana das bactérias gram-
positivas facilitariam a entrada de compostos hidrofébicos (BEZIC et al., 2003). Essa
hipétese corrobora com os dados evidenciados em microscopia eletrénica de
varredura do extrato frente aos microorganismos analisados como indicados por

setas vermelhas nas figuras 9c e 10c.

Figura 9 - Microscopia eletrénica de varredura de biofilme monoespécie de
Pseudomonas aeruginosa ATCC9027.

Fot: Iaoape . )
Controle negativo, mag 7000x (A), CBCC 125ug/mL, mag 7000x (B), CBCC 125ug/mL, mag 30000x
(C).

Firmino (2016) demonstrou em experimentos realizados com biofilmes
bacterianos tratados com o ICB4, um diterpeno isolado de C. blanchetianus que nas
duas concentracbes relatadas apresentam espagos vazios que comprovam a
influéncia de ICB4 na formagdo de biofilmes. Através de analises das
eletromicrografias, e dos dados de quantificacdo da biomassa, constatou-se que
houve uma diminuigdo na quantidade de matriz extracelular polissacaridica. Tal
matriz esta relacionada com a proteg¢ao das células de agressdes externas e como
barreira a difusdo de pequenas moléculas (ANDERSON; O'TOOLE, 2008).
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Figura 10 - Microscopia eletronica de varredura de biofilme misto de Candida
albicans ATCC90028 e Pseudomonas aeruginosa ATCC9027.

h

]

Fot: Iordo ea utr. -
Controle negativo, mag 3000x (A), CBCC 125ug/mL, mag 3000x (B), CBCC 125ug/mL, mag 40000x
(C). Setas vermelhas mostram alteragao na integridade da parede do microrganismo.

Segundo Firmino (2016), essas alteragbes s&o caracterizadas pela
formacdo de poros que levam a lise da célula e a consequente diminuicdo do
numero de células viaveis e da quantidade de matriz produzida. Conforme
Matsingou et al. (2005) a acao antimicrobiana dos diterpenoides deriva do

cruzamento ou danos causados na membrana celular.
4.3.2 Microscopia confocal a laser

Biofilmes monoespécie expostos ao CBCC se mostraram suscetiveis na
concentragao 125 ug/mL apresentando coloragédo vermelha que demonstra a perca
de viabilidade microbiana quando comparadas as imagens do controle negativo em
verde em que as espécies foram cultivadas na auséncia do extrato (Figura 11).

A microscopia confocal tem sido de grande importancia para a
compreensao da arquitetura do biofiilme em eventos moleculares e morfoldgicos
juntamente com novas técnicas microscopicas de fluorescéncia podendo ajudar no
projeto logico da superficie de biomateriais com alto poder antimicrobiano
(MAEYAMA et al., 2004).Técnicas de microscopia confocal permitem preservar a
estrutura tridimensional dos biofilmes, investigando seu arranjo espacial e a matriz
com seus diferentes componentes estruturais da podendo supor seu papel na
fisiologia e viruléncia do biofiime, e as propriedades mecanicas e difusivas de
diferentes microambientes (SCHLAFER; MEYER, 2017).



55

Figura 11 - Microscopia eletronica confocal de biofiimes monoespécie.
A

Fonte: Elaborado pela autora.

S.aureus ATCC25923 Controle negativo (A), CBCC 125 ug/mL(B),
P.aeruginosa ATCC9027 Controle negativo (C), CBCC 125 ug/mL(D),
C.albicans ATCC90028 Controle negativo (E), CBCC 125 pg/mL(F). Mag
600x.

Os biofilmes multiespecie apresentaram viabilidade intermediaria quando

tratados com a concentragao de 125 ug/mL, sendo mais intensa em toda superficie
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da estrutura, sugerindo que as bactérias presentes na superficie ndo possuem a
mesma resisténcia das estirpes que estao protegidas por matriz extracelular e outros
componentes no centro dos biofilmes. No entanto € possivel visualizar no centro do
biofilme, ainda que em pouca quantidade, alguns pontos em vermelho que se sugere
que os compostos presentes no extrato tenham adentrado pelos canais de agua e

outras vias atingindo células mais internalizadas (Figura 12).

Figura 12 - Microscopia eletrénica confocal de biofilmes mistos.

Fonte: Elaborado pela autora.

Staphylococcus aureus ATCC25923 e CandidaalbicansATCC90028
Controle negativo (A), CBCC 125 ug/mL (B), Pseudomonasaeruginosa
ATCC9027 e CandidaalbicansATCC90028 Controle negativo (C), CBCC
125 pg/mL (D). Mag 600x.

Consolidando o perfil de coloracéo obtida nos biofilmes mistos na figura
12, estudos de Werner et al. (2004) sugerem um alto nivel de atividade metabdlica
nas células que abrigam a superficie da pelicula de biofilme, metabolismo baixo,

lento ou inexistente,nas células que residem no cerne da mesma pelicula como
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também a presenca de matriz extracelular e dos diferentes padrbes de expresséo
génica, o que configura uma das explicagdes para a reduzida suscetibilidade dos

microrganismos envolvidos em biofilmes aos antimicrobianos.

4.4 Viabilidade celular e toxicidade de CBCC

O teste de viabilidade celular foi realizado com intuito de determinar o
potencial citotoxico do composto CBCC em diferentes concentragbes (500-3,9
pug/mL) frente as linhagens L929 e HaCat. Baseado em ensaios de padronizagéo,
verificou-se que até 1% é a dose de DMSO em que a viabilidade celular fica acima
de 70% em todos os trés tempos testados para ambas as linhagens. Para L929 o
extrato apresentou maior toxicidade em fungdo do aumento da concentragao, o que
foi mais bem observado para concentragdes acima de 62,5 ug/mL (Grafico 6). Nos
tempos de 24, 48 e 72h a viabilidade para a maior concentracao testada ficou em
37,2 £ 1,6%; 27,8 + 2,15% e 23,7 + 2,8%, respectivamente. Foi observado que nos
trés tempos as concentragdes abaixo de 31,5 ug/mL a viabilidade ficou acima de
93,6 £ 3,1%. A determinacao da IC50 estabeleceu trés diferentes concentracdes
capazes de inibir 50% do crescimento celular, 149,5; 207,8 e 229,6 ug/mL, para os
trés tempos testados 24, 48 e 72h, respectivamente.

As fotomicrografias de L929 (Figura 13) mostram as células que foram
expostas as concentragdes de 500-1% (Figura 13A); 62,5-0,12% (Figura 13B) e
3,9ug/mL—0,007% DMSO (Figura 13C). A direita estdo os controles expostos as
diferentes concentragdes de DMSO, 1% (Fig. 13D); 0,12% (Figura 13E) e 0,007%
(Figura 13F) apenas. O tempo analisado foi 72h. Na figura 13A houve uma redugao
no numero de células sendo possivel observar alteragdes morfolégicas quando
comparado ao controle 1% DMSO. Houve reducao das dimensdes celulares, porém
nao foi observado perda da adeséao celular. Na figura 13B notou-se um aumento do
numero de células com morfologia semelhante ao controle, algumas células
encontram-se com o tamanho reduzido o que pode estar associado a alta densidade

celular, assim como observado na Figura 13C.
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Para a linhagem HaCat o composto apresentou toxicidade bem menor
quando comparado a linhagem L929 (Grafico 6). Uma leve redugao na viabilidade
celular foi observada somente apos 48h de incubagao, que ainda assim permaneceu
acima de 80,615,4% para a maior concentracdo de 500 pg/mL-1%, o que se
manteve apos 72h. Outro fator curioso foi que a porcentagem de viabilidade do
DMSO 1%foi de 85,4 + 8,7% em todos os trés tempos analisados, enquanto que
para 500 yg/mL—1% foi de 86,6 + 9,2% nos mesmos tempos observados, levando a
acreditar que a leve reducao na viabilidade de HaCat esteja relacionado ao DMSO e
nao ao CBCC.

Estudos de Silva et al. (2018) mostrou a toxicidade do extrato metandlico
de folhas de Croton heliotropiifolius Kunth que foi testada frente a Artemia salina no
bioensaio realizado nas concentragcées de 50 pg/ml, 100 ug/ml, 250 ug/ml, 500
Mg/ml, 750 pg/ml, 1000 pyg/ml de extrato metandlico de folhas apresentando uma
moderada toxicidade para a Artemia salina, com valores de CL 50 na faixa de
637,29 ug/mL. Neste estudo ndao houve IC50 para as concentragdes testadas nos
tempos analisados, tendo em vista que a viabilidade ficou sempre acima de 75%
para todas as concentracdes e tempos em estudo.

As fotomicrografias de HaCat (Figura 14) revelam uma morfologia celular
inalterado, com arquitetura das colbnias preservadas, baseado no padrédo de
crescimento em focos comumente observado para esta linhagem. O tempo
analisado foi de 72h. A densidade celular para 3,9 uyg/mL-0,007% DMSO (Figura
14C) mostra-se semelhante a encontrada no controle de 0,007% (Figura 14F), tal

achado corrobora com o que foi observado no ensaio de viabilidade celular.



Grafico 6 - Efeito de CBCC sobre a viabilidade celular de L929.
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Fonte: Elaborado pela autora.

As células foram tratadas com diferentes concentragbes (500-3,9 pg/mL) de CBCC. A
viabilidade celular (%) foi medida por ensaio MTS. a) Efeito de CBCC sobre a viabilidade
celular por 24 horas. b) Efeito de CBCC sobre a viabilidade celular por 48 horas. c) Efeito de
CBCC sobre a viabilidade celular por 72 horas. (n = 3, média + SEM). ). (*; **; *** P< 0.05
quando comparado ao controle ao controle).

Gréafico 7 - Efeito de CBCC sobre a viabilidade celular de HaCat.
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Fonte: Elaborado pela autora.

As células foram tratadas com diferentes concentra¢des (500-3,9 pg/mL) de CBCC. A
viabilidade celular (%) foi medida por ensaio MTS. a) Eveito de CBCC sobre a viabilidade
celular por 24 horas. b) Efeito de CBCC sobre a viabilidade celular por 48 horas. c) Efeito de
CBCC sobre a viabilidade celular por 72 horas. (n = 3, média £+ SEM). ). (*; ** P< 0.05
quando comparado ao controle ao controle).
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Figura 13 - Fotomicrografia da linhagem L929 tratada com CBCC apés 72 horas.
CBCC DMSO

500 1%
ug/mL

- :
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Fonte: Elaborada pela autora.

A-C tratadas com CBCC nas concentragdes de 500; 62,5 e 3,9 ug/mLrespectivamente. D-F
controles pareados com DMSO em diferentes concentragdes, 1%; 0,06% e 0,006%
respectivamente, referentes as concentragdes do composto. Aumento 10x.

62,5
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3.9
pgimL
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Figura 14 - Fotomicrografia da linhagem HaCat tratada com CBCC ap6s 72 horas.

Fonte: Elaborada pela autora.

A-C tratadas com CBCC nas concentragdes de 500; 62,5 e 3,9 yg/mLrespectivamente. D-F
controles pareados com DMSO em diferentes concentragdes, 1%; 0,06% e 0,006%
respectivamente, referentes as concentragdes do composto. Aumento 10x.

Ao prospectar novas moléculas com potencial antimicrobiano, também se
deve buscar compostos com uma baixa toxicidade para células de mamiferos com
intuito de otimizar as fases da medicina translacional. Diante disso, realizou-se o
ensaio de viabilidade celular para as linhagens de fibroblasto murino (L929) e
queratindcitos humanos (HaCat). A linhagem L929 foi selecionada para o ensaio de
toxicidade por ser comumente utilizada nas avaliagbes de citotoxicidade in vitro
(COCHRANE et al., 2003).
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Os fibroblastos mostraram-se mais sensiveis ao CBCC quando
comparado aos queratindcitos, demonstrando uma toxicidade seletiva de CBCC. Até
na maior dose de 500 ug/mL a porcentagem de viabilidade para HaCat foi de 86,6 £
9,2% nos tempos de 24, 48 e 72h, para L929 uma porcentagem semelhante so foi
observada em doses abaixo de 62,5 pg/mL. Carvalho (2016) ao analisar a toxicidade
das fracdes acidas e basicas extraidas do extrato bruto de folhas e raizes de Croton
blanchetianus frente a linhagem de fibroblasto pulmonar humano (MRC5), verificou
que as fragbes apresentaram baixa toxicidade quando utilizadas até a concentragao
de 200ug/mL nos tempos de 24 e 48h.0 que refor¢ca a baixa toxicidade de CBCC
frente a linhagem humana HaCat, tendo em vista que mesmo utilizando 500 ug/mL
por 72h a viabilidade celular mantem-se acima de 75%.

As concentragdes de IC50 para L929 foram crescentes em fungao do
aumento do tempo de exposicdo ao CBCC, apesar da sensivel reducdo da
viabilidade celular nas concentragbes acima de 250 pg/mL, o que configura a
necessidade de uma concentragao maior de CBCC para que seja capaz de reduzir a
populacéo de fibroblastos em 50%. Tal evento pode ser justificado pelo sensivel
aumento do numero de fibroblastos ao longo do tempo decorrente da proliferagao
celular normal, porém tais células podem apresentar-se com atividade mitocondrial
alterada o que se traduziria na redug¢ao da transformacdo do MTS em formazan o
que é interpretado como reducao da viabilidade celular. Para HaCat nao foi possivel
calcular a IC50, pois o composto apresentou baixa toxicidade e até na maior
concentracao apos 72h a viabilidade celular ficou em 75%.

A citotoxicidade de um composto pode ser identificada na analise
morfolégica através da desorganizacdao da monocamada de células, destacamento
das células do fundo do pogo, bem como o aspecto granuloso do citoplasma,
arredondamento e reducdo das dimensbes celulares. Tais sinais foram mais
frequentes na linhagem L929 na concentragdo de 500ug/mL, porém néo foi
observado o destacamento celular até mesmo na maior concentragdo. Para HaCat
houve uma leve reducido da densidade celular quando comparado aos controles. As
fotomicrografias das linhagens Hacat e L929 confirmam os achados do ensaio de
MTS.
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5 CONCLUSAO

Os resultados apresentados nesse trabalho mostram a atividade
antimicrobiana do extrato hidroalcoolico do caule do C. blanchetianus rico acido
hardwikiico (CBCC), componente maijoritario, sobre bactérias e Candida em suas
formas planctbnicas, biofilmes monoespécie e biofiimes multiespécie. Além disso,
extrato ndo apresentou citotoxicidade quando testado em fibroblastos murino e
queratindcitos humano.

Assim, é possivel sugerir que o extrato do caule de Croton blanchetianus
rico em CBCC é uma potencial e promissora substancia que podera ser utilizada na
bioprospeccao de novos compostos antimicrobianos contra infec¢gdes causadas por

biofilmes mono e polimicrobianos formados por S.aureus, P.aeruginosa e C.albicans.
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