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Resumo:

A utilizagdo desregrada de farmacos antimicrobianos desencadeou o aumento de cepas resistentes aos tratamentos. Este
cendrio se torna mais preocupante quando 0s microrganismos se apresentam na forma de biofilme. Os biofilmes sdo estruturas
complexas de aglomerados microbianos, protegidos por uma camada de exopolissacarideos (EPS) que impede a penetracdo
dos farmacos, dificultando ainda mais o tratamento das infegdes. Com isso, 0 emprego de plantas medicinais como aternativa
de tratamento antimicrobiano esté crescendo no mercado farmacéutico, pois estas possuem metabolitos secundarios, que sdo
0s principais responsavels pelas atividades bioldgicas das plantas. Tendo em vista os metabdlitos secundérios como fonte de
pesquisa, em nosso estudo, destacamos a classe das cumarinas, que sdo compostos fendlicos presentes em uma vasta
diversidade de vegetais e possui relatos de atividades antimicrobiana, antioxidante e antiviral. Sua estrutura quimica consiste
em um anel aromatico 1,2 benzopironas e um benzeno fundido ao anel de -pirona. Diante disso, este estudo tem por objetivo
avaliar a atividade antibiofilme da cumarina frente a biofilme formado por P. aeruginosa (PA01). A cepa de PAOL foi
inoculada em 5mL de caldo Muller Hinton e crescida até a fase estacionaria. Utilizou-se uma placa de 96 pocgos estéril,
contendo controle positivos com meio de cultura e a PA01, e controle negativo s6 com o meio de cultura. A seguir, o inoculo
foi diluido 1: 100 em Muller Hinton e pipetados 100 de cada diluicdo para os pocos de fundo plano e tratados com
concentracdes subinibitdrias da cumarina. Apés incubagdo por 24h a 37°C os microrganismos planctonicos foram removidos
e lavados com &gua destilada. A revelag@o do biofilme foi realizada utilizando 200 pL de solucéo violeta de cristal a 0,1%
(Sigma Chemical®) em cada poco. As microplacas foram lavadas com agua destilada e secas ao ar. Para solubilizar o
biofilme, foram adicionados 200 pL de etanol a 95%. A solucdo foi transferida para uma nova placa e a formagéo do biofilme
foi revelada medindo a absorbancia a 570 nm num leitor de microplacas. Logo apos foi realizada a contagem de sésseis. Os
resultados observados demonstraram que a cumarina é capaz de inibir a formagdo do biofilme em até 78% e reduzir a
contagem de colOnias sésseis. Conforme esses resultados a cumarina apresenta significativamente atividade antibiofilme, com
iSS0 sugerimos que esta substancia pode ser utilizada como aternativa de tratamento para infeccfes que envolvem a formagéo
de biofilmes.
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ATIVIDADE ANTIBIOFILME DA CUMARINA FRENTE A Pseudomonas aeruginosa
1 INTRODUCAO

O uso desregrado dos antimicrobianos atualmente disponiveis vem contribuindo, de
forma preponderante, para a aquisi¢do da resisténcia microbiana aos tratamentos, acarretando
no aumento dos indices de mortalidade e morbidade de pacientes com infeccdes microbianas
(FRIEDRICH et al., 2016; NEVES et al., 2011; WANNMACHER, 2004). Esse quadro torna-
se mais preocupante quando os microrganismos se apresentam na forma de biofilme, o qual se
configura por ser uma complexa estrutura aderida a superficies bidticas e abidticas, onde as
c€lulas microbianas encontram-se envoltas por uma matriz autoproduzida de
exopolissacarideos (EPS) que dificulta a entrada e a¢do dos antimicrobianos. A formagao de
biofilme tem grande impacto para satide, uma vez que podem ser formados em materiais
cirdrgicos, préteses e no interior de cateteres venosos e urindrios (DONLAN; COSTERTON,
2002; MAUNDERS; WELCH, 2017; PENG et al., 2018).0 biofilme pode ser formado por
microrganismos da mesma ou de diferentes espécies. Neste estudo, abordamos a formagao de
biofilme de P. aeruginosa, uma bactéria Gram negativa, conhecida por ser um patégeno
oportunista, que acomete principalmente pacientes imunocomprometidos. Além disso, P.
aeruginosa estd freqiientemente associado a infec¢des do trato urindrio e do sistema
respiratorio, assim como dermatites, infeccdes dos tecidos moles, bacteremia e uma variedade
de infeccoes sistémicas (PACZKOWSKI et al., 2017; SELEZSKA et al., 2012).

Tendo em vista as dificuldades encontradas para o tratamento de infeccdes que
envolvem formacdo de biofilme, novas alternativas terapéuticas t€ém sido exploradas para
tentar conter infeccdes persistentes. Neste contexto, destacam-se os compostos fendlicos que
estdo presentes em uma vasta variedade de vegetais e sdo os principais responsaveis pelas
atividades bioldgicas das plantas (BEN YAKOUB et al., 2018; SLOBODNIKOVA et al.,
2016). A curamina € uma classe de compostos fendlicos que apresenta em sua estrutura um
anel aromadtico 1,2 benzopironas e um benzeno fundido ao anel de a-pirona (BASILE et al.,
2009; SANDHU et al., 2014). Apesar de ser orginalmente encontradas em fonka bean
(Dipteryx odorata Wild), as cumarinas estdo distribuidas em quase 30 familias e 150 espécies
de plantas e s@o caracterizadas por possuirem baixo peso molecular, serem facilmente
sintetizadas e apresentarem alta biodisponibilidade e baixa toxicidade (LUCHINI et al., 2008;
REEN et al., 2018). Devido as diversas atividades biolégicas que as cumarinas e seus
derivados apresentam, faz desse grupo uma rica fonte de pesquisas. Suas atividades
farmacoldgicas mais estudadas sdo: anti-HIV, antitumoral, anti-hipertensivo, anti-
inflamatoério, analgésico e antimicrobiano (KERI et al., 2015; SANDHU et al., 2014). Diante
disso, este trabalho tem por objetivo avaliar a atividade antibiofilme da cumarina frente a
biofilme formado por P. aeruginosa (PAO1).

2 METODOLOGIA

O composto fendlico cumarina simples foi obtida comercialmente (Sigma
Chemical®).

2.1 Inibicao de biofilme

A suspensdo bacteriana de P. aeruginosa PAOI foi realizada caldo Muller Hinton. A
cultura foi diluida 1: 100 em Muller Hinton e pipetados 100ul de cada dilui¢do para os pogos
numa placa de 96 pocos estéril de fundo plano e tratados com concentracdes subinibitorias da
cumarina (0,37ug/ml e 0,185ug/ml). Apds incubacdo por 24h a 37 °C, os microrganismos
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planctonicos foram removidos dos pogos e lavados com dgua destilada por trés vezes. A
revelacdo do biofilme foi realizada utilizando 200 pL de solucdo violeta de cristal a 0,1%
(Sigma Chemical®) em cada poco. As microplacas foram lavadas com dgua destilada e secas
ao ar. Para solubilizar o biofilme, foram adicionados 200 puL de etanol a 95%. A solu¢do foi
transferida para uma nova placa de microtitulacdo e a formacdo do biofilme foi revelada
medindo a absorbincia a 570 nm em leitor de microplacas. Para o controle positivo, foi
utilizado o caldo de cultura e o indculo de P. aeruginosa e para o controle negativo somente o
meio (DOS SANTOS ALVES et al., 2016).

2.2 Contagem de colonias sésseis

O biofilme foi formado em placa de 96 pocos e tratado com concentragcdes
subinibitorias da cumarina (0,37ug/ml e 0,185ug/ml). Apds o tempo de incubacdo a placa foi
lavada duas vezes em PBS para remover as células fracamente ligadas e o biofilme foi entdo
ressuspenso. A placa com o biofilme formado foi submetida a agitagdo vigorosa em vortex
por 5 min a fim de romper a matriz da estrutura. Apés foram retiradas aliquotas dos pogos e
realizadas diluicdes decimais em série (em PBS). Em seguida essas diluicOes foram
plaqueadas em placas contendo meio de cultura Mueller Hinton (Sigma Chemical®). Na
sequencias as placas foram incubadas por 24h °C, o nimero de células cultiviveis de biofilme
foi determinado pela contagem de unidades formadoras de colénias (CFUs) apds ressuspensao
de células de biofilme. Foram computadas as UFC totais por unidade de drea (Log CFU/cm?2)
do pogo da placa de microtitulacdo. Os experimentos foram repetidos em trés ocasides com
amostras individuais avaliadas em triplicata (SILVA et al., 2010).

2.3 Analise estatistica

Os resultados de densidade Optica obtidos no ensaio de formagdo de biofilme e
contagem de unidades formadoras de colonias foram expressos em média + erro padrdo e
submetidos ao teste t, considerando-se diferenca estatistica quando p < 0,05. Para a realizacdo
dos gréficos, utilizou-se o software GraphPad Prism® 5.

3 RESULTADOS e DISCUSSAO
Os resultados obtidos demonstraram que, em concentra¢des subinibitdrias, a cumarina
¢ capaz de inibir a formacdo de biofilme em até 78% em comparagdo com o controle positivo,
como mostra a Figura 1. Nas mesmas concentracdes a cumarina reduziu significativamente a

contagem de colOnias sésseis comparado com o controle positivo, conforme demonstrado na
Figura 2.
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Figura 1 - Acdo da cumarina concentra¢des subinibitérias sobre biofilme P.
aeruginosa PAOI em comparagdo com o controle positivo (C+) e o controle negativo (C-).

T340

Tratamento (2ik)

Figura 2 - Contagem de coldnias sésseis de P. aeruginosa PAOI frente a cumarina, em
concentracdes subinibitérias, em comparacdo com o controle positivo (C+) e controle
negativo (C-).

A andlise dos resultados, permite inferir que a cumarina demonstra significativa
atividade antibiofilme. Segundo relatos da literatura esta substincia apresenta uma potente
atividade antimicrobiana e isso justifica-se pela presen¢a de uma hidroxila livre no C-7,
importante para atividade antibacteriana. Além disso, apresenta cadeias longas e planas que
s30 mais lipofilicas e com isso penetram mais facilmente na membrana celular bacteriana
(VENUGOPALA; RASHMI; ODHAYV, 2013). Corroborando com os nossos resultados,
alguns estudos relatam a atividade antibiofilme dos derivados de cumarina, inclusive frente a
biofilme formado por P. aeruginosa. Essa atividade também pode ser justificada pela
capacidade da estrutura das cumarinas em inibir a sinalizacdo quorum sensing, sendo esta, que
a sinalizacdo responsdvel por controlar a sintese de genes de resisténcia incluindo a
capacidade de formar biofilmes (REEN et al., 2018; TAN et al., 2017; ZHANG et al., 2017).

4 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho apresentou resultados significativos frente a atividade antibiofilme da
cumarina diante ao biofilme formado pela cepa P. aeruginosa PAO1. Visto que a formacao de
biofilmes em dispositivos médicos configura um sério problema de saide publica, pois as
infeccOes persistem apesar dos tratamentos, ¢ de extrema importdncia a pesquisa por
compostos que sejam efetivos, principalmente derivados de produtos naturais. Diante dos
resultados apresentados podemos sugerir que este composto fendlico, pode ser uma potente
alternativa de tratamento para infec¢des que envolvem a formacdo de biofilme. Contudo,
esses resultados sdo preliminares, necessitando de estudos adicionais a fim de elucidar o
mecanismo de a¢do da cumarina sobre o biofilme bacteriano.
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