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Resumo:

A utilização desregrada de fármacos antimicrobianos desencadeou o aumento de cepas resistentes aos tratamentos. Este 
cenário se torna mais preocupante quando os microrganismos se apresentam na forma de biofilme. Os biofilmes são estruturas 
complexas de aglomerados microbianos, protegidos por uma camada de exopolissacarídeos (EPS) que impede a penetração 
dos fármacos, dificultando ainda mais o tratamento das infeções. Com isso, o emprego de plantas medicinais como alternativa 
de tratamento antimicrobiano está crescendo no mercado farmacêutico, pois estas possuem metabolitos secundários, que são 
os principais responsáveis pelas atividades biológicas das plantas. Tendo em vista os metabólitos secundários como fonte de 
pesquisa, em nosso estudo, destacamos a classe das cumarinas, que são compostos fenólicos presentes em uma vasta 
diversidade de vegetais e possui relatos de atividades antimicrobiana, antioxidante e antiviral. Sua estrutura química consiste 
em um anel aromático 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 PA01 foi 
inoculada em 5mL de caldo Muller Hinton e crescida até a fase estacionária. Utilizou-se uma placa de 96 poços estéril, 
contendo controle positivos com meio de cultura e a PA01, e controle negativo só com o meio de cultura. A seguir, o inoculo 
foi diluído 1: 100 em Muller Hinton e pipetados 100µl de cada diluição para os poços de fundo plano e tratados com 
concentrações subinibitórias da cumarina. Após incubação por 24h a 37°C os microrganismos planctônicos foram removidos 
e lavados com água destilada. A revelação do biofilme foi realizada utilizando 200 µL de solução violeta de cristal a 0,1% 
(Sigma Chemical®) em cada poço. As microplacas foram lavadas com água destilada e secas ao ar. Para solubilizar o 
biofilme, foram adicionados 200 µL de etanol a 95%. A solução foi transferida para uma nova placa e a formação do biofilme 
foi revelada medindo a absorbância a 570 nm num leitor de microplacas. Logo após foi realizada a contagem de sésseis. Os 
resultados observados demonstraram que a cumarina é capaz de inibir a formação do biofilme em até 78% e reduzir a 
contagem de colônias sésseis. Conforme esses resultados a cumarina apresenta significativamente atividade antibiofilme, com 
isso sugerimos que está substância pode ser utilizada como alternativa de tratamento para infecções que envolvem a formação 
de biofilmes.
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ATIVIDADE ANTIBIOFILME DA CUMARINA FRENTE À Pseudomonas aeruginosa 
 

1 INTRODUÇÃO  
 
O uso desregrado dos antimicrobianos atualmente disponíveis vem contribuindo, de 

forma preponderante, para a aquisição da resistência microbiana aos tratamentos, acarretando 
no aumento dos índices de mortalidade e morbidade de pacientes com infecções 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 superfícies bióticas e abióticas, onde as 
células microbianas encontram-se envoltas por uma matriz autoproduzida de 
exopolissacarídeos (EPS) que dificulta a entrada e ação dos antimicrobianos. A formação de 
biofilme tem grande impacto para saúde, uma vez que podem ser formados em materiais 
cirúrgicos, próteses e no interior de cateteres venosos e urinários (DONLAN; COSTERTON, 
2002; MAUNDERS; WELCH, 2017; PENG et al., 2018).O biofilme pode ser formado por 
microrganismos da mesma ou de diferentes espécies. Neste estudo, abordamos a formação de 
biofilme de P. aeruginosa, uma bactéria Gram negativa, conhecida por ser um patógeno 
oportunista, que acomete principalmente pacientes imunocomprometidos. Além disso, P. 

aeruginosa está freqüentemente associado a infecções do trato urinário e do sistema 
respiratório, assim como dermatites, infecções dos tecidos moles, bacteremia e uma variedade 
de infecções sistêmicas (PACZKOWSKI et al., 2017; SELEZSKA et al., 2012). 

Tendo em vista as dificuldades encontradas para o tratamento de infecções que 
envolvem formação de biofilme, novas alternativas terapêuticas têm sido exploradas para 
tentar conter infecções persistentes. Neste contexto, destacam-se os compostos fenólicos que 
estão presentes em uma vasta variedade de vegetais e são os principais responsáveis pelas 
atividades biológicas das plantas (BEN YAKOUB et al., 2018; SLOBODNÍKOVÁ et al., 
2016). A curamina é uma classe de compostos fenólicos que apresenta em sua estrutura um 
anel aromático 1,2 benzopironas e um benzeno fuQGLGR�DR�DQHO�GH�.-pirona (BASILE et al., 
2009; SANDHU et al., 2014). Apesar de ser orginalmente encontradas em tonka bean 

(Dipteryx odorata Wild), as cumarinas estão distribuídas em quase 30 famílias e 150 espécies 
de plantas e são caracterizadas por possuírem baixo peso molecular, serem facilmente 
sintetizadas e apresentarem alta biodisponibilidade e baixa toxicidade (LUCHINI et al., 2008; 
REEN et al., 2018). Devido às diversas atividades biológicas que as cumarinas e seus 
derivados apresentam, faz desse grupo uma rica fonte de pesquisas. Suas atividades 
farmacológicas mais estudadas são: anti-HIV, antitumoral, anti-hipertensivo, anti-
inflamatório, 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 (PA01).  

 
2 METODOLOGIA  

 
O composto fenólico cumarina simples foi obtida comercialmente (Sigma 

Chemical®). 
 

2.1 Inibição de biofilme 

A suspensão bacteriana de P. aeruginosa PA01 foi realizada caldo Muller Hinton. A 
cultura foi diluída 1: 100 em Muller Hinton e pipetados 100µl de cada diluição para os poços 
numa placa de 96 poços estéril de fundo plano e tratados com concentrações subinibitórias da 
cumarina (0,37µg/ml e 0,185µg/ml). Após incubação por 24h a 37 °C, os microrganismos 
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planctônicos foram removidos dos poços e lavados com água destilada por três vezes. A 
revelação do biofilme foi realizada utilizando 200 µL de solução violeta de cristal a 0,1% 
(Sigma Chemical®) em cada poço. As microplacas foram lavadas com água destilada e secas 
ao ar. Para solubilizar o biofilme, foram adicionados 200 µL de etanol a 95%. A solução foi 
transferida para uma nova placa de microtitulação e a formação do biofilme foi revelada 
medindo a absorbância a 570 nm em leitor de microplacas. Para o controle positivo, foi 
utilizado o caldo de cultura e o inóculo de P. aeruginosa e para o controle negativo somente o 
meio (DOS SANTOS ALVES et al., 2016). 

 
2.2 Contagem de colônias sésseis 

 
O biofilme foi formado em placa de 96 poços e tratado com concentrações 

subinibitórias da cumarina (0,37µg/ml e 0,185µg/ml). Após o tempo de incubação a placa foi 
lavada duas vezes em PBS para remover as células fracamente ligadas e o biofilme foi então 
ressuspenso. A placa com o biofilme formado foi submetida à agitação vigorosa em vortex 
por 5 min a fim de romper a matriz da estrutura. Após foram retiradas alíquotas dos poços e 
realizadas diluições decimais em série (em PBS). Em seguida essas diluições foram 
plaqueadas em placas contendo meio de cultura Mueller Hinton (Sigma Chemical®). Na 
sequencias as placas foram incubadas por 24h °C, o número de células cultiváveis de biofilme 
foi determinado pela contagem de unidades formadoras de colónias (CFUs) após ressuspensão 
de células de biofilme. Foram computadas as UFC totais por unidade de área (Log CFU/cm2) 
do poço da placa de microtitulação. Os experimentos foram repetidos em três ocasiões com 
amostras individuais avaliadas em triplicata (SILVA et al., 2010). 

 
2.3 Análise estatística 

 
Os resultados de densidade óptica obtidos no ensaio de formação de biofilme e 

contagem de unidades formadoras de colônias foram expressos em média ± erro padrão e 
submetidos ao teste t, considerando-se diferença estatística quando p < 0,05. Para a realização 
dos gráficos, utilizou-se o software GraphPad Prism® 5. 

 
3 RESULTADOS e DISCUSSÃO  

 
Os resultados obtidos demonstraram que, em concentrações subinibitórias, a cumarina 

é capaz de inibir a formação de biofilme em até 78% em comparação com o controle positivo, 
como mostra a Figura 1. Nas mesmas concentrações a cumarina reduziu significativamente a 
contagem de colônias sésseis comparado com o controle positivo, conforme demonstrado na 
Figura 2. 
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Figura 1 - Ação da cumarina concentrações subinibitórias sobre biofilme P. 

aeruginosa PA01 em comparação com o controle positivo (C+) e o controle negatiYR��&¤�.  
 

 

 

  

 

 

 
 
 
 
 
Figura 2 - Contagem de colônias sésseis de P. aeruginosa PA01 frente à cumarina, em 

concentrações subinibitórias, em comparação com o controle positivo (C+) e controle 
QHJDWLYR��&¤�� 

  
A análise dos resultados, permite inferir que a cumarina demonstra significativa 

atividade antibiofilme. Segundo relatos da literatura esta substância apresenta uma potente 
atividade antimicrobiana e isso justifica-se pela presença de uma hidroxila livre no C-7, 
importante para atividade antibacteriana. Além disso, apresenta cadeias longas e planas que 
são mais lipofílicas e com isso penetram mais facilmente na membrana celular bacteriana 
(VENUGOPALA; RASHMI; ODHAV, 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 sinalização quorum sensing, sendo esta, que 
a sinalização responsável por controlar a síntese de genes de resistência incluindo a 
capacidade de formar biofilmes (REEN et al., 2018; TAN et al., 2017; ZHANG et al., 2017).  

 
4 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 
Este trabalho apresentou resultados significativos frente à atividade antibiofilme da 

cumarina diante ao biofilme formado pela cepa P. aeruginosa PA01. Visto que a formação de 
biofilmes em dispositivos médicos configura um sério problema de saúde pública, pois as 
infecções persistem apesar dos tratamentos, é de extrema importância a pesquisa por 
compostos que sejam efetivos, principalmente derivados de produtos naturais. Diante dos 
resultados apresentados podemos sugerir que este composto fenólico, pode ser uma potente 
alternativa de tratamento para infecções que envolvem a formação de biofilme. Contudo, 
esses resultados são preliminares, necessitando de estudos adicionais a fim de elucidar o 
mecanismo de ação da cumarina sobre o biofilme bacteriano.  
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