| [
[ [~
e

1

@

VIRTUS IMPAVIDA
[ |

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE BIOCIENCIAS
POS-GRADUACAO EM BIOQUIMICA E FISIOLOGIA

MARILIA MARTINS MANTA

ASSOCIA(;AO DE COMPOSTOS FENOLICOS E ANTIBIOTICOS NO
CRESCIMENTO E BIOFILME DE Enterococcus faecalis MULTIDROGA
RESISTENTE

Recife
2021



MARILIA MARTINS MANTA

ASSOCIACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS E ANTIBIOTICOS NO
CRESCIMENTO E BIOFILME DE Enterococcus faecalis MULTIDROGA
RESISTENTE

Dissertacdo apresentada como requisito parcial
para 0 cumprimento das exigéncias para
obtencdo do titulo de Mestre em Bioquimica e
Fisiologia pela Universidade Federal de
Pernambuco.

Orientador: Profa. Dra. Maria Tereza dos Santos Correia

Coorientadores: Dr. Tulio Diego da Silva
Dra. Barbara de Azevedo Ramos

Recife
2021



Catalogagéao na fonte:
Bibliotecaria Claudina Queiroz, CRB4/1752

Manta, Marilia Martins

Associagdo de compostos fendlicos e antibioticos no crescimento e
biofiime de Enterococcus faecalis multidroga resistente / Marilia
Martins Manta - 2021.

107 folhas: il., fig., tab.

Orientadora: Maria Tereza dos Santos Correia
Coorientadores: Tulio Diego da Silva
Barbara de Azevedo Ramos
Dissertagdo (mestrado) — Universidade Federal de Pernambuco.
Centro de Biociéncias. Programa de Pés-Graduagédo em Bioquimica e
Fisiologia. Recife, 2021.
Inclui referéncias e apéndices.

1. Sinergismo 2. Rutina 3. Quercetina
I. Correia, Maria Tereza dos Santos (Orientadora) II.Silva, Tulio Diego
da (Coorientador) Ill. Ramos, Barbara de Azevedo (Coorientadora) IV.
Titulo

615.3 CDD (22.ed.) UFPE/CB-2021-077




MARILIA MARTINS MANTA

ASSOCIACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS E ANTIBIOTICOS NO
CRESCIMENTO E BIOFILME DE Enterococcus faecalis MULTIDROGA
RESISTENTE

Dissertacdo apresentada como requisito parcial
para 0 cumprimento das exigéncias para
obtencdo do titulo de Mestre em Bioquimica e
Fisiologia pela Universidade Federal de
Pernambuco.

Aprovadaem: _25 / 02 / 2021

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Maria Tereza dos Santos Correia
Departamento de Bioquimica - Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Thiago Henrique Napoleédo
Departamento de Bioquimica - Universidade Federal de Pernambuco

Dra. Barbara de Azevedo Ramos
Departamento de Antibidticos — Universidade Federal de Pernambuco

Dra. Kétia Alves Ribeiro
Departamento de Bioquimica - Universidade Federal de Pernambuco



Dedico este trabalho a todas as mulheres da minha familia. Minhas avés, duas mulheres

fortes e guerreiras, minha mée, irm4, tias e primas.

Vocés sdo minha forga e inspiragao.



AGRADECIMENTOS

A toda minha familia e, principalmente, minha mae, meu pai, minha irma e meu
cunhado. Por acreditarem sempre em mim, torcerem por mim e serem 0 apoio para eu seguir
tranquila meu caminho e minhas escolhas. Obrigada por serem minha base. Ter o apoio diario
de vocés (mesmo nos pequenos gestos) € fortalecedor e encorajador.

A Ana, minha namorada, pelo companheirismo e parceria. Por sempre acreditar em mim
e apoiar as minhas decisdes. Pelas distracGes, pelas escutas, pelos abracos e conselhos. Pela

amizade, além de tudo, que foi fundamental para eu chegar até aqui e querer ir mais longe.

A minha orientadora, Profa. Tereza, que me acolheu desde a graduagio e segue
acolhendo. Obrigada pela disponibilidade, pelas orientacbes e, principalmente, por sempre

confiar em mim e no meu trabalho.

Ao meu coorientador, Dr. Tulio, por todo o aprendizado, ajuda, conselhos, por torcer
comigo e sempre acreditar em mim mesmo diante de algumas dificuldades. Meus sinceros

agradecimentos.

A Barbara, também coorientadora, por me acolher desde o meu primeiro dia no Biomol
e estar do meu lado desde entdo. Seus ensinamentos, conselhos, suporte e, principalmente,
amizade, foram fundamentais para chegar até aqui. Obrigada por se doar tanto por mim e por

sempre acreditar no meu potencial.

A todos 0s meus amigos que sempre torcem por mim, entendem minhas auséncias e
estdo sempre ao meu lado. Pelas conversas, puxdes de orelha, descontracdes e risadas. Sem

VOCés eu nédo chegaria téo longe.
A FACEPE por todo auxilio e suporte financeiro desde a graduacao.

Ao Departamento de Bioquimica e a Universidade Federal de Pernambuco. Sabemos
gue a luta pelo ensino publico e de qualidade é grande e, nos ultimos anos, mais dificeis. Mas
a forca dos estudantes, professores, servidores e gestores permite que a Universidade siga
grande e com sua qualidade. De toda sua estrutura sdo formados os alunos e futuros

profissionais, e eu tenho orgulho de ser fruto dela. Sigamos!

Meu muito obrigada a todos por ajudarem na minha caminhada!



“Simplesmente ndo desista de tentar fazer o que vocé realmente quer fazer.
Onde tem amor e inspiracdo, ndo tem como dar errado.”.

Ella Fitzgerald



RESUMO
Enterococcus faecalis é uma bactéria Gram-positiva, que faz parte da microbiota normal do
sistema digestivo de humanos e animais, mas é oportunista, podendo vir a causar diversas
infeccdes. No geral, o tratamento de infec¢Bes causadas por essa espécie é feito por meio de
antibioticos, porém, devido ao uso indiscriminado desses medicamentos, foram surgindo
linhagens resistentes. Dentre os diversos mecanismos de sobrevivéncia, ha o desenvolvimento
de biofilme, que é a formacao de uma comunidade complexa e estruturada de micro-organismos
envolvidos por uma matriz de polissacarideos. Sabendo da resisténcia aos antibiéticos, diversos
estudos buscam alternativas para o tratamento das infeccBes. Uma das alternativas € a
associacao entre antibidticos e compostos fendlicos. Dessa forma, o objetivo do trabalho foi
avaliar a capacidade de formacdo de biofilme e a presenca de genes de viruléncia em isolados
de E. faecalis e analisar a atividade antimicrobiana e antibiofilme da quercetina e rutina em
combinacdo com antibioticos. Foram utilizados 12 isolados clinicos e uma cepa padrao cedida
pela colecdo do Departamento de Antibidticos (UFPEDA 09). Nestas cepas se avaliou a
formacdo de biofilme em meio BHI, segundo o método Cristal Violeta, e a hidrofobicidade
celular. Foi analisada a presenca dos genes de viruléncia esp, gelE e asal pela Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR). Trés isolados MDR e a cepa padrdo foram utilizados para o estudo
da associacdo da quercetina e rutina com ciprofloxacina e gentamicina. Avaliou-se a
Concentracao Inibitéria Minima (CIM) dos antibi6ticos e compostos fendlicos e a associacao
deles no biofilme e crescimento bacteriano. Foi observado que das 13 cepas testadas, 12 formam
fortemente biofilme. Além disso, quatro dos isolados possuem o gene gelE e oito possuem esp
e asal, indicando a presenca desses genes nas cepas formadoras de biofilme. Nao foi
encontrado o CIM dos antibiéticos nos isolados avaliados até 100ug/mL e da quercetina e rutina
até a concentracdo de 1000ug/mL. Quanto a associacdo, a quercetina reduziu o crescimento
bacteriano em todos os isolados quando em associacdo com a gentamicina, e em trés isolados
qguando em associacdo com a ciprofloxacina. A rutina aumentou o crescimento bacteriano em
associacdo com os dois antibioticos. Ja a associacdo na formacdo do biofilme, a rutina se
mostrou mais eficiente, reduzindo a formacdo de biofilme em trés isolados quando em
associacdo com a ciprofloxacina e de dois isolados quando em associa¢do com a gentamicina.
Com os resultados, observa-se a presenca dos genes de viruléncia em isolados hospitalares de
E. faecalis. Nota-se também que mesmo a quercetina e rutina, quando utilizados sozinhos, néo
tendo efeito contra E. faecalis, a combinac¢éo com os antibidticos testados teve. Sendo assim, a

associacdo da rutina ou quercetina com gentamicina ou ciprofloxacina reduz o crescimento



bacteriano e a capacidade de formacgéo de biofilme, se tornando uma boa alternativa para a
questdo da resisténcia aos antibioticos.

Palavras-chave: CIM. Sinergismo. Rutina. Quercetina. Ciprofloxacina. Gentamicina.



ABSTRACT

Enterococcus faecalis is a Gram-positive bacterium, which is part of the normal microbiota of
the digestive system of humans and animals but is opportunistic and can cause several
infections. In general, the treatment of infections caused by this species is through antibiotics,
however with indiscriminate use these drugs have become resistant. Among the various survival
mechanisms, there is the development of biofilm, which is the formation of a complex and
structured community of microorganisms involved by a polysaccharide matrix. Knowing the
resistance to antibiotics, several studies are looking for an alternative for treatment of infections.
One of the alternatives is an association between antibiotics and phenolic compounds. Thus,
the objective of the work was to evaluate the capacity of biofilm formation and the presence of
virulence genes in E. faecalis isolates and to analyze the antimicrobial and antibiofilm activity
of quercetin and rutin in combination with antibiotics. 12 clinical isolates and a standard strain
provided by the collection of the Department of Antibiotics (UFPEDA 09) were used. In these
strains, biofilm formation in BHI medium was evaluated, according to the Violet Crystal
method, and cellular hydrophobicity. The presence of the virulence genes esp, gelE and asal
was analyzed by the Polymerase Chain Reaction (PCR). Three MDR isolates and the standard
strain were used to study the association of quercetin and rutin with ciprofloxacin and
gentamycin. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of antibiotics and phenolic
compounds and their association in biofilm and bacterial growth were evaluated. It was
observed that of the 13 strains tested, 12 strongly form biofilm. In addition, four of the isolates
have the gelE gene and eight have esp and asal, indicating the presence of these genes in the
biofilm-forming strains. The MIC of antibiotics was not found in the isolates up to 100ug/mL
and of quercetin and rutin up to the concentration of 1000pug/mL. As for the association,
quercetin reduced bacterial growth in all isolates when combined with gentamycin, and in three
isolates when combined with ciprofloxacin. Rutin increased bacterial growth in association
with the two antibiotics. In the association in the formation of biofilm, rutin was more efficient,
reducing the formation of biofilm in three isolates when in association with ciprofloxacin and
in two isolates when in association with gentamycin. With the results, it is observed the
presence of virulence genes in hospital isolates of E. faecalis. It is also noted that even quercetin
and rutin, when used alone, having no effect against E. faecalis, the combination with the tested
antibiotics had. Thus, the association of rutin or quercetin with gentamycin or ciprofloxacin
reduces bacterial growth and the ability to form biofilms, making it a good alternative to the

issue of antibiotic resistance.
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1 INTRODUCAO

Bacteérias sdo encontradas em todos os ambientes, seja no nosso corpo, revestindo a pele,
no trato gastrointestinal ou no ambiente em que vivemos. Muitas delas sdo inofensivas ou até
mesmo benéficas, e convivem conosco sem causar nenhum problema. Outras delas séo
patogénicas, causando infecgdes que vém se tornando cada vez mais preocupantes, devido ao
aumento da resisténcia aos antibioticos utilizados na clinica (SANTOS, 2004; BAUMLER E
SPERANDIO, 2016).

Dentre as bactérias patogénicas, podemos citar a Enterococcus faecalis, uma Gram-
positiva que se apresenta em cocos sozinhos ou aos pares e que sdo consideradas patégenos
humanos oportunistas (CAMPOS et al.,, 2013). Segundo Fisher e Phillips (2009),
aproximadamente 12% das infeccBes nosocomiais nos Estados Unidos sdo causadas por
Enterococcus spp., sendo E. faecalis a espécie mais comum. Muitos enterococos possuem
resisténcia ampla a antibidticos, incluindo as penicilinas, cefalosporinas, aminoglicosideos,
glicopeptideos, entre outros (BOYNUKARA et al., 2002).

Ha diversos mecanismos de adaptacdo que as bactérias podem sofrer para se tornar mais
resistentes, dentre eles ha a formacdo do biofilme (STOODLEY et al., 2002). O biofilme é
formado quando as células bacterianas se aderem entre si e a um substrato, e sdo envolvidas
por uma matriz extracelular polimérica produzida por elas. Essa estrutura funciona como um
mecanismo de viruléncia e adaptacdo da bactéria para se manter viva e infectante no ambiente
(MAH, 2012; FLEMMING et al., 2016). De acordo com o “Natural Institutes of Health”
aproximadamente 80% das infeccOes estdo associadas a biofilmes, sendo este um fator que
aumenta mais ainda a resisténcia aos antimicrobianos, constituindo infecgdes cronicas e

persistentes nos pacientes hospitalares (JAMAL et al., 2018).

Com a crescente aquisicao de resisténcia aos antibidticos, varios estudos vém sendo
realizados visando novas alternativas contra 0os microrganismos. Ha uma intensa busca pela
criagdo de novos antibidticos, porém, até os dias atuais sem sucesso, € 0S microrganismos se

tornavam cada vez mais resistentes.

Diversos compostos naturais ja se mostraram eficazes contra bactérias, agindo em
diversos mecanismos distintos. Dentre eles, os compostos fenolicos vém se mostrando eficazes
na inibicdo do crescimento, de toxinas, de enzimas e da formacdo de biofilme de espécies
bacterianas. Com 1isso, a acdo sinérgica desses compostos naturais com antibidticos ja

existentes, porém ndo mais eficazes aos microrganismos, se tornou uma das alternativas mais
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promissoras para o desenvolvimento de novos farmacos (CUSHNIE E LAMB, 2005; DOS
SANTOS et al., 2015; SILVA et al., 2016).

Estudos mostraram que alguns compostos fendlicos como, por exemplo, quercetina,
acido galico, rutina e luteolina, em sinergismo com antibioticos de diversas classes, foram
eficazes contra o crescimento de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli e Enterococcus sp. Dessa forma, essa combinagdo se mostra como uma boa
alternativa contra bactérias, ja que restaura seu efeito em uma bactéria previamente resistente,
aumentando a acdo dos antibidticos (AMIN et al., 2015; LIMA et al., 2016; SANHUEZA et al.,
2017).
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar a formacéo de biofilme dos isolados clinicos de Enterococcus faecalis e analisar
a atividade antimicrobiana e antibiofilme de compostos fendlicos em combinagdo com

antibioticos.

1.1.2 Objetivos especificos

Confirmar a identidade dos isolados pela técnica de MALDI-TOF;

Analisar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos;

Analisar a capacidade de formacéo de biofilme pelos isolados;

Avaliar a presenca de genes relacionados a viruléncia nos isolados clinicos (gelE, esp e
asal);

¢ Identificar as atividades dos compostos fenolicos quercetina e rutina e das combina¢es com
antibioticos, sobre o crescimento bacteriano;

¢ Avaliar a atividade dos compostos e das combinagdes com antibi6ticos na anti-formacéo do

biofilme.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 BIOFILME BACTERIANO

Bactérias podem viver de forma livre (planctdnicas) ou podem, em algum momento, se
aderirem a uma superficie, onde passam a serem chamadas de sésseis. Antigamente se achava
que as bactérias eram preferencialmente encontradas na forma plancténica, porém, hoje em dia
ja se sabe que as bactérias tém preferéncia em se aderir a uma superficie e formar agregados.
Essas bactérias aderidas de forma irreversivel ao substrato formardo o biofilme (TRENTIN et
al., 2013; HENRIQUES et al., 2013).

Segundo Costerton et al. (1999), biofilme é definido como “uma comunidade
estruturada de células bacterianas cobertas por uma matriz polimérica autoproduzida e
aderentes a uma superficie inerte ou viva”. Desde 0 século XX os biofilmes sdo conhecidos e
estudados. Porém, apenas proximo a metade do século que houveram publicaces de estudos
comecando a descobrir como o biofilme era formado, sua estrutura e implicagdes genéticas.
Até os dias atuais, muita coisa sobre o biofilme ainda é desconhecida (O’TOOLE et al., 2000;
FLEMMING AND WINGENDER, 2010; SATPHATY et al., 2016;).

Bacteérias e fungos possuem a capacidade de formar biofilmes, sendo os mais estudados
e 0s mais perigosos para a saude humana formados a partir de bactérias. Ele pode ser
desenvolvido em superficies bidticas ou abioticas, e ser composto por uma Unica espécie ou por
diversas espécies diferentes vivendo em comunidade, estando o primeiro mais presente em
infeccdes e em dispositivos médicos, e o segundo presente nos mais variados ambientes. Ha
diversos mecanismos distintos que pode levar uma bactéria planctonica a se aderir a uma
superficie, havendo influéncia tanto de fatores ambientais como de fatores genéticos. Tudo isso
indica o quanto € complexa a estrutura do biofilme e todo o seu mecanismo de formacéo
(PRATT E KOLTER, 1999; O’'TOOLE et al., 2000; SATPHATY et al., 2016).

Ha diferenca entre 0s genes expressos por bactérias na forma plancténica com os genes
expressos em células formadoras de biofilme. O alginato, por exemplo, que é transcrito pelo
gene algC, estd mais expresso em bactérias presentes no biofilme de Pseudomonas aeruginosa
(WATNICK E KOLTER, 2000).

De um modo geral, a formacdo do biofilme possui quatro estagios basicos: uma adeséo
inicial, formac&o da microcoldnia, maturacéo do biofilme e dispersao. Na primeira etapa, ocorre

a adesdo das células planctdnicas ao substrato (Figura 1). Essa adeséo inicial sofre influéncia
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de diversos fatores fisico-quimicos como caracteristicas da superficie celular, movimento dos
flagelos, presenca de genes e agdo de forcas de adeséo, como Van der Waals, interacdes
eletrostéaticas e forcas hidrodinamicas. Nesta etapa, interacdes hidrofobicas entre a superficie e
a membrana bacteriana tém uma importancia fundamental, visto que a maioria dessas estruturas
séo carregadas negativamente e sofrerdo repulséo (DONLAN, 2002; STOODLEY et al., 2002;
FLEMMING et al., 2016; REN et al., 2018; CH’NG et al., 2019).

Figura 1. Fatores responsaveis pela adesdo da célula planctonica a uma superficie. Fonte: Trentin, et al. (2013).

\/‘ &
ey o
e B
i)
o S 5 b=
: «Q
g 2 e ® 5 Ouorum Sensi
= 3 £ 2  Quorum Sensing
z 2 = S
S 2 -L_E: “ay = S
L i) S w _g 13
- <
e o =~ 3.9 ¢ g
= ) — ol 5] =1)]
[3) v 5} o 2 © N
o Q2 o & = O —
= O o~ ot
R~ & = g 2 &
> = <] - = .
=) ) > == -

A comunicacao bacteriana se da por meio de um mecanismo conhecido com Quorum
sensing. Ap0s a adesdo, as bactérias que estdo agora em maior proximidade uma das outras,
secretam compostos metabdlicos que funcionam como sinalizadores e reguladores, induzindo
a expressdao de genes que serdo responsaveis pela producdo da matriz polissacaridica e que
regulam a viruléncia e a formacao do préprio biofilme (STOODLEY et al., 2002; DAVIES,
2003).

Na segunda etapa da formacdo do biofilme, as bactérias comecam também a se
multiplicar, formando as microcol6nias, como pode ser observado na Figura 2. A matriz, que é
chamada de substancia extracelular polimérica (EPS, do inglés exopolysaccharide substance),
é produzida nesta etapa. Tem um papel fundamental para a estruturacdo do biofilme, pois
mantém as bactérias imobilizadas na estrutura. A sua formacao € um processo que depende dos
nutrientes disponiveis, da secrecdo de substancias e do fluxo no ambiente em que o biofilme
estad se formando. Sua constitui¢éo é bastante heterogénea, mas a composicao béasica e principal
é de agua, polissacarideos, proteinas, lipideos e acidos nucleicos. No fim, o biofilme &
constituido de 10% de células bacterianas e 90% de matriz (WHITCHURCH et al., 2002;
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VUONG et al., 2004; FLEMMING E WINGENDER, 2010; FLEMMING et al., 2016;
SATPATHY etal., 2016; CH’NG et al., 2019).

A EPS e muito importante para a estabilidade do biofilme e para a defesa contra a
resposta imunoldgica e contra antimicrobianos. Ela vai preencher os espacos entre as células
bacterianas no biofilme, determinando a sua arquitetura e imobilizando as células, mantendo-
as em maior proximidade e permitindo que haja interagcdo e comunicacdo entre elas. Funciona
também como uma protecdo contra a oxidacdo e contra a desidratacdo, ja que sua estrutura
retém a agua dentro do biofilme. A arquitetura final estabelecida pela matriz pode variar, e
depende de fatores como condi¢fes hidrodindmicas do meio, concentracdo de nutrientes,
motilidade bacteriana e comunicacdo entre as células (FLEMMING E WINGENDER, 2010;
SATPATHY etal., 2016; FLEMMING et al., 2016; CH’NG et al., 2019).

Figura 2. Microscopia das diversas fases da formacéao do biofilme. (A) célula bacteriana plancténica, visualizada
por meio de Microscopia Eletrénica de Transmissao. (B) células bacterianas aderidas na superficie e (C) células
formando microcol6nias, ambas visualizadas por meio de Microscopia Eletrénica de Varredura. Fonte: adaptado
de Watnick e Kolter, (2000).

O crescimento do biofilme e a maturacdo sao dependentes do Quorum sensing, que leva

a um aumento na expressdao de componentes, como DNA extracelular, polissacarideos e
proteases extracelulares. A partir do momento que a densidade bacteriana dentro do biofilme
vai aumentando, vao se formando estruturas que permitem a sobrevivéncia dos microrganismos
na comunidade, como canais na matriz, que permitem a entrada de nutrientes e 4gua e a saida
de metabdlitos toxicos produzidos pelas bactérias (SUBRAMANI E JAYAPRAKASHVEL,
2019 CH’NG et al., 2019).

A Ultima fase da formacdo do biofilme € a disperséo, onde ocorre liberacdo de bactérias
do biofilme. Essa disperséo é estimulada por diversos fatores como, por exemplo, a redugéo de
nutrientes disponiveis devido ao aumento da densidade bacteriana no biofilme, onde bactérias

se dispersam da comunidade para buscar ambientes mais ricos em nutrientes. Estudos também
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indicam disperséo a partir do remodelamento da matriz, um processo que ocorre como forma
de adaptacdo dessa estrutura a alteragcGes no meio. Na Figura 3 € possivel observar um esquema
das fases de formacdo do biofilme descritas acima (WATNICK E KOLTER, 2000;
STOODLEY etal., 2002; FLEMMING et al., 2016).

Figura 3: Etapas do desenvolvimento do biofilme: Adeséao, formacdo de microcol6nia, maturacdo e dispersdo das

células bacterianas. Fonte: Adaptado de Ch’ng et al. (2019).
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moléculas que a liberem para o meio, como acontece com biofilmes de Pseudomonas
fluorescens que, em condicBGes de poucos nutrientes, liberam substéncias que degradam a
matriz, levando a dispersdo das células em procura de maior disponibilidade de nutrientes. Esta
ultima etapa é de fundamental importancia para a manutencéo do biofilme, visto que evita que
0 estoque de nutrientes esgote e as bactérias e toda a estrutura possam ficar fragilizadas. O
microrganismo que estava até ent&o na forma sessil, volta ao estado planctonico, podendo voltar
a se aderir em algum momento e reiniciar o ciclo (WATNICK E KOLTER, 2000; STOODLEY
etal., 2002).
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As bactérias que estdo presentes no biofilme possuem algumas caracteristicas que as
tornam mais dificeis de erradicar. A matriz, por exemplo, funciona como uma barreira fisica
para protecdo contra o sistema imune e para a entrada de antibidticos, de forma que as bactérias
conseguem resistir a concentracdes até mil vezes maiores da substancia, e as infeccdes se
tornam recorrentes. Além disso, as células dentro do biofilme ndo possuem taxa de crescimento
sincronizada, fazendo com que dentro de um mesmo biofilme exista células dormentes e em
fases diferentes do ciclo celular, sendo algumas insensiveis a muitos antimicrobianos,
principalmente aqueles que agem na multiplicacdo bacteriana (DONLAN, 2002; STOODLEY
et al., 2002; DAVIES, 2003; MOHAMED AND HUANG, 2007; FLEMMING AND
WINGENDER, 2010; DELPOZO, 2017).

O biofilme esta presente em cerca de 80% das infeccdes, e as doencas causadas por ele
sdo de dificil tratamento, como endocardite e prostatite cronica. Esta relacionado também com
a colonizacdo de dispositivos médicos, como cateteres urinarios, venosos e arteriais,
respiradores e implantes artificiais. As bactérias dentro de um biofilme podem contribuir tanto
para a fase crénica da doenca, onde € mais dificil de erradicar, quanto para a fase infecciosa, a
partir da dispersdo das bactérias do biofilme, que podem causar infeccdes em novos locais.
Células presentes nessa estrutura também possuem maior facilidade de adquirir elementos
genéticos transmissiveis, devido a uma elevada taxa de conjugacgdo dentro da comunidade, o
que acaba facilitando a aquisicdo de genes de resisténcia a antibiéticos e de viruléncia. Sendo
assim, essa estrutura estad relacionada a uma maior sobrevivéncia do microrganismo e,
consequentemente, a uma maior patogenicidade (WATNICK E KOLTER, 2000; DONLAN,
2002; DAVIES, 2003; REISNER et al., 2006; MAH, 2012; TRENTIN, 2013).

Estima-se que os biofilmes estejam presentes em cerca de 65% das infeccdes
nosocomiais. Com o conhecimento dos perigos dessa forma de vida a saide humana, o biofilme
vem sendo bastante estudado nos Gltimos anos. Procura-se entender melhor sua estrutura e 0s
processos de seu desenvolvimento, buscando também compostos antibiofilme, que inibam sua
formagéo ou que consiga degradar a estrutura, podendo tornar as infeccdes bacterianas mais
faceis de erradicas (SATPATHY et al., 2016)

2.2 O GENERO Enterococcus

Enterococcus ja tinha sido relatado desde os anos de 1900. Porém, na época

consideravam-no pertencente ao género Streptococcus devido principalmente as similaridades
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morfolégicas e bioquimicas, sendo classificados como Streptococcus do grupo D. Thiercelin e
Jouhaud (1903) citaram Enterococcus como um género distinto, mas seu estudo ndo foi muito
aceito na época. Em um estudo de Schleifer e Klipper-Balz (1984) eles descobriram, por meio
de hibridizacio DNA-DNA e sequenciamento do 16S rRNA, que as espécies até entdo
conhecidas como Streptococcus faecium e Streptococcus faecalis eram distintas das outras
espécies deste género. Apds este estudo, essas espécies foram reconhecidas como um género
diferente, sendo entdo classificadas, de fato, como Enterococcus faecium e Enterococcus
faecalis (ZHONG et al., 2017; GARCIA-SOLACHE E RICE, 2019; RUZICKOVA et al.,
2020).

Nos dias atuais, este género ja é bastante aceito e estudado, com 58 espécies distintas
pertencentes a ele (GARCIA-SOLACHE E RICE, 2019; RUZICKOVA et al., 2020). Bactérias
classificadas como Enterococcus spp. sdo cocos Gram-positivos ndo esporulados, anaerobicas
facultativas, podendo se apresentar em cadeias ou isolados. Suas colonias séo esbranquicadas
quando crescidas em meios tradicionais, mas algumas espécies podem apresentar coloragdo da
col6nia mais amarelada (Figura 4). A maioria das espécies ndo sao moveis, com excecdo de E.
gallinarum e E. casseliflavus. Quanto a classificacdo bioquimica, sdo bactérias acido-latico
positivas, catalase negativas, com crescimento em NaCl 6,5% e hidr6lise da bile esculinae PYR
positivo. Podem crescer em temperatura variando de 10 a 45 °C, porém sua temperatura 6tima
é de 35 °C (FIGUEREDO et al., 2016; GARCIA-SOLACHE E RICE, 2019).

Figura 4. (A) Células enterocdécicas, visualizadas por meio de uma microscopia eletronica. (B) Coldnias de E.
faecalis crescidas por 24 horas a 37 °C em meio agar sangue. Fonte: Rizi¢kova et al. (2020).

Podem ser encontradas em animais, plantas, solo e agua. Nos humanos, fazem parte da
microbiota principalmente do trato gastrointestinal. No entanto, sdo considerados organismos
oportunistas, e podem vir a causar infeccdes no trato urinario, em feridas cirurgicas, bacteremia,

endocardite e infeccdes em cateter e outros dispositivos médicos. As espécies E. faecalis e E.
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faecium séo as responsaveis pelas principais infeccbes enterocdcicas, estando presentes em
80% delas (ZHONG et al., 2017; GARCIA-SOLACHE E RICE, 2019; RUZICKOVA et al.,
2020; TORRES et al, 2018).

Enterococcus spp. vém se tornando alvo de estudos devido a preocupagdo com o
aumento de infecgbes, principalmente pelo fato de ja serem considerados o segundo maior
género causador de infec¢Oes nosocomiais dentre os Gram-positivos. E 0 que tornou mais
alarmante foi a capacidade de algumas espécies de adquirir resisténcia a antibioticos utilizados
na clinica, tornando as infec¢es mais dificeis de tratar (GUZMAN PIETRO et al., 2016;
REMSCHMIDT et al., 2018; FIGUEREDO et al., 2016; ANVISA, 2019; RUZICKOVA et al.,
2020).

Enterococos possuem algumas caracteristicas que os tornam mais capazes de resistir a
antibidticos e os tornam mais virulentos. Resisténcia intrinseca € uma caracteristica que ja esta
presente no genoma, e a grande maioria das cepas a possuem. Enterococcus spp. possuem
resisténcia intrinseca a p-lactamicos e a baixas concentracdes de aminoglicosideos. A
resisténcia a B-lactamicos ocorre principalmente devido a expressdo de proteinas de ligacdo a
penicilina (PBP, do inglés penicillin binding protein) com baixa afinidade, o que dificulta a
acdo do medicamento. J& a resisténcia aos aminoglicosideos ocorre, principalmente, devido a
dificuldade do medicamento em acessar o interior da célula bacteriana e, por isso, sdo utilizados
em associagcdo com medicamentos que agem rompendo a parede celular (GUZMAN PRIETO
etal., 2016; HEIDARI et al., 2016; GARCIA-SOLACHE E RICE, 2019; RUZICKOVA et al.,
2020).

A resisténcia adquirida pode ocorrer principalmente por mutacdo ou troca de material
genético, muitas vezes estimulado por uma necessidade de sobrevivéncia bacteriana. Uso
indiscriminado de antibioticos, pacientes que ndo terminam corretamente a antibioticoterapia,
prescricdo de doses insuficientes do antibiotico e a presenca de bactérias no ambiente hospitalar
podem estimular a aquisicdo de resisténcia (FIGUEREDO et al., 2016; RUZICKOVA et al.,
2020). A troca do material genetico se da principalmente por meio de plasmideos ou de
transposons. Ja foi reportado a aquisicao de resisténcia a algumas classes, como glicopeptideos,
concentragfes mais altas de aminoglicosideos, fluoroquinolonas, linezolida, daptomicina e
tetraciclinas (HEIDARI et al., 2016; CAVACO et al., 2016; TORRES et al., 2018; GARCIA-
SOLACHE E RICE, 2019).

Segundo Ruzi¢kova et al. (2020) viruléncia esta representada por uma maior

transmissibilidade, toxicidade e invasividade das cepas. Alguns fatores de viruléncia ja sdo
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conhecidos e estdo presentes em espécies do género Enterococcus. As substancias de
agregacdo, expressas pelo gene asal, estdo relacionadas a uma maior capacidade de ligacdo
com a célula do hospedeiro, além de permitirem o contato entre bactérias para a conjugacéo.
As proteinas de superficie enterococicas (Esp) estdo associadas a uma maior capacidade de
adesdo e, consequentemente, formacdo de biofilme. A gelatinase, expressa pelo gene gelE, é
uma proteina extracelular capaz de hidrolisar gelatina, caseina e colageno, estando associada
com a invasdo bacteriana na célula do hospedeiro. Assim como 0s genes de resisténcia, 0s
fatores de viruléncia também conseguem ser transferidos entre 0os microrganismos. Dessa
forma, cepas que possuem esses fatores causam infeccOes mais severas do que cepas que ndo
0s possuem (WU et al., 2016; HEIDARI et al., 2016; CHAJECKA-WIERZCHOWSKA et al.,
2017; SHAFEEK et al., 2018).

Ja foi observado a formacao de biofilme de enterococos em infec¢des do trato urinario,
de feridas, do trato gastrointestinal e em endocardite. As principais espécies de Enterococcus
que formam biofilme e causam infec¢des séo E. faecalis e E. faecium. Enquanto E. faecalis é
mais virulenta e forma mais biofilmes, E. faecium possui resisténcia a um maior nimero de
antibiéticos (HOLMBERG E RASMUSSEN, 2016; CHAJECKA-WIERZCHOWSKA et al.,
2017; GARCIA-SOLACHE E RICE, 2019; CH’NG et al., 2019).

2.2.1 Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis é encontrada principalmente no intestino de humanos e de
animais, sendo também comumente encontrada no ambiente. Mas, assim como outras espécies
de seu género, ela tem capacidade de se tornar patogénica. Das espécies do género
Enterococcus, é a mais prevalente em infeccGes, encontrada em aproximadamente 70% delas.
Essa espécie possui grande capacidade de viver em ambientes hostis, com temperaturas
variando de 5 a 65 °C e pH entre 4,6 e 9, e altas concentragdes de sais. Utiliza principalmente a
glicose como fonte de energia, e tem como produto final o &cido latico (BARROS, 2014;
HEIDARI et al., 2016; GUZMAN PRIETO et al., 2016; BEGANOVIC et al., 2018 GARCIA-
SOLACHE E RICE, 2019; SINGH et al., 2019).

O aumento de infecgdes causadas por esta espécie ocorre principalmente devido a sua
plasticidade gendmica e pela capacidade de evolucdo, onde ocorre transferéncia de genes,
principalmente por meio de plasmideos e transposons. Devido a alta capacidade de aquisicdo

de resisténcia, hoje em dia estudos ja relataram a presenca de isolados de E. faecalis multidroga
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resistente (MDR) e extensivamente resistente (XDR) (LEBRETON et al., 2017; HIRT et al.,
2018; SINGH et al., 2019).

Uma caracteristica importante da espécie, por dificultar o tratamento de suas infec¢des,
¢ a sua maior capacidade de aderir a superficies e formar biofilmes. Essa capacidade in vivo
tem sido bastante relacionada com a presenga de alguns genes de viruléncia, sendo esp, gelE,
asal e cylA os mais comumente encontrados em isolados de E. faecalis, além de algumas
caracteristicas da espécie como a presenca de pilus e de estruturas de superficie celular ndo
proteicas, que facilitam a adesdo bacteriana e a formacéo do biofilme (ZHENG et al., 2017,
CH’NG et al., 2019).

2.3 COMPOSTOS FENOLICOS NA INIBICAO DE BIOFILMES BACTERIANOS

No século XX houve a conhecida “Era de Ouro dos Antibidticos”, iniciada em 1941
com a descoberta de penicilina, seguida até os anos 1990. Houve producdo de diversos
medicamentos de classes distintas, como P-lactdmicos, tetraciclinas, cloranfenicol,
aminoglicosideos, macrolideos, glicopeptideos e quinolonas. Eles eram produzidos
principalmente a partir de géneros como Streptomyces, Penicillium, Actinomycetes e Bacillus
ou de forma sintética e semissintética. Nesta época, quase todas as infecgdes bacterianas eram
trataveis pelas drogas existentes, sem presenca de resisténcia em larga escala (BBOSA et al.,
2014; SILVA et al., 2016; HUTCHINGS et al., 2019).

Porém, desde o fim dessa era, ndo ha descoberta significativa de novos medicamentos
e, somado ao uso indiscriminado dos antibidticos e a aquisi¢do de resisténcia pelas bactérias, a
maioria dos farmacos existentes e utilizados hoje em dia ja ndo sdo mais eficazes contra muitas
linhagens bacterianas. Dessa forma, iniciou-se uma busca por compostos originarios de plantas
que, além de serem abundantes na natureza, produzem metabolitos secundarios com diversas
propriedades, inclusive com agdes contra microrganismos (BBOSA et al., 2014; SILVA et al.,
2016; HUTCHINGS et al., 2019).

O metabolismo das plantas pode ser classificado como primario e secundario. O
priméario se refere ao metabolismo basico, comum praticamente a todas as espécies, e que é
indispensavel para a sua sobrevivéncia. J& 0 metabolismo secundario ndo esta envolvido com
processos basicos, como obtencdo de nutrientes ou geracdo de energia, e 0s metabdlitos
secundarios produzidos ndo existem igualmente entre as especies e até mesmo entre os tecidos
da planta. Devido as suas variadas propriedades bioldgicas, as substancias secundarias ja sdo

amplamente utilizadas como principio ativo de diversos produtos, inclusive de alguns
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cosmeéticos e farmacos. Os principais grupos de compostos secundarios naturais Sdo 0S
compostos fenolicos, terpenos e substancias nitrogenadas. Dentre eles, os compostos fenolicos
sdo 0s mais pesquisados e que mais possuem atividade contra microrganismos (DE REZENDE
etal., 2016).

Compostos fenolicos é um termo utilizado para nomear o grupo formado por uma
grande quantidade de compostos quimicos, caracterizados por ter ao menos um anel aromatico
(nesse caso, 0 benzeno) ligado a um grupo hidroxila (Figura 5). E um dos grupos quimicos mais
comumente encontrado em frutas, vegetais e legumes, e sdo responsaveis por dar o sabor e a
coloracdo a eles. Nas plantas, sdo produzidos como metabdlitos secundarios pelas vias do acido
chiquimico e do acetato malonato, agindo na defesa contra radiacao ultravioleta e agressdes de
patdgenos (NGUYEN et al., 2003; CARTEA et al., 2011; FARAH E DONANGELO, 2006).

Figura 5. Férmula quimica basica do fenol. Os diversos tipos de fenois sdo formados a partir dele.
Fonte: Nguyen et al. (2003).

Compostos fenolicos possuem alguns efeitos fisiologicos como: antialérgico, anti-
inflamatdrio, antimicrobiano, antitrombético, antioxidante, cardioprotetor e vasodilatador e,
por isso, tém recebido cada vez mais atencéo da industria farmacéutica e alimenticia. No nosso
plasma, por exemplo, ha a presenca do a-tocoferol, um fenol constituinte da vitamina E que age
como importante antioxidante. Alguns desses compostos tém possivel acdo também como
protetor contra doencas degenerativas crénicas, como catarata, degeneracdo macular, doencas
neurodegenerativas e diabetes mellitus (NGUYEN et al., 2003; FARAH E DONANGELO,
2006; DE REZENDE et al., 2016).
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O grupo contém diversos compostos quimicos distintos (cerca de oito mil) que variam
desde compostos simples, com baixo peso molecular e com apenas um anel aromatico para 0s
mais complexos, formando os polifendis. Os compostos desse grupo podem ser classificados
de diversas formas (Tabela 1). Segundo a classificacdo de Harborne e Simmonds (1964), eles
sdo classificados em grupos distintos de acordo com o numero de carbono em sua molécula. Os
fendis encontrados em plantas séo classificados principalmente de acordo com o nimero e
arranjo dos a&tomos de carbono como flavonoides ou ndo-flavonoides, e em subclasses de acordo
com substituicGes em sua estrutura basica, associacdo com carboidratos e formacdo de
polimeros (FARAH E DONANGELO, 2006; CARTEA et al., 2011).

Tabela 1. Principais classes de compostos fendlicos presentes em plantas.
Fonte: Adaptado de Farah e Donangelo, 2006.

Classes e sub-classes Exemplos de compostos

Nao-flavonoides

Acidos fendlicos

Acidos benzoicos Acido galico, acido protocatecuico, acido p-hidroxibenzoico
Acidos hidroxicindmico Acido cumérico, acido cafeico, acido ferrtlico, acido sinapico
Taninos hidrolisaveis Pentagaloil glicose
Estilbenos Resveratrol
Ligninas Secoisolariciresinol, matairesinol, lariciresinol, pinoresinol
Flavonoides
Flavonois Rutina, quercetina
Flavonas Apigenina, Luteolina
Flavanonas Naringerina, hesperetina
Flavanois Catequinas, galocatequinas
Antocianidinas Pelargonidina, cianidina, malvadina

Taninos condensados ou . L .
o Procianidina trimérico, prodelfinidinas
proantocianidinas

Isoflavonas Daidzeina, genistina, gliciteina

Flavonoides sdo compostos polifendlicos com quinze atomos de carbono e dois anéis
aromaticos ligados por pontes de carbono. Correspondem a maior parte da compostos fendlicos.
Estdo presentes principalmente em folhas e frutas, e possuem acdo na protecao contra raios UV,

promovem pigmentacdo, fixacdo do nitrogénio e protecdo contra pragas. No corpo, 0s
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flavonoides possuem acéo antioxidante, anti-inflamatdria, anti-mutagénica e anti-carcinogénica
(CARTEA et al., 2011; PANCHE et al., 2016).

Diversos compostos naturais ja se mostraram eficazes contra bactérias, agindo contra a
comunicacdo bacteriana, contra a motilidade, inibindo toxinas, impedindo a producéo
enzimatica, alterando seu metabolismo ou agindo sobre a formacéo do biofilme bacteriano.
Essas acOes acabam levando a morte das bactérias ou podem atrapalhar seu metabolismo,
fazendo com que ndo consigam se multiplicar (KUMAR et al., 2007; SATISH et al., 2008).

Quanto aos compostos fendlicos, especificamente, estudos mostram que eles séo
bastante eficazes contra mecanismos bacterianos de um modo geral. Cumarinas, flavonoides,
acidos fendlicos e taninos conseguem agir impedindo ou alterando a comunicagao por Quorum
sensing de algumas espécies Gram-positivas e Gram-negativas, como Serratia marcescens,
Pseudomonas, Staphylococcus aureus e Chromobacterium violaceum. Ligninas, quinonas,
fenilpropanoides, cumarina e flavanoides tém acdo contra a motilidade bacteriana, que é
considerado um fator de viruléncia muito importante para bactéria, visto que permite que ela
colete nutrientes do ambiente e colonize novos lugares (SILVA et al, 2016).

Como mostrou Cartea et al. (2011), no estudo de Ayaz et al. (2008), fracBes fendlicas
ricas em quercetina e derivados de kaempferol se mostraram eficazes contra o crescimento de
Gram-positivas e Gram-negativas, como S. aureus, E. faecalis, Bacillus subtilis e Moraxella
catarrhalis. Além disso, compostos fenolicos ja se mostraram eficazes na inibicdo do
crescimento, de toxinas, enzimas e da formacdo de biofilme de diversas espécies bacterianas
(CUEVA et al., 2010; BOUND et al., 2015).

Diversos compostos fendlicos vém se mostrando eficientes na supressdo da formacao
do biofilme bacteriano de diversas espécies. S. aureus € uma Gram-positiva de grande
relevancia médica, com uma grande patogenicidade, onde suas infec¢fes estdo muitas vezes
relacionadas com a formacdo de biofilme, principalmente em dispositivos médicos como
valvulas coronarianas, cateteres e proteses. Diversos compostos fendlicos ja se mostraram
eficazes contra o biofilme desta espécie, como flavonoides, xanthohumol, &acido gélico,
proantocianidinas, acido elagico, acido tanico e acido clorogénico, como pode ser visto na
Figura 6 (TRENTIN et al., 2015; SLOBODNIKOVA et al., 2016; LIU et al., 2017).

Pseudomonas aeruginosa € um patdégeno oportunista Gram-negativo, comumente
associado a infeccgdes do trato urinario e do sistema respiratorio, e possui a capacidade de formar
biofilme nos mais variados ambientes. A formacdo de biofilme por esse microrganismo esta
bastante associada a infecgdes pulmonares e a fibrose cistica cronica. Estudos mostram que

compostos fenolicos se mostraram eficazes contra o seu biofilme, como a cumarina, catequina,
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flavanoides, quercetina, &cido géalico, &cido ferrilico e &cido tanico (BANIN; VASIL;
GREENBERG, 2005; BORGES et al., 2012; SIDDIQUI et al., 2015; PEJIN et al., 2015;
ONSARE E ARORA, 2015; URQUHART et al., 2018). Klebsiella pneumoniae, também
Gram-negativa, € um patdégeno comumente associado a infeccdes hospitalares. Esta bactéria
também é forte formadora de biofilme, principalmente em cateteres urinarios e outros
dispositivos médicos. Estudos mostram que extratos de diversas plantas ricas em flavonoides,
acido galico, acido ferulico, &cido cafeico, acido elagico, catequina e quercetina se mostraram
eficazes contra biofilmes de K. pneumoniae (IBRAHIM, 2017; ROY et al., 2018; THININA et
al., 2020).

Figura 6. Imagens de biofilmes formados por Microscopia Eletronica de Varredura. (A) biofilme
formado de S. aureus. (B) biofilme de S. aureus formado na presenca de acido clorogénico. Fonte: Adaptado de
Luis et al. (2013).

Enterococcus spp. sdo Gram-positivos que fazem parte da microbiota da cavidade oral
e gastrointestinal. Mesmo presentes no organismo, as espécies desse género podem causar
infeccbes no trato urinario, no sangue e até no sistema nervoso. Diversos taninos, quercetina,
proantocianidina, catequina e outros flavonoides se mostraram eficazes contra a formagéo de
biofilme de Enterococcus (MOHAMED E HUANG, 2007; SILVA et al., 2016; HAKIKI ET
AL., 2017; MEMARIANI et al., 2019). Streptococcus mutans também é um patégeno Gram-
positivo, principalmente associado a formacdo de biofilme em dentes de animais e humanos,
formando placas e céries. Proantocianidinas, xantonas, acido tanico, ligninas, acido galico,
quinonas, acido salicilico, acido galico, metilgalato, quercetina, quercitrina, chalcona e fendis
simples foram alguns dos compostos fenolicos que tiveram alguma acéo contra o biofilme de
S. mutans (KOO et al., 2003; SILVA et al., 2016; SLOBODNIKOVA et al., 2016).

Os compostos fendlicos podem agir contra biofilme por diversos mecanismos. Para
acontecer a adesdo bacteriana, a célula, até entdo no estado plancténico, deve se mover em

direcdo a superficie, seja por meio do fluxo no meio ou pela presenga de pili e flagelos. O acido



31

ferdlico e o &cido galico, por exemplo, agem reduzindo a formacéo do biofilme e a motilidade
de espécies Gram-positivas e Gram-negativas. Dessa forma, a menor motilidade dos
microrganismos pode estar relacionada a uma menor adesdo bacteriana e, consequentemente,
menor formacdo dessa estrutura (BORGES et al., 2012).

Algumas bactérias, principalmente as Gram-negativas, utilizam como molécula
sinalizadora no Quorum sensing a N-acil homo-serina lactona (AHL). Essa molécula tem a
funcdo de controlar a expressao de genes responsaveis pela densidade e maturacao do biofilme.
Alguns polifendis podem agir penetrando no biofilme e inibindo a sinalizagdo da AHL, como
consequéncia, ha uma perda na densidade bacteriana dentro do biofilme e consequentemente a
destruicdo da estrutura (PLYUTA et al., 2013; ROY et al., 2018).

Taninos podem agir quebrando peptideoglicanos que estdo presentes na parede
bacteriana. Essa quebra leva a uma alteracdo na composicdo de proteinas e acido teicoico da
parede, reduzindo a capacidade de formagéo do biofilme. A clivagem dos peptideoglicanos
também pode fazer com que haja liberacdo de moléculas sinalizadoras, modulando a expressao
de genes associados a producdo da estrutura. Podem agir também se ligando aos
peptideoglicanos e causando danos na parede celular, impedindo a adesdo bacteriana e levando
a alteragbes na biomassa e viabilidade do biofilme (HUBER et al., 2003; LUIS et al., 2013;
ROY etal., 2018).

A eficacia dos compostos fendlicos contra o biofilme pode depender de alguns fatores,
como pH, concentracdo ou caracteristicas da espécie bacteriana em questdo. O estudo de Silva
et al. (2016) buscou avaliar o efeito de alguns acidos fendlicos (&cido clorogénico, ferralico,
galico, cafeico, cumarico, siringico e sinapico) contra o biofilme de diversas espécies. Os
autores observaram que a acao dos compostos contra o biofilme das espécies tinha direta relagéo
com o pH. Uma variacdo no pH leva as moléculas acidas a diferentes niveis de protonacéo e,
consequentemente, a diferentes interacdes fisico-quimicas com os microrganismos. Por isso, a
acao dos compostos fendlicos acidos contra o biofilme pode variar.

Plyuta et al. (2013) mostraram em seu estudo que o efeito de alguns compostos fenolicos
contra o biofilme de P. aeruginosa era dependente da concentracdo utilizada. Nas
concentragdes dos compostos onde o crescimento bacteriano néo era alterado, a formagdo do
biofilme era estimulada. Em concentra¢cbes mais altas, onde o crescimento bacteriano era
reduzido, o biofilme era inibido. Os autores observaram que concentracdes sub-inibitorias de
alguns fendis agiam aumentando a expressdo de AHL, aumentando a densidade bacteriana e,

por isso, a formacdo do biofilme era aumentada.
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2.3.1 Utilizagdo de compostos fenolicos em associacdo com antibidticos contra bactérias

Tendo o conhecimento das caracteristicas e perigo da formacdo do biofilme pelas
bactérias, o estudo dessa forma de vida e compostos capazes de elimina-lo sdo de grande
importancia atualmente. Como mostrado acima, é possivel observar que diversos compostos
fendlicos possuem acdo tanto antimicrobiana como contra o biofilme das principais espécies
formadoras. Dessa forma, podem funcionar como alternativa para eliminagdo dessa forma de
vida, facilitando o acesso e acéo dos antimicrobianos nas infecgdes.

Como a busca por novos compostos com agdo contra microrganismos é um processo
demorado, devido & necessidade de estudos in vitro e in vivo para a utilizagdo como
medicamento, e que raramente tem sucesso, novos caminhos passaram a ser utilizados. Dessa
forma, além de procurar substancias unicas e novas que tivessem efeito contra as bactérias,
varios estudos passaram a focar numa associacao sinérgica entre os antibidticos ja existentes
ou entre antibi6ticos ja utilizados e compostos naturais (FRIERI et al., 2016; LIM et al., 2016;
DODDS, 2016; SANHUEZA et al., 2017; AZUCENA et al., 2019).

O termo sinergismo € utilizado quando o efeito de uma substancia em associacao com
outra é mais benéfico do que o efeito da substancia isolada. O mecanismo que vai ser
responsavel pelo efeito sinérgico depende das substancias utilizadas e parece ser especifico de
cada espécie bacteriana, visto que alguns estudos mostram associaces benéficas para uma
espécie, mas sem efeito em outra. Algumas dessas interacdes ja sdo utilizadas na clinica como,
por exemplo, inibidores de B-lactamase (sulbactam, &cido clavuldnico e tazobactam) em
associacdo com amoxicilina (LANGEVELD et al., 2013; LIMA et al., 2016; AYAZ et al.,
2019).

Como ja foi dito, as plantas possuem metab6litos secundéarios com diversas
propriedades benéficas, dentre elas a acdo contra bactérias. Sendo assim, diversos estudos estao
sendo realizados buscando a interacdo de compostos naturais e antibidticos como uma nova
alternativa para a resisténcia bacteriana. Esta associacdo pode vir a trazer uma redugdo na
toxicidade do medicamento, ja que, com a associagao, a concentracdo inibitoria minima (C1M)
é reduzida e a concentracdo utilizada dos compostos pode ser reduzida (LIM et al., 2016; AYAZ
etal., 2019; AZUCENA et al., 2019).

Esses compostos também podem agir tornando a bactéria mais susceptivel ao
antibiotico. Por exemplo, alguns compostos podem agir inibindo o sitio ativo de modificacao
do antibi6tico na bactéria, aumentando a permeabilidade da membrana bacteriana ao antibiético

ou inibindo enzimas bacterianas capazes de degradar antibidticos (AYAZ et al., 2019).
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Como foi dito, compostos fendlicos compreendem um dos grupos mais numerosos de
metabdlitos secundarios de plantas, e muitos estudos buscam avaliar a atividade desses
compostos contra bactéerias. Nesse sentido, os fenois também vém sendo avaliados quanto ao
sinergismo com antibioticos. Lima et al. (2016) mostraram que pelo menos um dos compostos
fendlicos testados (&cido gélico, pirogalol e acido caféico) em associagdo com antibidticos
(imipenem, gentamicina e norfloxacina) teve efeito na redugdo da CIM em Gram-positivas e
Gram-negativas. Lim et al. (2016) também mostraram em seu estudo que o extrato de folha de
azeitona, rico em compostos fendlicos, em associacdo com o antibidtico ampicilina reduziu
significativamente a CIM em S. aureus e E. coli, quando comparado com o antibidtico
administrado isoladamente.

Outro composto fenolico, a curcumina, se mostrou eficaz em associacdo com alguns
antibidticos como ceftriaxona, amoxicilina/acido clavulénico e ciprofloxacina contra isolados
de E. coli. Acido p-cumaérico, 4cido sinatico, acido cafeico, 4cido vanilico, 4cido galico e
taxifolina também agiram aumentando a sensibilidade de Campylobacter jejuni frente a
ciprofloxacina e eritromicina. Um dos mecanismos desses compostos foi através do aumento
da permeabilidade dos antibidticos nas bactérias mencionadas (OH E JEON, 2015; AZUCENA
etal., 2019).

Alguns estudos mostraram a eficacia na associagdo de compostos naturais com
antibidticos contra E. faecalis. Nagoshi et al. (2006) mostraram que extratos de gengibre
reduziram a CIM de aminoglicosideos contra Enterococcus vancomicina-resistentes (VRE).
Kali et al. (2016) mostraram em seu estudo que a associacdo da curcumina com ciprofloxacina
reduziu a formagéo de biofilme em E. faecalis e outros isolados Gram-positivos. Dessa forma,
a associacao de compostos fendlicos com antibi6ticos ja existentes é viavel e pode contribuir

como uma alternativa contra a resisténcia bacteriana.
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Resumo: Enterococcus faecalis é uma bactéria Gram-positiva comumente encontrada no trato
gastrointestinal, mas pode causar infec¢Oes graves. Muitos enterococos possuem resisténcia
ampla a antibidticos incluindo as penicilinas, cefalosporinas, aminoglicosideos, glicopeptideos,
entre outros. Ha diversos mecanismos de adaptacao que as bactérias podem sofrer para se tornar
mais resistentes, dentre eles ha a formacdo do biofilme. Varios genes vém sendo relacionado
ao aumento da capacidade de formacéo de biofilme pela bactéria como o gelE, que expressa a
gelatinase, 0 esp, que expressa a proteina de superficie enterocdcica e asal, que expressa as
substancias de agregacédo. Objetivo: Analisar o perfil de resisténcia e avaliar a capacidade de
formagéo de biofilme de 12 isolados de E. faecalis coletados em hospital e uma cepa padréo,
assim como avaliar a hidrofobicidade de sua membrana e a presenga de genes de viruléncia.
Métodos: Foram utilizados 12 isolados clinicos de E. faecalis e uma cepa padrdo (UFPEDA).
Foi realizada a avaliacdo da formacdo de biofilme pelo método Cristal Violeta, a
hidrofobicidade bacteriana por meio de adesdo a solvente apolar e a presenca dos genes de
viruléncia por meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase. Resultados: Foi observado a presenca
de cinco isolados MDR. Todos os isolados formaram biofilme e as caracteristicas de sua
membrana foram classificadas tanto como hidrofilicas quanto hidrofébicas. Além disso, foi
encontrada a presenca de pelo menos um dos genes de viruléncia nos 12 isolados, e nenhum
dos genes na cepa padrdo. Conclusédo: De um modo geral, os isolados clinicos de E. faecalis
formadores de biofilme apresentaram os genes de viruléncia e caracteristica da membrana
distinta. Além disso, h& uma estreita relacdo entre a formacdo de biofilme, aquisicdo de
resisténcia a antibioticos e a presenca de genes de viruléncia.

Palavras-chaves: Enterococos; Gelatinase; Proteina de superficie enterocdcicas; Substancia de

agregacdo; Hidrofobicidade; Resisténcia.
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Abstract: Enterococcus faecalis is a Gram-positive bacterium commonly found in the
gastrointestinal tract but can cause serious infections. Many enterococci have broad resistance
to antibiotics including penicillins, cephalosporins, aminoglycosides, glycopeptides, among
others. There are several adaptation mechanisms that bacteria can undergo to become more
resistant, among them is the formation of biofilm. Several genes have been related to the
increase in the capacity of biofilm formation by bacteria such as gelE, which expresses
gelatinase, esp, which expresses enterococcal surface protein and asal, which expresses
aggregation substances. Objective: Analyze the resistance profile and evaluate the biofilm
formation capacity of 12 isolates of E. faecalis collected in hospital and a standard strain, as
well as assess the hydrophobicity of its membrane and the presence of virulence genes.
Methods: Twelve clinical isolates of E. faecalis and one standard strain (UFPEDA) were used.
Biofilm formation was evaluated using the Violet Crystal method, bacterial hydrophobicity
through adhesion to the nonpolar solvent and the presence of virulence genes through the
Polymerase Chain Reaction. Results: The presence of five MDR isolates was observed. All
isolates formed biofilm and the characteristics of their membrane were classified as both
hydrophilic and hydrophobic. In addition, the presence of at least one of the virulence genes
was found in the 12 isolates, and none of the genes in the standard strain. Conclusion: In
general, the biofilm-forming E. faecalis clinical isolates presented the virulence and distinct
membrane characteristic genes. In addition, there is a close relationship between biofilm
formation, acquisition of antibiotic resistance and the presence of virulence genes.

Keywords: Enterococci; Gelatinase; Enterococcal surface protein; Aggregating substance;

Hydrophobicity; Resistance.
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3.1 INTRODUCAO

Enterococcus faecalis € uma bactéria Gram-positiva, anaerdbia facultativa e que se
apresenta em cocos sozinho ou aos pares. E um comensal saprofitico que habita a cavidade oral
e gastrointestinal de humanos. S&o patégenos oportunistas e geralmente causam infeccGes
severas, onde é responsavel por cerca de 12% das infecgdes nosocomiais 2.

E a espécie predominante do género Enterococcus, onde cerca de 85% das infeccdes
enterocdcicas sao causadas por E. faecalis. Além disso, a presenca de resisténcia intrinseca e
adquirida desse micro-organismo atribui a ele a capacidade de ser resistente a diversos
antimicrobianos utilizados na clinica, dificultando o tratamento de suas infecces >4°.

Existem diversos mecanismos de adaptacdo que os micro-organismos podem sofrer para
resistirem ao meio em que vivem, o que pode torna-las ainda mais resistentes e virulentas. Um
deles é a capacidade de formacdo de biofilme, que ocorre quando bactérias plancténicas se
aderem irreversivelmente a um substrato e passam a produzir material exopolimérico .
Segundo Mohamed e Huang ’, as bactérias que estdo presentes no biofilme conseguem
sobreviver a concentracdes até 1000 vezes maiores de antibioticos, mostrando a importancia e
0 perigo da formacao dessa estrutura nas infeccdes.

Alguns estudos mostram a relagcéo da presenca de genes, como gelE, esp e asal com a
capacidade da bactéria formar biofilme, aumentando tanto a resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos como também a viruléncia deste micro-organismo 8 %1011 Além da presenca
de genes, ha estudos que relatam a hidrofobicidade celular das bactérias como sendo um fator
de viruléncia, relacionando-a a capacidade do micro-organismo em aderir a um substrato e
formar biofilme 213, Dessa forma, este artigo busca avaliar a capacidade de formar biofilme, a

hidrofobicidade celular e a presenca de genes de viruléncia de isolados clinicos de E. faecalis.
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3.2 METODOS
3.2.1 Cepas bacterianas e condicdes de crescimento

Foram utilizados 12 isolados clinicos de E. faecalis coletados em um hospital da cidade
do Recife (Pernambuco) e uma cepa padrdo (UFPEDA 09) cedida da Colecao do Departamento
de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). A pesquisa foi aprovada pelo
Comité de Etica da UFPE (n° 2.581.568 / CAAE: 84015517.7.0000.5208). Os isolados clinicos
foram coletados de diferentes sitios de infec¢cdo (Tabela 1). As culturas foram crescidas em agar
infusdo de cérebro e coracdo (BHI) a 37 °C por 24 h e armazenadas em caldo infusdo de cérebro

e coracgdo e 15% de glicerol a 20 °C negativos.

3.2.2 Confirmacéao da identidade celular por MALDI-TOF

A espécie dos isolados foi confirmada pela técnica de MALDI-TOF. Os isolados foram
desativados e obtidos a fracéo proteica para aplicacdo na placa do MALDI. A matriz celular foi
preparada com acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico (10 mg/mL) em acetonitrila 50% e &cido
trifluoroacético 0,3% e aplicada na placa de MALDI com a amostra em temperatura ambiente
para cristalizacdo. A aquisicdo dos espectros de MS em modo linear positivo (Voltagem de
aceleracdo: 20 kV e Faixa de deteccdo - m/z: 2.000 — 20.000) foi realizada pelo Programa Flex
Control Version 3.0 em Espectrometro de Massa MALDI-TOF Autoflex 111 (Bruker Daltonics,
Billerica, MA, USA). Os espectros obtidos foram comparados com o Banco de Dados MALDI
Biotyper Version 3.1 e foi dado um score de compatibilidade variando de 0.000-1.699
(identificacdo ndo confiavel), 1.700-1.999 (provavel identificacdo de género), 2.000-2.299
(identificacdo segura de género e provavel identificacdo de espécie) e 2.300-3.00 (identificacdo

de espécie altamente provavel).
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3.2.3 Avaliagéo da formacéo de biofilme

A formacdo de biofilme pelos isolados de E. faecalis foi avaliada em placas de
microtitulagdo, pelo método de Cristal Violeta descrito por Stepanovic et al. ** em meio de
cultura BHI e placa de poliestireno. A partir das leituras de densidade oOptica (DO), foi
determinada a média dos valores da absorbancia de cada amostra (DOa) em comparac¢ao com a
absorbancia do controle de esterilidade (DOc). As amostras foram classificadas como
fortemente (4x DOc < DOa), moderadamente (2x DOc¢ < DOa < 4x DOc) e fracamente (DOc
<DO0a < 2x DOc) formadoras de biofilme. Os isolados que apresentaram valores de absorbancia

igual ou inferior ao controle foram classificados como néo produtores de biofilme.

3.2.4 Determinacdo da hidrofobicidade bacteriana

A hidrofobicidade dos isolados de E. faecalis foi avaliada pelo ensaio de adeséo
microbiana a solvente, proposto por Tendolkar °, que consiste na afinidade microbiana a um
solvente apolar (p-xileno). As células bacterianas foram crescidas 24 horas em meio BHI
liquido a 37 °C. Posteriormente foi feita uma diluigdo 1:50 em BHI e foi incubada novamente
por 4 horas. Apo6s, foram centrifugadas a 5000 rpm por 5 minutos e ressuspendidas em tampéo
PUM (pH 7,1) ajustando a absorbancia para 1,000 (~108 UFC mL™*, DOuqo). Foi retirado 1mL
da suspenséo e adicionado a 250uL de p-xileno e incubado por 10 min a 30 °C. Posteriormente
foi agitado durante 120 segundos e deixada em repouso por 30 minutos para separacdo das
fases. Foi retirado 200 pL da fase aquosa e feito a leituraa 400 nm. O teste foi feito em triplicata.
A porcentagem de adesdo microbiana ao solvente hidrofébico (AMSH) é expressa pela seguinte

formula: AMSH = [1-(Abs2/Abs1) x 100].
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3.2.5 Deteccao dos genes de viruléncia

O DNA genbémico dos isolados foi extraido por meio do kit comercial GenElute
Bacterial Genomic DNA (Sigma-Aldrich, EUA), quantificados e armazenada a -20 °C. Os
genes de viruléncia gelE (F: CGAAGTTGGAAAAGGAGGC; R:
GGTGAAGAAGTTACTCTGA), &esp (F: AGATTTCATCTTTGATTCTTGG; R:
AATTGATTCTTTAGCATCTGG) e asal (F: AAGAAAAAGAAGTAGACCAAC; R:
AAACGGCAAGACAAGTAAATA) foram identificados por PCR de acordo com instrucgdes
do kit SuperMix (Invitrogen). As condigdes da PCR foram: desnaturagéo inicial a 94 °C por 2
min, 35 ciclos de: 94 °C por 30s, 56 °C por 30s e 72 °C por 1min, com uma extens&o final de
72 °C por 5 min, seguido por um resfriamento de 4 °C. Os amplicons foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1,2% e tampé&o Tris-borato EDTA (TBE) 0,5X e visualizado por
SYBR® Green no fotodocumentador. As amostras foram consideradas positivas comparados
com um controle positivo (Cepa 19185 depositado no GenBank como MN508951, MN508952,

MN508953).

3.3 RESULTADOS

Os resultados estdo apresentados na Tabela 1, onde os isolados e a cepa de colecdo estao
identificadas, assim como suas origens. Os scores obtidos pelo MALDI confirmaram a
identidade celular das cepas de E. faecalis, com pontuacdes variado de 2.262 a 2.525.

Os isolados foram obtidos da clinica médica, Unidades de Tratamento Intensivo (UTIs),
ambulatorio, ortopedia e leito vascular. Além disso, nove das 12 amostras foram coletadas a
partir de urina. Também foi analisado o perfil de resisténcia dos isolados, podendo observar
gue todas as cepas hospitalares ja possuiam resisténcia a algum antibiético utilizado em clinica,
como ciprofloxacina, eritromicina, gentamicina ou moxifloxacina. Cinco das 12 cepas foram

classificadas como multidroga resistentes (MDR).



Tabela 1: Resultados obtidos nas analises das cepas testadas

41

1D MALDI Origem Local de Perfil de resisténcia Classificacdo Hidrofobicidade Formagéo de Genes de viruléncia
09 2.278 UFPEDA Colecdo Sensivel a todos antibiéticos M HFB +++ - - -
135.4 2.463 Urina Clinica médica CIP —ERI - EST - GEN - MDR HFB +++ + + +
MOX - NOR
729.4 2.458 Urina Clinica médica ERI - EST M HFB +++ + + -
958.3 2.510 Urina Ambulatério ERI HFL +++ - - -
961.3 2411 Sangue Clinica médica AMP - CIP - ERI - GEN — MDR HFL +++ - - +
MOX — NOR - TEI - VAN
34.4 2.525 Ferida Ortopedia CIP — ERI - EST - MOX - MDR HFB +++ - - +
operatoria NOR
563.4 2.468 Urina Leito vascular ERI M HFB +++ - + +
253.4 2.481 Urina uTI ERI - EST HFL +++ + + -
111.7 2.262 Urina Clinica médica CIP — ERI - EST - GEN - MDR HFL +++ - + +
MOX — NOR
797.6 2.290 Liquido Leito vascular CIP — ERI - EST — MOX HFB +++ + + +
peritoneal
946.6 2.371 Urina Ambulatério GEN HFB ++ - + +
879.6 2.446 Urina uTI ERI - EST M HFB +++ - + -
794.6 2.501 Urina Clinica médica ASB-ATM - CAZ - CFO — MDR HFB +++ - - +

CFZ-CRO-CRX-TIC -
TOB

MDR - resistente a mais de um agente antimicrobiano; CIP — Ciprofloxacina; ERI — Eritromicina; EST - Estreptomicina; GEN — Gentamicina; MOX - Moxifloxacina; NOR - Norfloxacina; AMP
— Ampicilina; TEI - Teicoplanina; VAN — Vancomicina; ASB — Ampicilina + Sulbactam; ATM - Aztreonam; CAZ - Ceftazidima; CFO - Cefoxitina; CFZ - Cefazolina; CRO - Ceftriaxona; CRX
- Cefuroxima; TIC - Ticarcilin; TOB - Tobramicina; HFB — Hidrofébico; M HFB — Moderadamente hidrofébico; HFL — Hidrofilico



42

Quanto a capacidade de formac&o de biofilme, observa-se que todas as cepas formam
biofilme, sendo 12 delas fortes formadoras de biofilme e uma forma moderadamente. Ja quanto
a hidrofobicidade, cinco foram classificadas como hidrofébicas, quatro como moderadamente
hidrofobicas e quatro como hidrofilicas.

Dos genes de viruléncia associados ao biofilme testados, observa-se na Tabela 1 que
quatro dos isolados possuem o0 gene gelE e oito possuem 0 gene esp e asal, indicando a
presenca desses genes nas cepas hospitalares. Um dos isolados possui 0os 3 genes e foi
classificado como hidrofébico (797.6) e apenas um isolado ndo possui nenhum dos genes, e foi

classificado como hidrofilico (958.6).

3.4 DISCUSSAO

A maior prevaléncia dos isolados encontrados a partir de amostras de urina ocorre pelo
fato da preferéncia da espécie pelo sistema urinario. Infec¢Bes do trato urinario estdo entre as
mais comuns nos humanos, e estudos mostram que E. faecalis possui grande capacidade de
invadir, colonizar e causar infecgdes nesse sistema'® 17,

Das cinco cepas classificadas como MDR todas foram fortes formadoras de biofilme e
trés delas foram coletadas a partir da urina. Estudos anteriores j& tinham reportado a presenca
de E. faecalis resistente aos diversos antimicrobianos utilizados na clinica. Inclusive reportando
a incidéncia de cepas multirresistentes (MDR), o que torna cada vez mais dificil o tratamento
das infeccdes causadas por esse patogeno & 1% 20 A maioria dos Enterococcus classificados
como MDR séo de linhagens hospitalares, indicando uma presenca cada vez maior desses
organismos resistentes nesse ambiente. Além disso, 0 género Enterococcus possui a habilidade
de transmitir resisténcia a diversos outros géneros, incluindo Gram-positivas e Gram-negativas,

0 que torna preocupante a presenca desses microrganismos nos ambientes hospitalares 222,
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Os resultados indicam que os isolados testados de E. faecalis possuem alta capacidade
em formar biofilmes, corroborando com estudos de Hashem et al. 2 e Zheng et al. 1°. Buscou-
se uma relagéo para a alta capacidade de formacao de biofilme dos isolados, seja por meio da
avaliacdo da hidrofobicidade ou pela presenca de genes de viruléncia. Como pode ser visto,
tanto cepas hidrofilicas quanto hidrofobicas apresentaram forte formagéo de biofilme. Dessa
forma, ndo houve relacdo entre as caracteristicas da membrana das cepas com a formacéo do
biofilme em diferentes superficies.

Quanto aos genes de viruléncia nos isolados MDR, gelE estava presente em uma das
cepas, esp em duas e asal estava presente em todos. O gene gelE codifica a gelatinase, que é
responsavel pela hidrélise de colageno, caseina e hemoglobina. O gene esp codifica a proteina
de superficie de enterococos, e sua presenca esta relacionada com um aumento da colonizagao
e persisténcia da bactéria no trato urinario. J4 o gene asal codifica a substancia agregadora, que
facilita a conjugacdo bacteriana. De modo geral, a presenca desses genes esta relacionada com
uma maior viruléncia bacteriana % 24 %,

Com os resultados do presente estudo, observa-se a auséncia dos genes na cepa padrao
e a presenca dos genes em 11/12 dos isolados, indicando a alta prevaléncia deles em cepas
infecciosas hospitalares. Porém, com os resultados obtidos ndo é possivel identificar uma
relacdo entre o genotipo e o fendtipo dos isolados. Segundo Tendolkar et al. 24, a formagao de
biofilme sofre a influéncia de diversos fatores como a superficie aderente, interacdes
moleculares das bactérias e producdo de proteinas. A formagdo do biofilme funciona, entéo,
como um processo multifatorial, onde diversas caracteristicas atuam juntas influenciando na
sua estrutura e formagdo *°.

Em concluséo, é possivel afirmar a capacidade de isolados de Enterococcus faecalis
formar fortemente biofilme, a presenca de genes de viruléncia nesses isolados e a incidéncia de

E. faecalis MDR em hospitais, tornando a infeccdo mais agressiva e de dificil tratamento. Mais
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estudos devem ser feitos buscando o aprofundamento no mecanismo multifatorial da formagéo

do biofilme, sendo possivel entendé-lo melhor e buscar solugdes para inibigdo da estrutura.
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Resumo: Enterococcus faecalis é uma bactéria oportunista que pode causar infecgdes severas.
A resisténcia em E. faecalis vem aumentando, e as infecgdes causadas por este micro-
organismo vem se tornando cada vez mais dificeis de tratar. A associagdo de antibi6ticos com
outros compostos vém sendo uma alternativa para esse problema. Quercetina e rutina séo
compostos fendlicos que possuem atividade antimicrobiana contra diversas espécies.
Gentamicina e ciprofloxacina sdo antibidticos de classes distintas, utilizados ja como uma
alternativa para infecgdes por E. faecalis resistentes aos antibidticos de primeira linha, mas ja
foi relatada a resisténcia desta espécie a estes farmacos. Dessa forma, este trabalho buscou
avaliar a associacdo de rutina e quercetina com ciprofloxacina e gentamicina no crescimento e
formagcdo de biofilme de E. faecalis. Quercetina em associacdo com os dois antibidticos inibiu
o0 crescimento bacteriano dos isolados testados, enquanto a rutina com os dois antibioticos agiu
aumentando o crescimento bacteriano. Em contraste, a associa¢do dos antibiéticos com rutina
foi melhor do que com a quercetina, inibindo a formagéo de biofilme em dois isolados. Esses
dois compostos influenciam mecanismos distintos na bactéria, tornando-a mais sensivel a acdo
do medicamento.

Palavras-chaves: Sinergismo; Compostos fenodlicos; Gentamicina; Ciprofloxacina;

Resisténcia.
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Abstract: Enterococcus faecalis is a bacterium present in the microbiota but is opportunistic
and can cause severe infections. The resistance in E. faecalis has been increasing, and the
infections caused by this microorganism are becoming even more difficult to treat. The
association of antibiotics with other compounds has been an alternative to this problem.
Quercetin and rutin are phenolic compounds that have antimicrobial activity against several
species. Gentamycin and ciprofloxacin are antibiotics of different classes, used as an alternative
for infections by E. faecalis resistant to first line antibiotics, but resistance of this species to
these drugs has already been reported. Thus, this work sought to evaluate effects of the
association of rutin or quercetin with ciprofloxacin or gentamycin on growth and formation of
E. faecalis biofilm. Quercetin in combination with the two antibiotics inhibited the bacterial
growth of the isolates, while the rutin with the two antibiotics acted increasing bacterial growth.
In contrast, the association of antibiotics with rutin was better than quercetin, inhibiting biofilm
formation in two isolates. These two compounds influence different mechanisms of the
bacterium, making it more sensitive to the action of the drug.

Keywords: Synergism; Phenolic compound; Gentamycin; Ciprofloxacin; Antibiotic resistance.
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4.1 INTRODUCAO:

Nos ultimos anos vem crescendo 0 numero de espécies bacterianas com algum
mecanismo de resisténcia aos antibidticos, que sdo o principal tratamento para infeccdes [1, 2].
Dentre as espécies que ja adquiriram resisténcia a diversos compostos hd Enterococcus faecalis,
uma bactéria Gram-positiva presente principalmente no trato gastrointestinal de humanos, mas
que é oportunista e pode vir a causar infeccdes severas [3]. O género Enterococcus possui
resisténcia intrinseca a [3-lactdmicos e a niveis mais baixos de aminoglicosideos e clindamicina,
assim como ja foi reportada resisténcia adquirida a glicopeptideos (principalmente a
vancomicina), macrolideos, tetraciclina e cloranfenicol. Somado a isso, nas ultimas duas
décadas vem sendo preocupante o surgimento de Enterococcus MDR (multidroga resistente)
[4-6].

H& diversos mecanismos de adaptacdo que a bactéria pode sofrer para se tornar
resistente e virulenta, e um deles ¢ a formacao de biofilme. De acordo com o “Natural Institutes
of Health” aproximadamente 80% das infec¢des do mundo estdo associadas a biofilmes,
constituindo infec¢des cronicas e persistentes nos pacientes hospitalares [7, 8].

Biofilme corresponde a um agregado de micro-organismos aderidos a uma superficie e
envoltos por uma matriz extracelular polimérica produzida pelos mesmos. Dessa forma, as
células presentes nessa estrutura estdo menos acessiveis aos antibioticos e a infec¢do é agravada
[9, 10].

Durante o periodo conhecido como “era de ouro” dos antibidticos, se descobriu
compostos novos de diversas classes, e muitos deles ainda sdo utilizados até hoje [11]. Desde
o fim dessa era, vem havido uma corrida para criagdo de um novo antibiético, porém, sem
sucesso, € 0s microrganismos se tornavam cada vez mais resistente. Nos Gltimos anos varios

estudos foram realizados visando novas alternativas contra bactérias [12, 13].
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Uma das alternativas promissoras € a associagao sinérgica entre compostos naturais com
0s antibidticos ja existentes. Diversos compostos ja se mostraram eficazes contra bactérias,
agindo em mecanismos distintos. Dentre eles, os compostos fendlicos, que vém se mostrando
eficazes na inibicdo do crescimento, de toxinas, enzimas e da formacéao de biofilme de espécies
bacterianas, inclusive Gram-positivas [14, 15].

Estudos mostraram que alguns compostos fendlicos como, por exemplo, quercetina,
acido galico, rutina e luteolina, em sinergismo com antibioticos de diversas classes, foram
eficazes contra o crescimento de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli e Enterococcus spp. [16-18]. Sabendo disso, este artigo busca avaliar o efeito
da quercetina e rutina, dois compostos fendlicos, em associagdo com ciprofloxacina e

gentamicina contra o crescimento e o biofilme de E. faecalis.

4.2 MATERIAIS E METODOS:
4.2.1 Cepas bacterianas e condi¢des de crescimento

Foram coletados 3 isolados clinicos de Enterococcus faecalis MDR em hospitais
publico do Recife (Pernambuco, Brasil) e uma cepa padrdo (UFPEDA 09) cedida da Cole¢édo
do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco (Comité de ética: n°
2.581.568/CAAE: 84015517.7.0000.5208). Todas as quatro cepas ja tinham sido previamente
classificadas como formadoras de biofilme. As culturas foram crescidas em meio agar infusdo

de cérebro e coracdo (BHI) a 37 °C por 24h e armazenadas em glicerol (15%) a 20 °C negativos.

4.2.2 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM)
A avaliagdo antimicrobiana foi realizada em modelo experimental de microdiluigéo em
série, conforme descrito anteriormente [19]. Os compostos fendlicos foram diluidos em DMSO

(concentracdo final de 5%), nas concentragbes 1000; 500; 250; 125; 62,5 pg/mL. Os
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antibidticos foram diluidos em agua MilliQ, nas concentragdes 100; 50; 25; 12,5; 6,25 pg/mL.
A suspenséo bacteriana foi de 1,5 x 108 UFC/mL, ajustada com solucéo salina a 0,9% (DOsgoo
nm). Para o controle de crescimento bacteriano os compostos foram substituidos por agua
destilada e para o controle de esterilidade do experimento o indculo e os compostos foram
substituidos por agua destilada. As placas foram incubadas a 37 °C durante 18 h. A

determinacéo da absorbancia das microplacas de 96 pocos foi realizada a 625 nm, Oh e 18h.

4.2.3 Associagao de compostos no crescimento e biofilme bacteriano

Para avaliar a associa¢do dos compostos fendlicos com os antibiéticos, foi utilizada a
concentracdo de 1000 pg/mL de quercetina e rutina e os antibioticos diluidos em agua MilliQ,
nas concentragdes 100; 50; 25; 12,5; 6,25 pg/mL. A suspensdo bacteriana foi de 1,5 x 108
UFC/mL, ajustada com solucéo salina a 0,9% (DOeoo nm). Foi adicionado 10 pL do composto,
10 pL do antibidtico diluido, 20 uL da suspenséo bacteriana e 160 pL do meio BHI. No controle
de esterilidade em vez do indculo bacteriano foi colocado agua destilada e no controle de
crescimento 0s compostos e antibidticos foram substituidos por 20 pL de agua destilada. As
placas foram incubadas a 37 °C durante 18 h. Para avaliacdo da associacdo no crescimento
bacteriano, a determinacéo da absorbancia das microplacas de 96 pocos foi realizada a 625 nm,
Oh e 18h. Para a avaliacdo da associacdo na formacdo de biofilme, apds 24h o biofilme foi
avaliado pelo método Cristal Violeta e foi avaliado a DO, comparando-se com o controle de

crescimento.

4.2.4 Andlise estatistica
Todos os testes foram executados em triplicada e repetidos independentemente, e
calculados a média e o desvio padrdo. Os graficos foram feitos no programa GraphPad Prism

6.0.



54

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO:
4.3.1 Determinagéo da CIM

A CIM dos antibioticos e dos compostos fendlicos ndo foi encontrado nos isolados até
a concentragdo de 100 ug/mL e 1000 pg/mL, respectivamente. A maior inibi¢do do crescimento
bacteriano nas concentracdes testadas da ciprofloxacina e gentamicina se deu na concentragdo

de 100 pg/mL, mas esta inibigdo nao passou de 86,23% + 1,1 (Tabela 1).

Tabela 1: Crescimento bacteriano (%) dos isolados com ciprofloxacina e gentamicina a 100 pg/mL.

Ciprofloxacina (100ug/mL) Gentamicina (100pg/mL)

UFPEDA 147+17 821+41
961.3 43,4+04 52+48

1354 435+34 44717
111.7 138+11 658+17

Enterococos tém obtido sucesso e rapidamente vém se adaptando e adquirindo
resisténcia aos agentes clinicos, e o aparecimento de cepas MDR vem sendo cada vez mais
frequente. Gentamicina e ciprofloxacina sdo farmacos utilizados ja como alternativa de
tratamento para infeccBes enterocdcicas, quando outros medicamentos se mostram sem
efetividade [6, 21]. O mecanismo de acdo da gentamicina é por meio da inibi¢do da sintese
proteica. E. faecalis possui resisténcia intrinseca a baixas concentracdes de gentamicina (< 128
mg/L), e por isso este antibidtico € utilizado em associagdo para tratamento de infecgdes
enterocdcicas. Ja foi relatado a incidéncia de resisténcia adquirida, em doses mais altas (> 128
mg/L) [22, 23].

Ciprofloxacina é da classe das quinolonas, sendo utilizada exclusivamente para tratar
infeccdo urinaria por Enterococcus spp., e sua acdo se da por interferéncia na replicacdo do
DNA. Ja ha a aquisicdo de resisténcia por E. faecalis, apresentando um CIM > 4 mg/L a este

medicamento [21, 23].

4.3.2 Associagao de compostos contra o crescimento bacteriano
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Como néo foi encontrado o CIM dos antibidticos e dos compostos fendlicos, foi testada
a associacdo da rutina e quercetina na concentracdo de 1000 pg/mL, com ciprofloxacina e
gentamicina em dilui¢des de 100 a 6,25 pg/mL. Os resultados indicam que, de um modo geral,
o0 crescimento bacteriano foi menor na associa¢do dos compostos fendlicos com o antibiotico a

100 pg/mL (Tabela 2).

O crescimento bacteriano foi consideravelmente reduzido na associa¢do da quercetina
com a gentamicina a 100 pug/mL em todos os isolados, quando comparado com a gentamicina
sozinha (Grafico la). Esta associacdo ja se mostrou eficiente na reducdo do CIM em
Staphylococcus aureus, Escherichia coli [24] e Pseudomonas aeruginosa [25]. A associagédo
da quercetina com a ciprofloxacina a 100 pug/mL foi mais eficiente em trés dos isolados, com
menor crescimento bacteriano quando comparado com a ciprofloxacina sozinha na mesma
concentracdo (Grafico 1a). Essa associacdo ndo foi efetiva contra o crescimento de S. aureus
[26] e E. coli [27]. Até o momento, ndo ha resultado sobre essas associa¢fes com a quercetina

no crescimento de Enterococcus spp..

Wang et al. [28] e Qu et al. [27] mostraram que a quercetina danificou a estrutura da
parede celular e alterou a integridade da membrana celular de E. coli e S. aureus, permitindo o
extravasamento de seus conteddos citoplasmaticos. Este mecanismo de acdo da quercetina
aumenta o acesso do antibidtico a bactéria e ao seu sitio de acdo, facilitando a acdo do

medicamento.

A rutina em associagdo com ciprofloxacina e gentamicina aumentou consideravelmente
o0 crescimento bacteriano em trés dos isolados, ao contrario da quercetina (Grafico 1b). Murad
et al. [29] e Jayaraman et al. [30] mostraram que a rutina em associacdo com ciprofloxacina ndo
reduziu o crescimento bacteriano de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa,

respectivamente. Araruna et al. [31] mostraram que a associag¢do rutina-gentamicina nao foi
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efetiva contra S. aureus e E. coli. Até o momento, ndo foi encontrado resultado das associacfes

com a rutina e esses dois antibi6ticos contra E. faecalis.

Gréfico 1: Crescimento bacteriano (%) dos antibidticos isolados (100 pg/mL) e (a) associa¢ao da quercetina (1000
pg/mL) com os antibioticos (100 pug/mL); (b) associagdo da rutina (1000 pug/mL) com os antibidticos (100 pg/mL).
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4.3.3 Associacao de compostos contra a formacao de biofilme

Somado a resisténcia aos antibiéticos, E. faecalis possui forte capacidade de formar
biofilmes, dificultando mais ainda o tratamento de suas infeccdes. Dessa forma, este estudo
buscou avaliar se a associagdo de compostos serviria para diminuir a formacao de biofilme por
esta espécie. Para isso, também foi utilizada a concentracdo de 1000 pg/mL dos compostos
fenolicos e diluigdes variando de 100 a 6,25 pg/mL de ciprofloxacina e gentamicina. Assim
como no crescimento bacteriano, a melhor inibicdo do biofilme bacteriano se deu na

concentracédo de 100 pg/mL (Tabela 3).

A quercetina em associagdo néo interferiu na formacéo de biofilme da maioria das cepas,
com excecdo da 961.3. Neste isolado a ciprofloxacina e a gentamicina sozinhos estimularam a

formagéo de biofilme, mas na associagcdo com a quercetina eles passaram a inibir a formagéo
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de biofilme em mais de 50% (Grafico 2a). A quercetina possui atividade contra o biofilme de

E. faecalis, S. aureus, Streptococcus mutans, E. coli e P. aeruginosa [32].

A associacdo quercetina-gentamicina ja se mostrou eficiente contra o biofilme de P.
aeruginosa, onde o efeito sinérgico € atribuido & capacidade de inibi¢cdo de Quorum sensing da
quercetina [33]. Até o momento, nenhum resultado foi encontrado sobre a associa¢do da
quercetina com a ciprofloxacina em nenhuma espécie e nem sobre a associagdo da quercetina
com gentamicina em E. faecalis.

Rutina agiu inibindo a formacdo de biofilme na UFPEDA e 961.3 em associagdo com
o0s dois antibioticos e na associagcdo com a ciprofloxacina na 134.5. Mas estimulou bastante a

formagao de biofilme na 134.5 quando em associa¢do com a gentamicina (Grafico 2b).

Gréfico 2: Formacdo de biofilme (%) dos antibi6ticos isolados (100 pg/mL) e (a) associagdo da quercetina (1000
pg/mL) com os antibiéticos (100 pg/mL); (b) associagéo da rutina (1000 pg/mL) com os antibiéticos (100 pg/mL).
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A rutina possui capacidade antibiofilme contra P. aeruginosa [37], S. aureus, E. coli e
B. subtillis [35]. Este composto, quando com a gentamicina, teve efeito sinérgico na reducéo
do biofilme de P. aeruginosa. Essa combinacéao resultou em significante redugéo na producéo
de EPS pela bactéria, que é responsavel pela aderéncia e maturacéo do biofilme, indicando um

possivel mecanismo de acdo na associagdo [34]. Além disso, Jhanji et al. [35] mostraram que a
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rutina tem a capacidade de inibir a bomba de efluxo de P. aeruginosa, podendo ser um outro

mecanismo que explique a a¢do sinérgica da rutina com antibidticos.

4.4 CONCLUSAO:

A quercetina se mostrou eficiente com a associa¢ao da gentamicina e da ciprofloxacina
na inibicdo do crescimento bacteriano de E. faecalis. J& a rutina, quando em associa¢do com
esses antibidticos, se mostrou melhor na inibicéo do biofilme bacteriano. Esses dois compostos
atuam em mecanismos distintos da bactéria, tornando-a mais sensivel & agdo do medicamento.

Mais estudos devem ser feitos para entender o mecanismo onde a combinagao age, mas
a associagdo com esses dois compostos se mostra promissora contra a formacao de biofilme e

o crescimento de Enterococcus faecalis.



Tabela 2: Crescimento bacteriano (%) na associagdo da rutina e quercetina (1000 pg/mL) com ciprofloxacina e gentamicina em diferentes concentracées.
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Ciprofloxacina (ug/mL)

Gentamicina (ug/mL)

Composto -
fendlico Bacteria
100 50 25 12,5 6,25 100 50 25 12,5 6,25
UFPEDA 52+16 41,8+15 50,915 55,56 54+11,5 30,6+4 31,57 28,157 59,1495 47%9
Rutina 961.3 89,8+9,7 117+18 104+10 11044 10648 77,4£10 80£10 8711 64+3 51+9,6
1354 15,9429 137+4 10145,6 76,74 78+11 79+10 200+8 128+2 14546 158+11,6
111.7 66+9,6 176+14 135413 89+16 78+11 73,8+11 22022 182+10 233+4 21049
UFPEDA 5,745,4 9,8+3,7 9,457 14+6,5 13,944 10,615 0+3,6 0+13 0+12 010
Quercetina 961.3 16,244 16,8+13 20£12 26,710 21,512 0+8 0+8 0+9 0+13 0+8
135.4 0,8+1,9 33,7112 47+5 50,545 48+2 38,7175 43+7 60+£14 27485 50+12
111.7 16,6+7,6 22,66 26,37 30,2+2 2518 19,3+0,7 19+3 21,49 0+2 21,2413




Tabela 3: Formacdo de biofilme (%) na associagdo de rutina e quercetina (1000 pg/mL) com ciprofloxacina e gentamicina em diferentes concentragdes.
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Ciprofloxacina (pg/mL)

Gentamicina (ug/mL)

Composto -
fendlico Bacteria
100 50 25 12,5 6,25 100 50 25 12,5 6,25
UFPEDA 25+0,9 26x1 28+14 28,314 25+0,6 23,21 23,5+1,2 29,64 38+2,8 38+4,5
Rutina 961.3 906 809 95,5+13 90+11,3 90+7,8 53+10 58,6+11 50+4,5 56+7,7 6318
1354 67,4+4 95+10 96,6+6,5 141,610 136+9 220+2,5 142+10,5 152,6+12,4 144,5+11 127+11.,4
111.7 91,649 55,5+3 62,414 65,546,7  74+3,8  88%45 68+6 67,5£6,6 64+6,4 60+3,6
UFPEDA 68+6,8 60,54 5945 58+6 52,7+4 5143 5345 5748 777 9749
Quercetina 961.3 31+3 4319 48+10 58+8,4 57,548 53,644 506 55+3 53+2 56+4
1354 85,3+12 86++6,4 81+8,5 87+£10 71+7,5 60,58 6214 72+10,4 65,58 7317
111.7 85+12 88+6 81+8,5 87+10,6 71£7,5  65,5%12 61,6+4,4 72+10,4 65,548 73+7
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CONCLUSAO

A presencga de isolados classificados como MDR indicam a aquisicdo de resisténcia a
diferentes classes de antibidticos pela espécie e a presenca desses isolados em hospitais;

Os 12 isolados coletados de hospitais e a cepa padrdo UFPEDA 09 de E. faecalis sdo
formadores de biofilme;

N&o houve uma relacdo direta entre a hidrofobicidade bacteriana e a capacidade de
formacéo de biofilme dos isolados;

Hé& pelo menos um dos genes de viruléncia em 11 dos 12 isolados hospitalares;

Os quatro isolados utilizados para avaliar a associacdo se mostraram resistentes a
ciprofloxacina e gentamicina até a concentragdo de 100 pg/mL;

A associacdo da quercetina (1000 pug/mL) com ciprofloxacina ou gentamicina (100 pg/mL)
se mostrou eficiente na reducdo do crescimento bacteriano de E. faecalis. E, ao contrario da
quercetina, a associagdo com a rutina aumentou o crescimento bacteriano;

Quanto a formacdo de biofilme, a quercetina ndo se mostrou eficiente nas associagdes,
enquanto a rutina obteve bons resultados na inibicdo do biofilme quando em associacéo
com a ciprofloxacina;
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Resumo

O biofilme é uma forma de vida bacteriana bastante preocupante para a saide humana. E
formado nas mais diversas condi¢fes e ambientes, e sdo responsaveis por nimeros elevados de
infeccdes bacterianas de dificil tratamento. Seu mecanismo de formacao € complexo, e envolve
quatro etapas, onde no fim, tem uma estrutura bem arquitetada e resistente, com presenca de
canais para a circulacdo de compostos e nutrientes, producdo de substancias e a formacéo de
um ambiente favoravel para os organismos de seu interior. Devido a sua estrutura, onde possui

uma matriz exopolissacaridica que envolve as bactérias, € mais resistente ao tratamento com
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antibioticos e ao mecanismo de defesa do organismo. Sendo assim, infec¢des causadas por

bactérias formadoras de biofilme costumam ser mais agressivas e duradouras.

Palavras-chave: Biofilme, Bactéria, Resisténcia.

Area Tematica: Saude Coletiva.

1 INTRODUCAO

Bactérias podem viver de forma livre (planctdnica) ou podem, em algum momento, se
aderirem a uma superficie, onde passam a serem chamadas de sésseis. Antigamente se achava
que as bactérias eram preferencialmente encontradas na forma planctdnica, porém, hoje em dia
ja se sabe que as bactérias tém preferéncia em se aderir a uma superficie e formar agregados.
Essas bactérias aderidas de forma irreversivel ao substrato e rodeadas de material
exopolissacaridico, formardo o biofilme (TRENTIN et al., 2013; HENRIQUES et al., 2013).

O biofilme esta presente na maioria das infeccGes bacterianas e, em sua maioria, as
infeccdes causadas por esse modo de vida sdo mais dificeis de erradicar. Isso porque o biofilme
possui caracteristicas que tornam a bactéria mais resistente a tratamentos e defesas e também
mais virulenta para o hospedeiro (MAH, 2012; TRENTIN, 2013).

Essa forma de vida vem trazendo desafios para o tratamento de infecgdes bacterianas e,
devido a isso, varios estudos estdo sendo feitos visando ter maior conhecimento sobre toda a
estrutura do biofilme e como se da sua formacéo, assim como meios de impedir que se forme

ou de destrui-los.

2 METODOLOGIA

Revisdo bibliografica onde foi realizada uma busca por artigos nas principais
plataformas cientificas, como PubMed (NCBI), Science Direct, SCIELO e Portal da Capes. Os

descritores utilizados foram: biofilm, bacterial biofilm, bacterial resistance e virulence.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Segundo Costerton et al. (1999), biofilme ¢ definido como “uma comunidade

estruturada de células bacterianas cobertas por uma matriz polimérica autoproduzida e
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aderentes a uma superficie inerte ou viva”. Pode ser desenvolvido em superficies bidticas ou
abiodticas, e ser composto por uma Unica espécie ou por diversas especies diferentes vivendo em
comunidade, estando o primeiro mais presente em infec¢bes e em dispositivos médicos, e 0
segundo presente nos mais variados ambientes. Ha diversos mecanismos distintos que pode
levar uma bactéria planctdnica a se aderir a uma superficie, havendo influéncia tanto de fatores
ambientais como de fatores genéticos (PRATT E KOLTER, 1999; O°’TOOLE et al., 2000;
SATPHATY etal., 2016).

De um modo geral, a formacdo do biofilme possui quatro estagios basicos: uma adeséo
inicial, formac&o da microcolonia, maturacao do biofilme e dispersdo. Na primeira etapa, ocorre
a adesdo das células planctonicas ao substrato. Essa adesdo inicial sofre influéncia de fatores
fisico-quimicos como caracteristicas da superficie celular, movimento dos flagelos, presenca
de genes e acdo de forcas de adesdo, como van der Waals, interacdes eletrostaticas e forcas
hidrodindmicas (DONLAN, 2002; STOODLEY et al., 2002; FLEMMING et al., 2016; REN et
al., 2018; CH’NG et al., 2019).

Com a adesdo, as bactérias passam a se comunicar por meio de um mecanismo
conhecido como Quorum sensing. Nele, as bactérias que estdo agora em maior proximidade
uma das outras, secretam compostos metabolicos que funcionam como sinalizadores e
reguladores, induzindo a expressao de genes que serdo responsaveis pela producdo da matriz
polissacaridica e que regulam a formacgdo do préprio biofilme (STOODLEY et al., 2002;
DAVIES, 2003).

Na segunda etapa da formacdo do biofilme, as bactérias comecam a se multiplicar,
formando as microcolénias. A matriz, que é chamada de substancia extracelular polimérica
(EPS do inglés exopolysaccharide substance), € produzida nesta etapa. A EPS tem um papel
muito importante na estabilidade do biofilme e na defesa contra a resposta imunolégica e contra
antimicrobianos. Ela vai preencher os espagos entre as células bacterianas no biofilme,
determinando a sua arquitetura e imobilizando as células, mantendo-as em maior proximidade
e permitindo que haja interacdo e comunicagdo entre elas (WHITCHURCH et al., 2002;
VUONG et al., 2004; FLEMMING E WINGENDER, 2010; FLEMMING et al., 2016;
SATPATHY et al., 2016; CH’NG et al., 2019).

O crescimento do biofilme e a maturagéo ocorre também por meio do Quorum sensing,
que leva a um aumento na expressao de componentes, como DNA extracelular, polissacarideos
e proteases extracelulares. A partir do momento que a densidade bacteriana dentro do biofilme

vai aumentando, véo se formando estruturas que permitem a sobrevivéncia dos microrganismos
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na comunidade, como canais na matriz, que permitem a entrada de nutrientes e 4gua e também
a saida de metabolitos toxicos produzidos pelas bactérias (KOLTER E LOSICK, 1998; CH’NG
etal., 2019).

A Ultima fase da formacao do biofilme ¢ a disperséo, onde ocorre liberacdo de bactérias
do biofilme. Essa dispersdo é estimulada por diversos fatores como a reducdo de nutrientes
disponiveis devido ao aumento da densidade bacteriana no biofilme, onde bactérias se
dispersam da comunidade para buscar ambientes mais ricos em nutrientes. Estudos também
indicam dispersdo a partir do remodelamento da matriz, um processo que ocorre como forma
de adaptacdo dessa estrutura a alteracBes no meio. Esta Ultima etapa é de fundamental
importancia para a manutencdo do biofilme, visto que evita que o estoque de nutrientes esgote
e as bactérias e toda a estrutura possam ficar fragilizadas. A bactéria que estava até entdo na
forma sessil, volta ao estado plancténico, podendo voltar a se aderir em algum momento e
reiniciar o ciclo (WATNICK E KOLTER, 2000; STOODLEY et al., 2002; FLEMMING et al.,
2016).

As bactérias que estdo presentes no biofilme possuem algumas caracteristicas que as
tornam mais dificeis de erradicar. A matriz, por exemplo, funciona como uma barreira fisica
para prote¢do contra o sistema imune e para a entrada de antibi6ticos, de forma que as bactérias
conseguem resistir a concentracdes até mil vezes maiores da substancia. Além disso, as células
dentro do biofilme ndo possuem taxa de crescimento sincronizada, fazendo com que dentro de
um mesmo biofilme exista células dormentes e em fases diferentes do ciclo celular, sendo
algumas insensiveis a muitos antimicrobianos, principalmente aqueles que agem na
multiplicacdo bacteriana (DONLAN, 2002; STOODLEY et al., 2002; DAVIES, 2003;
MOHAMED AND HUANG, 2007; FLEMMING AND WINGENDER, 2010; DEL POZO,
2017).

Além do biofilme estar presente na maioria das infecgdes bacterianas, esta relacionado
também com a colonizagdo de dispositivos medicos, como cateteres urinarios, venosos e
arteriais, respiradores e implantes artificiais. As bactérias dentro de um biofilme podem
contribuir tanto para a fase crénica da doenca, onde é mais dificil de erradicar, quanto para a
fase infecciosa, a partir da dispersdo das bactérias do biofilme, que podem causar novas
infeccOes. Células presentes nessa estrutura também possuem maior facilidade de adquirir
elementos geneéticos transmissiveis, 0 que acaba facilitando a aquisicdo de genes de resisténcia
a antibioticos e de viruléncia. Sendo assim, essa estrutura estd relacionada a uma maior

sobrevivéncia do microrganismo e, consequentemente, a uma maior patogenicidade
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(WATNICK E KOLTER, 2000; DONLAN, 2002; DAVIES, 2003; REISNER et al., 2006;
MAH, 2012; TRENTIN, 2013).

Estima-se que os biofilmes estejam presentes em cerca de 65% das infeccdes
nosocomiais. Com base no conhecimento dos perigos dessa forma de vida a satde humana, o
biofilme vem sendo bastante estudado nos Gltimos anos, onde procura-se entender melhor sua
estrutura e os processos de seu desenvolvimento, buscando também compostos antibiofilme,
que inibam sua formacdo ou que consiga degradar a estrutura, podendo tornar as infeccdes
bacterianas mais faceis de erradicas (SATPATHY et al., 2016)

4 CONCLUSAO

O biofilme ja é conhecido ha anos, mas, mesmo com diversos estudos na literatura, ainda
ndo se tem conhecimento total sobre todos 0os mecanismos relacionados a sua formacgdo. Muito
precisa ser descoberto, principalmente sobre mecanismos moleculares e alteragcbes nas
expressdes proteicas que ocorrem quando a bactéria estd mudando do estado plancténico para

0 séssil.

Mas pode-se afirmar que o biofilme possui uma estrutura bastante complexa e dinamica,
e que funciona como um mecanismo tanto de viruléncia quanto de resisténcia para as bactérias
residentes. Dessa forma, bactérias formadoras de biofilme costumam ser mais patogénicas, € as

infeccdes causadas por elas sdo mais complexas de se tratar.
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RESUMO: Microrganismos estédo presentes nos mais diversos ambientes e possuem
caracteristicas especificas que os tornam dificeis de eliminar de determinados locais.
Os hospitais, por exemplo, sdo grandes focos de infec¢cdes bacterianas, com a
presenca de alguns géneros patogénicos, que devido a aquisicdo de resisténcia,
causam infec¢des que sdo dificeis de tratar. O género Enterococcus possui algumas
caracteristicas que o torna mais virulento e cada vez mais resistente aos antibiéticos
utilizados na clinica, e por isso sdo responsaveis por infec¢des dificeis de erradicar.
As bactérias pertencentes a este género sdo cocos Gram-positivos que conseguem
viver em condi¢des distintas de temperatura e pH e sédo capazes de realizar
transferéncia de genes entre si. Entre varias espécies deste género a Enterococcus
faecalis esta como umas das mais presentes em infeccdes enterocdcicas. Devido ao
cenario mundial do aumento de infeccBes bacterianas e a dificuldade cada vez maior
de tratar essas infeccdes, é importante um maior conhecimento das caracteristicas
patogénicas desses microrganismos, para assim ser possivel buscar meios
alternativos de erradica-los.

Palavras-chave: Bactérias. Gram-positiva. Viruléncia.

INTRODUGCAO

Segundo Wang et al. (2018), o trato gastrointestinal humano € colonizado por
praticamente 1014 bactérias distintas que vivem em equilibrio. Porém, a quebra deste
equilibrio pode ser perigosa ao corpo humano, causando infec¢des graves.
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Algumas bactérias possuem caracteristicas que as tornam mais dificeis de
eliminar, estando presente nos mais diversos ambientes. Os hospitais, por exemplo,
sdo grandes focos de infeccbes bacterianas. Por isso o namero crescente de
Infeccbes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) se tornou preocupante, e se
ampliou a quantidade de estudos voltados para entender sobre as caracteristicas das
principais bactérias patogénicas.

Um dos géneros que mais vem preocupando devido ao aumento do nimero de
casos de IRAS nos ultimos anos é o Enterococcus, que € o segundo Gram-positivo
mais frequente em infeccfes nas Unidades de Tratamento Intensivo (UTIs) (ANVISA,
2020). Sendo assim, esse trabalho busca coletar dados sobre caracteristicas gerais
do género Enterococcus e mais especificamente da Enterococcus faecalis, no qual
representa uma das espécies com maiores caracteristicas de viruléncia que estdo
relacionadas as infecgOes hospitalares.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de uma revisdo bibliografica no qual foi realizada uma busca por
diversos artigos nas principais plataformas cientificas como, PubMed (NCBI), Science
Direct, SciELO e Portal da Capes. Os descritores utilizados foram: Enterococcus,
Enterococcus faecalis, viruléncia e biofilme. E utilizado como filtro para publicacdes
entre os anos de 2016-2020. Foram excluidos artigos que néo se referiam ao género
ou a espécie bacteriana de interesse, assim como aqueles no qual a teméatica estava
fora do tema desta reviséo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

1. O género Enterococcus

Enterococcus ja tinha sido relatado desde os anos 1900. Porém, na época
consideravam-no pertencente ao género Streptococcus devido principalmente as
similaridades morfoldgicas e bioquimicas, sendo classificados como Streptococcus do
grupo D. Thiercelin & Jouhaud (1903) citaram Enterococcus como um género distinto,
mas seu estudo nao foi muito aceito na época. Em um estudo de Schleifer & Klipper-
Balz (1984) eles descobriram, por meio de hibridizagdo DNA-DNA e sequenciamento
do 16S rRNA, que as espécies até entdo conhecidas como Streptococcus faecium e
Streptococcus faecalis eram distintas das outras espécies deste género, a partir disso
foram entdo classificadas, de fato, como Enterococcus faecium e Enterococcus
faecalis. S6 apos este estudo, essas espécies foram reconhecidas como um género
diferente (Zhong et al., 2017; Garcia-Solache & Rice, 2019; Ruzic¢kova et al., 2020).

Nos dias atuais, este género jA é bastante aceito e estudado. Foram
descobertas varias espécies pertencentes a ele, com numeros variando de 36 a 58
espécies (Garcia-Solache & Rice, 2019; Ruzickova et al., 2020). Bactérias
classificadas como Enterococcus spp. sdo cocos Gram-positivos ndo esporulados,
anaerobicas facultativas, podendo se apresentar em cadeias ou isoladas. Suas
colénias sdo esbranquicadas quando crescidas em meio tradicionais, mas algumas
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espécies podem apresentar coloracdo da colénia mais amarelada. A maioria das
espécies ndo sao moveis, com excecao de E. gallinarum e E. casseliflavus. Quanto a
classificacdo bioguimica séo bactérias acido-latico positivas, catalase negativo, com
crescimento em NaCl 6,5%, hidrolise da bile esculina e PYR positivo. Podem crescer
em temperatura variando de 10 a 45 °C, porém sua temperatura 6tima é de 35 °C
(Figueredo et al., 2016; Garcia-Solache & Rice, 2019).

Podem ser encontradas em animais, plantas, solo e agua. Nos humanos, fazem
parte da microbiota principalmente do trato gastrointestinal. No entanto, s&o
considerados organismos oportunistas, e podem vir a causar infeccdes no trato
urinario, em feridas cirargicas, bacteremia, endocardite e infeccbes em cateter e
outros dispositivos médicos. As espécies E. faecalis e E. faecium séo as responsaveis
pelas principais infeccfes enterocoécicas, estando presentes em 80% delas (Zhong et
al., 2017; Torres et al, 2018; Gércia-Solache & Rice, 2019; Rzi¢kova et al., 2020).

Figura 1: (A) Células enterocdcicas, visualizadas por meio de uma
microscopia eletronica. (B) Colonias de E. faecalis crescidas por 24 horas a 37 °C
em meio agar sangue.
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Fonte: Razi¢kova et al. (2020).

Mesmo estando presente de forma natural em diversos ambientes, como
mencionado, espécies desse género vem se tornando alvo de estudos devido a
preocupacao com o aumento de infecgdes, principalmente pelo fato de enterococos
ja serem considerados o segundo maior género causador de infeccdes nosocomiais
dentre os Gram-positivos. E 0 que se tornou mais alarmante foi a capacidade de
algumas espécies de adquirir resisténcia a antibiéticos utilizados na clinica, tornando
as infec¢des mais dificeis de tratar (Guzman Pietro et al., 2016; Figueredo et al., 2016;
Remschmidt et al., 2018; ANVISA, 2019; Razi¢kova et al., 2020).

Enterococos possuem algumas caracteristicas que os tornam mais capazes de
resistir a antibiéticos e os tornam mais virulentos. Intrinsicamente, o género possui
resisténcia a alguns antibidticos, além da capacidade de adquirir resisténcia a novos
antimicrobianos. Resisténcia intrinseca € uma caracteristica que ja esta presente no
genoma, e a grande maioria das cepas a possuem. Enterococcus spp. possuem
resisténcia intrinseca a B-lactamicos, cefalosporina e niveis baixos de resisténcia a
aminoglicosideos e clindamicina (Guzman Prieto et al., 2016; Heidari et al., 2016;
Garcia-Solache & Rice, 2019; Ruzi¢kova et al., 2020).
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J& a resisténcia adquirida, pode ocorrer principalmente por mutacdo ou troca
de material genético, muitas vezes estimulado por uma necessidade de sobrevivéncia
bacteriana. Uso indiscriminado de antibidticos, pacientes que ndo terminam
corretamente a antibioticoterapia, prescricdo de doses insuficientes do antibiotico e a
presenca de bactérias no ambiente hospitalar podem estimular a aquisicdo de
resisténcia (Figueredo et al.,, 2016; RuziCkova et al., 2020). A troca do material
genético se da principalmente por meio de plasmideos ou de transposons. J& foi
reportado a aquisicdo de resisténcia a algumas classes, como glicopeptideos,
aminoglicosideos, fluoroquinolonas, linezolida, daptomicina e tetraciclinas (Cavaco et
al., 2016; Heidari et al., 2016; Torres et al., 2018; Garcia-Solache & Rice, 2019).

Segundo Ruzi¢kova et al. (2020) viruléncia, ou patogenicidade das cepas, esta
representada por transmissibilidade, toxicidade e invasividade. Ainda segundo o0s
autores, cepas que vivem no ambiente sdo menos virulentas, essa viruléncia pode ser
aumentada nos isolados de acordo com 0s processos de selecao natural ja citados.
Os fatores de viruléncia mais conhecidos e que estdo presentes em espécies do
género Enterococcus sdo: a presenca de substancias de agregacéo, presenca de
proteinas que aumentam a patogenicidade (como a proteina de ligacdo ao colageno
e proteinas de superficie), capacidade de adesédo as células do hospedeiro e de
invasao de tecidos, a habilidade de invadir o sistema imune e a capacidade de formar
biofilmes.

Jé& foi observado a formacao de biofilme de enterococos em infec¢des do trato
urinério, em feridas, no trato gastrointestinal e na endocardite. A presenca do biofilme
torna a infeccédo mais dificil de tratar, assim como serve como ponto de disseminacao
bacteriana. As principais espécies de Enterococcus que formam biofilme e causam
infeccbes sao E. faecalis e E. faecium. (Holmberg & Rasmussen, 2016; Chajecka-
Wierzchowska et al., 2017; Ch’ng et al., 2019; Garcia-Solache & Rice, 2019).

Assim como 0s genes de resisténcia, os fatores de viruléncia também
conseguem ser transferidos entre os microrganismos. Dessa forma, cepas que
possuem esses fatores causam infec¢cdes mais severas do que cepas que ndo os
possuem. Diversos estudos ja foram realizados com a intencdo de identificar a
presenca de genes de viruléncia em Enterococcus spp., como o esp (proteina de
superficie enterocécica), gelE (gelatinase), ccf (ferombnio sexual), cylA (componente
ativador da citolisina A), ace (proteina de ligacdo ao colageno ), asal (substancia de
agregacéo), entre outros. (Wu et al., 2016; Heidari et al., 2016; Chajecka-
Wierzchowska et al., 2017; Shafeek et al., 2018).

1.1. Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis € encontrada principalmente no intestino de humanos e
de animais, sendo também comumente encontrada no ambiente. Mas, assim como
outras espécies de seu género, ela tem capacidade de se tornar patogénica. Das
especies do género Enterococcus, E. faecium e E. faecalis sdo responsaveis pela
maioria das infec¢des enterocdcicas. Dentre elas, a mais prevalente em infec¢des é a
E. faecalis, encontrada em aproximadamente 70% das infec¢cdes enterococicas.
Apesar de E. faecium possuir mais resisténcia aos antibiéticos utilizados na clinica, E.
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faecalis é mais virulenta, e possui uma maior capacidade de formar biofilme, o que

torna suas infeccdes dificeis de tratar (Heidari et al., 2016; Guzman Prieto et al., 2016;

Beganovic et al., 2018 Garcia-Solache & Rice, 2019).

Essa espécie possui grande capacidade de viver em ambientes hostis, com
temperaturas variando de 5 a 65 °C e pH entre 4,6 e 9, e a altas concentracdes de
sais. Utiliza principalmente a glicose como fonte de energia, e tem como produto final
0 &cido latico (Barros, 2014; Singh et al., 2019).

O aumento de infec¢Bes causadas por esta espécie ocorre principalmente
devido a sua plasticidade genémica e pela capacidade de evolucédo, onde ocorre
transferéncia de genes, principalmente por meio de plasmideos e transposons. Devido
a alta capacidade de aquisicdo de resisténcia, hoje em dia estudos ja relataram a
presenca de isolados de E. faecalis multidroga resistente (MDR) e extensivamente
resistente (XDR). Dessa forma, a espécie consegue adquirir cada vez mais genes de
resisténcia a antibioticos e de viruléncia, se tornando um problema emergente de
saude (Lebreton et al., 2017; Hirt et al., 2018; Singh et al., 2019).

Mesmo E. faecium tendo adquirido resisténcia a um maior nimero de
antibioticos, estudos mostram que isolados de E. faecalis possuem uma maior
capacidade de aderir a superficies e formar biofiimes, sendo uma caracteristica
importante dessa espécie, por dificultar o tratamento de suas infec¢cdes. Essa
capacidade in vivo, tem sido bastante relacionada com a presenca de alguns fatores
de viruléncia, que sdo caracteristicas presentes na bactéria e utilizadas para o
microrganismo conseguir colonizar e invadir o tecido do hospedeiro, permitindo que
escape do sistema imunoldgico. Isolados clinicos que apresentam um ou um conjunto
de fatores de viruléncia tendem a ter um fenétipo mais patogénico e causar infeccbes
mais severas. (Zheng et al., 2017; Ch’ng et al., 2019). Abaixo estdo descritos alguns
dos principais fatores de viruléncia presentes em E. faecalis:

o Substancias agregadoras: Sao adesinas codificadas pelos genes aspl, ascl0 e
asal, que permitem a ligacdo das células bacterianas durante a conjugacéo,
formando agregados e facilitando a troca de material genético entre elas. Dessa
forma, facilita a propagacdo de diversos plasmideos entre as espécies
(Chajecka-Wierzchowska et al., 2017; Madsen et al., 2017).

o Proteina de superficie de Enterococcus (Esp): Codificada pelo gene esp, essa
proteina atua como uma adesina, contribuindo com a colonizagéo e persisténcia
da bactéria, principalmente no trato urinario. Além disso, segundo alguns
autores, essa proteina tem influéncia na formacao de biofiime de E. faecalis
(Zheng et al., 2017; Chajecka-Wierzchowska et al., 2017).

o Citolisinas: Sao exotoxinas que atuam principalmente lisando a membrana das
células, sendo toxica para eritrocitos, algumas bactérias Gram-negativas e
outras células eucarioticas (Chajecka-Wierzchowska et al., 2017; Zheng et al.,
2017).

o Proteina ligadora do colageno (Ace): Codificada pelo gene ace, é uma adesina
presente na parede celular que facilita a ligacao de E. faecalis ao colageno e tem
funcdo antigénica nas infeccbes causadas por essa espécie. Também tem
capacidade de se ligar a proteinas da matriz extracelular, tendo papel importante
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na colonizacéo bacteriana (Madsen et al., 2017; Chajecka-Wierzchowska et al.,
2017).

o Gelatinase: codificada pelo gene gelE, € uma metaloprotease extracelular capaz
de hidrolisar colageno, fibrinogénio, caseina, hemoglobina, insulina e outros
peptideos (Guneser e Eldeniz, 2016; Madsen et al., 2017).

o Formacado de biofilme: Biofilme é um agregado de bactérias aderidos a uma
superficie e envoltas por uma matriz polissacaridica. Essa estruturada funciona
como um mecanismo de viruléncia bacteriano, visto que a produgéo da matriz
impede a agao dos antimicrobianos e funciona como uma defesa para as
bactérias contra o ataque do sistema imunoldgico do hospedeiro (Satpathy et al.,
2016; Madsen et al., 2017).

o Pili_associado a biofilme e endocardite (Ebp): S&o estruturas filamentosas
presentes na superficie bacteriana que contribuem para a formacéo de biofilme,
aderéncia em superficies abidticas e em colageno e fibrinogénio em E. faecalis.
Além disso, tem agdo imunogénica contra o sistema imune humano (La Rosa et
al., 2016; Madsen et al., 2017).

CONCLUSOES

Com os dados coletados é possivel observar o quanto infec¢des enterocécicas
vém se tornando cada vez mais perigosas, principalmente devido a aquisicdo de
resisténcia e a uma viruléncia cada vez maior do microrganismo. Os fatores de
viruléncia somados a aquisicao de mecanismos de resisténcia na espécie E. faecalis,
mostra o0 porqué deste género ser cada vez mais estudado e estar cada vez mais
presente em ambientes e infeccBes hospitalares severas e de dificil tratamento.
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crescendo de forma significativa nos ultimos anos. Ha diversos mecanismos que
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a bactéria pode desenvolver para se tornar resistente. Um deles é a formacao do
biofilme, uma comunidade complexa de microrganismos envolvidos por uma
matriz polissacaridica, que acaba funcionando como uma barreira protetora para
as bactérias. Com essa estrutura, as infecgcdes bacterianas se tornam mais
virulentas e dificeis de tratar, trazendo risco pra saude humana. Como o0s
antimicrobianos utilizados na clinica ja ndo sdo mais téo eficazes contra a grande
maioria das espécies, se torna de fundamentalimportancia a busca por compostos
alternativos que tenham a capacidade de agir contra bactérias e até mesmo contra
biofilmes. Dentre essas substancias, had os compostos fendlicos, que compde um
grupo de compostos caracterizados por ter um anel aromético ligado a um ou
mais grupo hidroxila. Estdo presentes em grande quantidade em plantas, frutas,
legumes e vegetais, e possuem diversas propriedades importantes como
antioxidante, anti- inflamatdria e antimicrobiano. Sendo assim, este trabalho busca
agrupar informacdes sobre a agcdo dos diferentes compostos fendlicos contra
bactérias e, principalmente, contra biofilmes bacterianos.

PALAVRAS-CHAVE: Compostos fendlicos. Biofilme. Resisténcia microbiana.

ABSTRACT: Bacterial resistance to antimicrobials used in the clinic has been
growing significantly in recent years. There are several mechanisms that bacteria
can develop to become resistant. One of them is the formation of biofilm, a complex
community of microorganisms surrounded by a polysaccharide matrix, which ends
up functioning as a protective barrier to bacteria. With this structure, bacterial
infections become more virulent and difficult to treat, bringing risk to human health.
As the antimicrobials used in the clinic are no longer as effective against the vast
majority of species, it becomes of fundamental importance to search for alternative
compounds that have the ability to act against bacteria and even against biofilms.
Among these substances, there are phenolic compounds, which make up a group
of compounds characterized by having an aromatic ring attached to one or more
hydroxyl group. They are present in large quantities in plants, fruits, vegetables and
vegetables, and have several important properties such as antioxidant, anti-
inflammatory and antimicrobial. Thus, this work seeks to group information on the
action of different phenolic compounds against bacteria and, mainly, against
bacterial biofilms.

KEYWORDS: Phenolic compounds. Biofilm. Microbial resistance.
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1. INTRODUCAO

No século XX houve a conhecida “Era de Ouro dos Antibidticos”, iniciada em
1941 com a descoberta de penicilina, seguida até os anos 1990. Houve producéo de
diversos medicamentos de classes distintas, como [B-lactamicos, tetraciclinas,
cloranfenicol, aminoglicosideos, macrolideos, glicopeptideos e quinolonas. Eles
eram produzidos principalmente a partir de microrganismos como Streptomyces,
Penicilliums, Actinomycetes e Bacilli ou de forma sintética e semissintética. Nesta
época, quase todas as infeccdes bacterianas eram trataveis pelas drogas existentes,
sem presenca de resisténcia em larga escala (SILVA et al., 2016; BBOSA et al., 2014;
HUTCHINGS; TRUMAN; WILKINSON, 2019).

Porém, desde o fim dessa era, ndo ha descoberta significativa de novos
medicamentos e, somado ao uso indiscriminado dos antibiéticos e a aquisicdo de
resisténcia pelas bactérias, a maioria dos farmacos existentes e utilizados hoje em
dia j& ndo sdo mais eficazes contra muitas espécies bacterianas. Dessa forma,
iniciou-se uma busca por compostos originarios de plantas que, além de serem
abundantes na natureza, produzem metabdlitos secundarios com diversas
propriedades, inclusive com acdes contra microrganismos (SILVA et al., 2016;
BBOSA et al., 2014; HUTCHINGS; TRUMAN; WILKINSON, 2019).

O metabolismo das plantas pode ser classificado como primario e secundario.

O primério se refere ao metabolismo basico, comum praticamente a todas as
espécies, e que € indispensavel para a sua sobrevivéncia. J& o metabolismo
secundario ndo estd envolvido com processos béasicos, como obtencdo de
nutrientes ou geracdo de energia, e 0s metabdlitos secundarios produzidos néo
existem igualmente entre as espécies e até mesmo entre os tecidos da planta.
Devido as suas variadas propriedades bioldgicas, as substancias secundarias ja
sdo amplamente utilizadas como principio ativo de diversos produtos, inclusive de
alguns cosmeéticos e farmacos. Os principais grupos de compostos secundarios
naturais sdo os compostos fendlicos, terpenos e substancias nitrogenadas. Dentre
eles, os compostos fendlicos sdo os mais pesquisados e que mais possuem
atividade contra microrganismos (DE REZENDE et al., 2016).

2. COMPOSTOS FENOLICOS
Compostos fendlicos € um termo utilizado para nomear o grupo formado por

uma grande quantidade de compostos quimicos, caracterizados por ter ao menos



um anel aromético (nesse caso, o benzeno) ligado a um ou mais grupo hidroxila.
A sua hidroxila é responsavel por sua acidez, enquanto o anel benzeno caracteriza
sua basicidade.

E um dos grupos quimicos mais comumente encontrado em plantas, frutas,
vegetais e legumes, e sdo responsaveis por dar o sabor e a coloracao de frutas e
vegetais. Nas plantas, sdo produzidos como metabdlitos secundarios pela via do
acido chiquimico e do acetato malonato, agindo na defesa contra radiacédo
ultravioleta e agressbes de patdogenos (NGUYEN; KRYACHKO;
VANQUICKENBORNE, 2003; CARTEA et al., 2011; FARAH E DONANGELO,
2006).

Figura 1. Férmula quimica basica do fenol. Os diversos tipos de fenéis sédo formados a
partir dele.

Fonte: NGUYEN; KRYACHKO; VANQUICKENBORNE, 2003.

Além de ser encontrado em plantas e ter diversas fungfes nesses
organismos, os fenois também tém importancia para nés. Possuem alguns efeitos
fisiolégicos como: antialérgico, anti-inflamatério, antimicrobiano, antitrombotico,
antioxidante, cardioprotetor e vasodilatador e, por isso, tém recebido cada vez
mais atencdo da industria farmacéutica e alimenticia. No nosso plasma, por
exemplo, ha a presenca do -tocoferol, um fenol constituinte da vitamina E que age
como importante antioxidante. Alguns desses compostos tém possivel acao
também como protetor contra doencas degenerativas crénicas, como catarata,
degeneragédo macular, doencgas neurodegenerativas e diabetes mellitus (FARAH E
DONANGELO, 2006; NGUYEN; KRYACHKO; VANQUICKENBORNE, 2003; DE
REZENDE et al., 2016).

O grupo contém diversos compostos quimicos distintos (cerca de oito mil)

gue variam desde compostos simples, com baixo peso molecular e com apenas
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um anel aromatico para os mais complexos, formando os polifenois. Os compostos
desse grupo podem ser classificados de diversas formas. Segundo a classificacao
de Harborne e Simmonds (1964), eles séo classificados em grupos distintos de
acordo com o numero de carbono em sua molécula. Os fendis encontrados em
plantas séo classificados principalmente de acordo com o niumero e arranjo dos
atomos de carbono como flavonoides ou néo-flavonoides, e em subclasses de
acordo com substituicdes em sua estrutura basica, associa¢cdo com carboidratos e
formacé&o de polimeros (CARTEA et al., 2011; FARAH E DONANGELO, 2006).

Flavondides sdo compostos polifendlicos com quinze moléculas de carbono
e dois anéis aromaticos ligados por pontes de carbono. Correspondem a maior
quantidade de compostos fendlicos. Estao presentes principalmente em folhas e
frutas, e possuem acao na protecado contra raios UV, pigmentacéo, fixacdo do
nitrogénio e protecdo contra pragas. No nosso corpo, os flavondides possuem
acdo antioxidante, anti-inflamatéria, anti- mutagénica e anti-carcinogénica
(CARTEA etal., 2011; PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2016).

Em 1865, Joseph Lister utilizou pela primeira vez fenol durante uma cirurgia,
para desinfectar instrumentos e roupas cirdrgicas e observou que, com 0 USO
desse composto, 0s pacientes tinham menos infeccdo e corriam menos risco de
vida. A partir disso, fenol passou a ser bastante utilizado como um antisséptico. Hoje
se sabe que essa classe de compostos em grande quantidade possui efeito toxico
para o organismo. Mas, na época, seu efeito benéfico como antisséptico levou
vantagem em cima disso (NGUYEN; KRYACHKO; VANQUICKENBORNE, 2003).

Tabela 1. Principais classes de compostos fendlicos presentes em plantas.
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Classes e sub-classes Exemplos de compostos

Nao flavonoides

Acidos fendlicos

Acidos benzoicos Acido galico, acido protocatecuido, acido p-
hidroxibenzoico
Acido hidroxicinamico Acido cumarico, acido cafeico, acido
ferrulico, acido sinaptico
Taninos hidrolisaveis Pentagaloil glicose
Estilbenos Resveratrol
Ligninas Secoisolariciresinol, matairesinol,

lariciresinol, pinoresinol

Flavonoides

Flavonois Rutina, quercetina
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Flavonas Apigenina, Luteolina
Flavanonas Naringerina, hesperetina
Flavanois Catequinas, galocatequinas
Antocianidinas Pelargonidina, cianidina, malvadina
Taninos condensados ou Procianidina trimérico, prodelfinidinas
proantocianidinas
Isoflavonas Daidzeina, genistina, gliciteina

Fonte: Adaptado de Farah e Donangelo, 2006.

Diversos compostos naturais ja se mostraram eficazes contra bactérias,
agindo contra a comunicagéo bacteriana, contra a motilidade, inibindo toxinas,
impedindo a producdo enzimatica, alterando seu metabolismo ou agindo sobre a
formacdo do biofilme bacteriano. Essas acbes acabam levando a morte das
bactérias ou podem atrapalhar seu metabolismo, fazendo com que néo consigam
se multiplicar (KUMAR et al.,, 2007; SATISH; RAGHAVENDRA; RAVEESHA,
2008).

Quanto aos compostos fendlicos, especificamente, estudos mostram que
eles sao bastante eficazes contra mecanismos bacterianos de um modo geral.
Cumarinas, flavonadides, acidos fendlicos e taninos conseguem agir impedindo ou
alterando a comunicacao por Quorum sensing de algumas espécies Gram-positivas
e Gram- negativas, como Serratia marcescens, Pseudomonas, Staphylococcus
aureus e Chromobacterium violaceum. Ligninas, quinonas, fenilpropandides,
cumarina e flavandides tém acdo contra a motilidade bacteriana, que é muito
importante para bactéria, e pode ser considerada como um fator de viruléncia da
mesma, Visto que permite que ela colete nutrientes do ambiente e colonize novos
lugares (SILVA et al., 2016).

Como mostrou Cartea et al., (2011), no estudo de Ayaz et al., (2008), fracdes
fendlicas ricas em quercitina e derivados de kaempferol se mostraram eficazes
contra o crescimento de Gram-positivas e Gram-negativas, como S. aureus,
Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis e Moraxella catarrhalis. Aléem disso, estudos
mostram que compostos fenolicos ja se mostraram eficazes na inibicdo do
crescimento, de toxinas, enzimas e da formacédo de biofilme de diversas espécies
bacterianas (CUEVA et al., 2010; BOUND et al., 2015).

3. COMPOSTOS FENOLICOS CONTRA BIOFILMES BACTERIANOS
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Bactérias podem viver em forma de vida livre (plancténica) ou podem se
aderir a um substrato formando biofilmes, onde estdo na forma de vida séssil.
Biofilme € uma comunidade estruturada de bactérias envoltas por uma matriz
polissacaridica e que estdo aderidas a uma superficie. Ele estd presente na
maioria das infeccbes bacterianas, sendo formado em diversas condi¢cdes e
ambientes. Seu mecanismo de formacao € bastante complexo onde, no fim, tem
uma estrutura resistente e bem arquitetada, com a formagdo de um ambiente
favoravel para o organismo em seu interior. Devido & sua matriz polissacaridica e
por caracteristicas de sua estrutura, o biofilme funciona como um mecanismo de
resisténcia e de viruléncia bacteriana. Dessa forma, infec¢cdes bacterianas onde
haja a formagao de biofilme normalmente s&o mais agressivas e duradouras
(COSTERTON et al., 1999; MAH, 2012; TRENTIN, 2013).

Essa forma de vida séssil vem trazendo cada vez mais desafios para o
tratamento de infec¢des bacterianas, pois infeccdes relacionadas ao biofilme estdo
mais associadas a um aumento de mortalidade e morbidade. Tendo o
conhecimento da crescente resisténcia bacteriana, com os antibiéticos existentes ja
ndo sendo mais eficazes contra grande parte das espécies, ampliou-se a busca
por compostos que agissem contra essa forma de vida, impedindo a formacéao de
biofilmes ou com a capacidade de destrui-lo. Dentre esses compostos, estdo 0s
compostos fendlicos (SILVA et al., 2016; SATPATHY et al., 2016).

Figura 2. Microscopia da formac&o do biofilme. (A) célula bacteriana planctbnica, visualizada por
meio de Microscopia Eletrénica de Transmisséo. (B) células bacterianas aderidas na superficie e
(C) células formando microcol6nias de biofilme, ambas visualizadas por meio de
Microscopia Eletrénica de Varredura.

A)

Fonte: adaptado de Watnick e Kolter (2000).

Diversos compostos fendlicos vém se mostrando eficientes na supressao
da formacgé&o do biofilme bacteriano de diversas espécies. S. aureus € uma Gram-
positiva com uma grande patogenicidade, onde suas infec¢des estdo muitas vezes

relacionadas com a formacéo de biofilme, principalmente em dispositivos médicos
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como valvulas coronarianas, cateteres e proteses. Diversos compostos fendlicos
ja se mostraram eficazes contra o biofilme desta espécie, como flavonoides,
xanthohumol, &cido gélico, proantocianidinas, acido elagico, acido tanico, acido
ginkgdlico e acido rosmarinico (TRENTIN et al., 2015; SLOBODNIKOVA et al.,
2016; LIU et al., 2017).

Pseudomonas aeruginosa € um patdgeno oportunista Gram-negativo,
comumente associado a infec¢des do trato urinario e do sistema respiratério, e
possui a capacidade de formar biofilme nos mais variados ambientes. A formacéo
de biofilme por esse microrganismo esta bastante associada a infeccdes
pulmonares e a fibrose cistica cronica. Estudos mostram que compostos fendlicos
se mostraram eficazes contra o seu biofiime, como a cumarina, catequina,
flavanoides, quercitina, &cido galico, acido ferrulico e acido tanico (BANIN; VASIL;
GREENBERG, 2005; BORGES; SAAVEDRA; SIMOES, 2012; SIDDIQUI et al.,
2015; PEJIN et al., 2015; ONSARE E ARORA, 2015; URQUHART et al., 2018).

Klebsiella pneumonia € um patégeno comumente associado a infeccbes
hospitalares. Esta bactéria também € forte formadora de biofilme, principalmente
em cateteres urinarios e outros dispositivos médicos, sendo de grande preocupacao
para a area médica. Estudos mostram que extratos de diversas plantas ricas em
flavondides, acido galico, acido ferrulico, acido cafeico, acido elagico, catequina e
quercitina se mostraram eficazes contra biofilmes de K. pneumonia (IBRAHIM,
2017; ROY et al., 2018; THININA et al., 2020).

Enterococcus spp. sdo Gram-positivos habitantes natural da cavidade oral,
gastrointestinal e do trato genital feminino. Mesmo presentes no organismo, as
espécies desse género conseguem causar infeccées no trato urinario, no sangue e
até no sistema nervoso. As duas principais espécies desse género, E. faecalis e E.
faecium sdo importantes patdgenos formadores de biofilme. Diversos taninos,
quercitina, proantocianidina, catequina e flavonoide se mostraram eficazes contra a
formacao de biofilme de Enterococcus (MOHAMED E HUANG, 2007; SILVA et al.,
2016; HAKIKI et al., 2017; MEMARIANI et al., 2019).

Outro microrganismo bastante presente em infecgdes e com alta capacidade
de formacéo de biofilme € Escherichia coli. Naturalmente, E. coli coloniza o trato
gastrointestinal humano, mas pode vir a causar graves infeccdes associadas a
biofilme. Quercitina, catequina, acido clorogénico, acido cafeico, acido elagico,

acido galico, acido ferrulico, cumarina e acido tanico reduziu biofilme de E. coli
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significativamente (BELOIN et al., 2008; BORGES; SAAVEDRA; SIMOES, 2012;
CEYLAN E ALIC, 2015; SILVA et al., 2016; SLOBODNIKOVA et al., 2016).
Streptococcus mutans é um patégeno Gram-positivo, principalmente associado

a formacéo de biofilme em dentes de animais e humanos, formando placas e caries.
Proantocianidinas, xantonas, acido tanico, ligninas, acido galico, quinonas, acido
salicilico, acido galico, metilgalato, quercitina, quercitrina, chalcona e fendis simples
foram alguns dos compostos fendlicos que tiveram alguma acéo contra o biofilme de
S. mutans (KOO et al., 2003; SILVA et al., 2016;SLOBODNIKOVA et al., 2016).

Os compostos fendlicos podem agir contra biofilme por diversos
mecanismos. O primeiro estagio para a formacéo do biofilme é a adesé&o da bactéria
ao substrato. Para isso acontecer, a bactéria, até entdo no estado planctonico, deve
se mover em direcdo a superficie, seja por meio do fluxo no meio ou pela presenca
de pilis e flagelos. O acido ferrulico e o acido gélico agem reduzindo a formacao do
biofilme e a motilidade deespécies Gram-positivas e Gram-negativas. Dessa forma,
a menor motilidade dos microrganismos pode estar relacionada a uma menor
adesdo bacteriana e, consequentemente, menor formacdo dessa estrutura
(BORGES et al., 2012).

Algumas bactérias, principalmente as Gram-negativas, utilizam como
molécula sinalizadora no Quorum sensing a N-acil homo-serina lactona (AHL). Essa
molécula tem a funcdo de controlar a expressdo de genes responsaveis pela
densidade e maturacdo do biofilme. Alguns polifendis podem agir penetrando no
biofilme e inibindo a sinalizacdo da AHL. Como consequéncia, ha uma perda na
densidade bacteriana dentro do biofilme e consequentemente a destruicdo da
estrutura (PLYUTA et al., 2013; ROY et al., 2018).

Taninos podem agir quebrando peptideoglicanos que esta4 presente na
parede bacteriana. Essa quebra leva a uma alteracdo na composicao de proteinas
e &cido tecoicos da parede, reduzindo a capacidade de formacdo do biofilme. A
clivagem dos peptideoglicanos também pode fazer com que haja liberacdo de
moléculas sinalizadoras, modulando a expresséo de genes associados a producéo
da estrutura. Podem agir também se ligando aos peptideoglicanos e causando
danos na parede celular, impedindo a adesé&o bacteriana e levando a alteragdes na
biomassa e viabilidade do biofilme (HUBER et al., 2003; LUIS et al., 2013; ROY et
al., 2018).
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Figura 3. Imagens de biofilmes formados por Microscopia Eletrénica de Varredura. (A)
biofilme formado de S. aureus. (B) biofilme de S. aureus formado na presenca de &cido
clorogénico.

Fonte: Adaptado de Luis et al., (2013).

Mas a eficacia dos compostos fendlicos contra o biofilme pode depender de
alguns fatores, como pH, concentracdo ou caracteristicas da espécie bacteriana em
questdo. O estudo de Silva et al. (2016) busca avaliar o efeito de alguns acidos
fendlicos (acido clorogénico, ferrulico, galico, cafeico, cumarico, siringico e sinapico)
contra o biofilme de diversas espécies. Os autores observaram, nesse estudo, que
a acado dos éacidos contra o biofilme das espécies tinha direta relagdo com o pH.
Uma variacao no pH leva as moléculas acidas a diferentes niveis de protonagéo e,
consequentemente, a diferentes interagdes fisico-quimicas com 0s microrganismos.
Por isso, a acdo dos compostos fendlicos acidos contra o biofilme pode variar.

Plyuta et al., (2013) mostraram em seu estudo que o efeito de alguns
compostos fendlicos contra o biofilme de P. aeruginosa era dependente da
concentracdo utilizada. Nas concentracdes dos compostos onde o crescimento
bacteriano ndo era alterado, a formacdo do biofiime era estimulada. Em
concentracbes mais altas, onde o crescimento bacteriano era reduzido, o biofilme
era inibido. Os autores observaram que concentracdes sub-inibitérias de alguns
fendis agiam aumentando a expressdo de AHL, aumentando a densidade
bacteriana e, por isso, a formacéao do biofilme era aumentada.

4. CONCLUSAO
Tendo o conhecimento das caracteristicas e perigo da formacdo do
biofilme pelas bactérias, o estudo dessa forma de vida e compostos capazes de
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elimina-lo sdo de grande importancia atualmente. Com as informacdes coletadas,
€ possivel observar que diversos compostos fendlicos possuem acao tanto
antimicrobiana como agao contra o biofilme das principais espécies formadoras.
Contanto, essa a¢do deve levar em consideragédo algumas variaveis, como o pH
do meio, concentracdes sub-inibitdrias e caracteristicas particulares de cada
bactéria. Dessa forma, podem funcionar como alternativa para eliminacdo dessa

forma de vida, facilitando o acesso e acao dos antimicrobianos nas infecgdes.
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