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1. INTRODUCAO

O aumento constante da resisténcia de agentes infecciosos a
antimicrobianos constitui um dos principais desafios da medicina moderna e esta
diretamente relacionado ao aumento da mortalidade, morbidade, prolongamento no
tempo de internacdo e elevagéo nos custos do tratamento das infec¢des (FRIERI,
KUMAR e BOUTIN, 2017). Outro fator agravante em infec¢cdes que aumenta a
resisténcia dos microrganismos € a formacédo de biofilmes. Estes consistem em
comunidades de microrganismos envoltas em uma matriz autdgena de substancias
poliméricas extracelulares que se aderem uma superficie dificultando o contato e
acao de antimicrobianos (ALONSO et al., 2019).

Neste contexto, plantas medicinais representam uma importante ferramenta
no combate a estas infeccBes gracas a grande variabilidade de mecanismos de
acdo de compostos delas extraidos, podendo reduzir o desenvolvimento de
resisténcia quando associados a antibioticoterapia (KONGKHAM, PRABAKARAN
e PUTTASWAMY, 2020). Por este motivo 0 presente estudo buscou explorar as
possiveis atividades antimicrobiana e antibiofilme da Vachellia caven, uma espécie
nativa dos pampas e pantanais sul-americanos que, apesar de pouco estudada
guanto a suas propriedades bioativas, esta muito atrelada a medicina popular dos
paises em que ocorre (CROVETTO, 1981; RONDINA, BANDONI e COUSSIO,
2008; TOURSARKISSIAN, 1980).

2. METODOLOGIA

A atividade antimicrobiana foi incialmente avaliada pela determinacdo da
concentragdo inibitoria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM)
pelo método de microdiluicdo em caldo conforme o protocolo M7-A6 do Clinical and
Laboratory Standard Institute (CLSI) (WIKLER, 2006). Os microrganismos
escolhidos incluem sete espécies catalogadas na American Type Culture Collection
(ATCC): Escherichia coli (ATCC 8739), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027),
Klebsiella pneumoniae (ATCC 1705), Staphylococcus aureus (BAA 1026),
Staphylococcus saprophyticus (BAA 750), Entetrobacter hormaechei (ATCC
700323), Salmonella enterica Typhimurium (ATCC 14028); e dois isolados clinicos
de K. pneumoniae, um portando o gene da K. pneumoniae carbapenemase (KPC)
e outro o gene New Delhi metallo-B-lactamase-1 (NDM-1).

Em seguida, seguindo o método de Sandberg et al. (2008) com modificacdes,
os valores de CIM, 2xCIM e 4xCIM foram testados quanto a sua capacidade de
reversdo dos biofilmes de S. aureus e P. aeruginosa formados apds 24h de
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incubacéo em caldo Brain Heart Infusion (BHI) suplementado com 2% de glicose a
37°C sob constante agitacdo. Os biofilmes foram lavados com solucéo salina antes
e apos as 24h de aplicagdo do tratamento para a remocao de células plancténicas
e em seguida foram fixados com metanol (99,9%) por 30 min e corados com Cristal
Violeta (0,1%) por 20min. Os pogos foram lavados novamente com salina e o
biofilme foi eluido em etanol (99,9%) por 1h. Por fim o conteudo foi transferido para
uma nova placa de 96 pocos onde foi realizada a leitura da absorbancia em 561
nm usando um leitor automatico de microplacas Polaris®. Os testes foram feitos
em triplicata, incluindo controles de crescimento n&o tratados (CP) e controles de
esterilidade (CN). A analise estatistica foi feita em GraphPad Prism 8.0 (San Diego,
CA, USA) usando ANOVA de uma via, com teste post-hoc de Dunnett.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme expresso na tabela um Tabela 1, exceto por S. aureus, S.
typhimurium e os dois isolados clinicos que apresentaram CIM de 6,25 mg/mL,
todas as outras cepas foram inibidas pelo extrato a 3,125 mg/mL. A CIM exerceu
um efeito bactericida sobre K. pneumoniae, S. enterica Typhimurium, S. aureus e
S. saprophyticus e um efeito bacteriostatico sobre E. hormaechei, P. aeruginosa e
E. coli. Nenhuma bactéria conseguiu sobreviver a 6,25 mg/mL, exceto K.
pneuminiae (KPC) e (NDM), para as quais nenhuma CBM pG6de ser encontrada.
Estes resultados vdo de encontro aos achados de Martinez et al. (2014), o Unico
outro trabalho a avaliar atividade de um extrato de V. caven até o momento. que
encontrou valores de CIM de 4 mg/mL correspondendo aos valores de CBM para
duas das trés cepas de S. aureus testadas; e CBM de 8 mg/mL para a terceira.

Tabela 1: Valores de CIM e CBM obtidos para cada

Microrganismo CIM (mg/mL) CBM (mg/mL)
Escherichia coli (ATCC 8739) 3.125 6.25
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) 3.125 6.25
Klebsiella pneumoniae (ATCC 1705) 3.125 3.125
Entetrobacter hormaechei (ATCC 700323) 3.125 6.25
Salmonella Typhimurium (ATCC 14028) 6.25 6.25
Staphylococcus aureus (BAA 1026) 6.25 6.25
Staphylococcus saprophyticus (BAA 750) 3.125 3.125
K. pneumoniae KPC (isolado clinico) 6.25 -
K. pneumoniae NDM (isolado clinico) 6.25 -

A quantificacdo dos biofilmes por CV esta expressa na Figura 1. O extrato
se mostrou mais eficaz frente a P. aeruginosa, revertendo em 54,6, 61, 63 e 67,57%
a formacédo de biofilme nas concentracbes de 12,5, 6,25 e 3,12 mg/mL,
respectivamente. Infelizmente, para S. aureus, nenhuma reversao significativa (p>
0,05) pOde ser evidenciada nas concentracdes de 25 e 12,5 mg/mL e a coloragéo
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foi dobrada na menor concentracdo. Nao héa relatos na literatura atual sobre
atividade antibiofilme em formula¢gdes obtidas a partir da V. caven, dificultando o
entendimento e comparacao destes resultados.

Figura 1: Quantificacédo de biofilme por coloracdo com CV
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4. CONCLUSOES

O presente estudo é um dos pioneiros na bioprospeccéao de extratos V. caven,
sendo o primeiro a reportar valores de CIM e CBM para E. coli, P. aeruginosa, K.
pneumoniae, S. saprophyticus, E. hormaechei e S. enterica Typhimurium, além de
ser o primeiro a reportar a capacidade de reversdo do referido extrato sobre
biofilmes de P. aeruginosa. Estes resultados enaltecem o potencial antimicrobiano
da V. caven e abre portas para o desenvolvimento de pesquisas futuras a certa das
propriedades bioativas da espécie.
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