This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Atribution License

DOI: 10.1590/1089-6891v20e-57228
MEDICINA VETERINARIA

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EXTRATO ETANOLICO DA
Commiphora leptophloeos (MART.) J. B. GILLETT FRENTE A Staphylococcus
SPP. ISOLADOS DE CASOS DE MASTITE EM RUMINANTES

ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF ETHANOLIC EXTRACTS FROM
Commiphora leptophloeos (MART.) J. B. GILLETT AGAINST Staphylococcus
SPP. ISOLATED FROM CASES OF MASTITIS IN RUMINANTS

Isamara Ferreira da Silva* ORCID - http://orcid.org/0000-0001-7739-3664
Amanda Leite Guimaraes® ORCID - http://orcid.org/0000-0001-8235-6024
Vinicius Santana Amorim" ORCID - http://orcid.org/0000-0001-8657-3202
Telma Maria Guedes da Silva? ORCID - http://orcid.org/0000-0001-5778-0384
Rodolfo de Moraes Peixoto® ORCID - http://orcid.org/0000-0002-5757-5935
Xirley Pereira Nunes® ORCID - http://orcid.org/0000-0002-9714-8575

Tania Maria Sarmento Silva? ORCID - http://orcid.org/0000-0003-1887-2598
Mateus Matiuzzi da Costa® ORCID - http://orcid.org/0000-0002-98842112

'"Universidade do Vale do Sao Francisco, Petrolina, PE, Brasil.
2Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife, PE, Brasil.
3Instituto Federal do Sertdo Pernambucano, Petrolina, PE, Brasil.
"Autor para correspondéncia - rodolfo.peixoto@ifsertao-pe.edu.br

Resumo

Considerando o potencial terapéutico de plantas medicinais como alternativas a antibioticoterapia,
a pesquisa visa avaliar a atividade antimicrobiana de Commiphora leptophloeos contra isolados de
Staphylococcus spp. de leite de ruminante com mastite subclinica. Para isso, foi elaborado o extrato
etandlico bruto da casca e folhas de Commiphora leptophloeos, sendo as mesmas caracterizadas
quimicamente por HPLC-DAD-MS e por MALDI-TOF. Os extratos foram entao avaliados quanto aos
seus efeitos antimicrobianos contra 60 isolados de Staphylococcus spp pela técnica de microdilui¢ao
em caldo para determinac¢dao da concentracdo bactericida minima. Além disso, os extratos foram
avaliados quanto a sua capacidade de interferir na formacdo do biofilme e com o biofilme ja
consolidado. Apesar de todos os extratos testados terem apresentado agdo antimicrobiana, valores
menores de CBM foram registrados para o extrato da casca na concentragdo 781,2 pug/mL (25/60).
Os extratos da casca e das folhas foram capazes de interferir nos estagios iniciais da formacao do
biofilme, mas ndo ocorreu interferéncia do extrato no biofilme consolidado. Houve alta sensibilidade
do isolados testados quando submetidos a extratos de folhas e casca de Commiphora leptophloeos,
bem como a capacidade de extratos interferirem na formacao de biofilme, indicando seu potencial uso
na terapia de mastite de ruminantes.

Palavras-chave: Mastite, Staphylococcus spp, Imburana de Cambao, Fitoterapicos, biofilme.

Abstract

Considering the therapeutic potential of medicinal plants as alternatives to antibiotic therapy, the
research aims to evaluate the antimicrobial activity of Commiphora leptophloeos against isolates
of Staphylococcus spp. from the milk of ruminants with subclinical mastitis.For this, the crude
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ethanolic extract from the bark and leaves of Commiphora leptophloeos was prepared, with these
being chemically characterized by HPLC-DAD-MS and by MALDI-TOF. The extracts were then
evaluated as to their antimicrobial effects against 60 isolates of Staphylococcus spp. through the
broth microdilution technique to determine the minimum bactericidal concentration. In addition, the
extracts were evaluated as to their ability to interfere with biofilm formation and with the already
established biofilm. Although all tested extracts showed antimicrobial action, lower MBC values
were recorded for the bark extract in the concentration 781.2 ug/mL (25/60). The extracts of the
bark and leaves were able to interfere with the initial stages of biofilmformation, but there was no
interference of the extract on the established biofilm. There was a high sensitivity of Staphylococcus
spp. isolates from subclinical mastitis cases in ruminants when subjected to the extracts from bark and
leaves of Commiphora leptophloeos, as well as regarding the ability of extracts to interfere in biofilm
formation, indicating their potential in the use for ruminant mastitis therapy.

Keywords: Mastitis, Staphylococcus spp., imburana de cambao, phytotherapy, biofilm.
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Aceito em: 17 de junho de 2019.

Introducao

A mastite ¢ uma das doencas infecciosas que mais tem causado prejuizos a industria de laticinios em
todo o mundo, ocasionando perdas profundas em todas as etapas da produgdo>?. Os efeitos negativos
dessa doenca decorrem do alto custo de seu tratamento ¢ da administracao de antibidticos, resultando
também em diminuicao da producio de leite, descarte do leite contaminado por agentes antimicrobianos
e surgimento de bactérias resistentes*>. A manifestagdo clinica da mastite ¢ caracterizada por alteragdes
fisicas nas glandulas mamarias®. A forma subclinica ndo apresenta sintomas e ¢ determinada por uma
alta contagem de cé€lulas somaticas no leite. A mastite subclinica reduz a qualidade do leite e pode
disseminar a infecgdo bacteriana entre diferentes propriedades e espécies”. O diagndstico e o controle
sdo complexos e exige desinfeccdo dos tetos, contagem de células somaticas, andlise bacteriologica
do leite, antibioticoterapia e abate de vacas com infecgdo cronica® 7. A mastite subclinica tem uma
etiologia multifatorial, com infec¢do bacteriana frequentemente relatada na literatura. Espécies do
género Staphylococcus sdo as bactérias mais comumente isoladas em casos de infec¢do intramamaria
em ruminantes!® 'V,

O tratamento da mastite ¢ complexo e requer o uso de agentes antimicrobianos de amplo espectro
com agao sistémica e localizada. No entanto, uma das principais repercussoes do emprego destes
antibioticos no tratamento de doencas infecciosas ¢ a possibilidade de surgimento de cepas
resistentes!'> ¥, A tolerancia a agentes antimicrobianos deve-se aos genes de resisténcia presentes nos
cromossomos ou plasmideos bacterianos. Estes genes permitem que as bactérias expressem enzimas
capazes de destruir moléculas antimicrobianas, modificando os sitios alvo das drogas ou criando uma
rota metabolica alternativa*!>. Os genes mais importantes associados a resisténcia a Staphylococcus
spp. estao relacionados com a produgao de B-lactamase, que, em alguns casos, pode ser mediada pelo
gene blaZ, conferindo resisténcia aos agentes antimicrobianos da classe B-lactamicos e levando a
formacao de biofilme, um dos principais fatores responsaveis de infeccdo bacteriana persistente ou
cronica!® 17 18),

Devido as preocupacdes atuais em relacdo ao surgimento de bactérias resistentes a antibioticos
comerciais comumente empregados no tratamento de mastite subclinica em ruminantes, a busca
por novos compostos com ag¢do antibacteriana e seu potencial para reduzir ou prevenir a formagao
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de biofilme ¢ particularmente importante no contexto da producdo animal. De fato, o mercado
farmacéutico tem procurado novas fontes de metabolitos com atividade antimicrobiana, como as
plantas usadas na medicina popular, que atendem aos mesmos critérios de eficacia, seguranga e
controle de qualidade que os compostos sintéticos® 1-20:21),

Commiphora leptophloeos (Mart.) J. B. Gillett ¢ uma arvore espinhosa comumente conhecida como
Imburana de Cambao e Imburana de espinhos, pertencentes a familia Burseraceae, que compreende
mais de 150 espécies®* 2. Adaptada a regides tropicais ¢ subtropicais, esta espécie ¢ conhecida
por suas propriedades medicinais, relacionadas a presenga de compostos bioativos no metabolismo
vegetal, tradicionalmente utilizados em comunidades locais no nordeste do Brasil como infusdo, cha
ou xarope para o tratamento de doencas infecciosas ¢ sintomas inflamatorios®* 2> 26, Apesar de seu
valor terapéutico na medicina popular, ainda existem poucos relatos cientificos sobre a atividade
farmacologica da Commiphora leptophloeos e seu potencial bioativo, justificando um interesse
emergente em estudar o potencial antimicrobiano desta espécie como uma possivel alternativa no
tratamento da mastite em ruminantes. Portanto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade
antimicrobiana in vitro de extratos etandlicos da casca e folhas de Commiphora leptophloeos (Mart.)
J. B. Gillett frente Staphylococcus spp. isolados de casos de mastite subclinica em ruminantes, bem
como realizar uma avaliacdo fitoquimica da composicao do extrato etanolico bruto (EEB) das cascas
e folhas de C. leptophloeos.

Material e métodos

Sessenta isolados de Staphylococcus spp. foram obtidos de casos de mastite subclinica em bovinos
(39), bufalos (14) e caprinos (07) em laticinios da regido Nordeste do Brasil, sendo armazenados
no Laboratorio de Microbiologia e Imunologia Animal do Departamento de Medicina Veterinaria
da Universidade Federal do Vale do Sao Francisco (UNIVASF), Brasil. Dezesseis isolados foram
classificados como Staphylococcus spp. coagulase negativa (SCN) e 44 como coagulase positiva
(SCP). Os isolados foram divididos quanto a presenca / auséncia do gene blaZ, bem como também a
uma forte / moderada formacao de biofilme (Tabela 1).

Tabela 1 - Origem e classificagdo dos isolados de Staphylococcus spp. utilizados no presente estudo

Espécies Amostra Isolados Quantidade BlaZ Biofilme

PO NE MO FO
Bovina Leite SCP 37 36 1 23 14

SCN 2 1 1 1 1
Bubalina Leite SCN 14 6 8 4 10

Caprina Leite SCP 7 2 5 7 *
Total 60 45 15 35 25

* Auséncia

SCP= Staphylococcus coagulase positivo, SCN = Staphyiococcus coagulase negativo
PO = positivo, NE = negativo, MO = moderado, FO = forte

O método de Kirby-Bauer foi empregado com base nas recomendagdes do CLSI®? para os testes de
sensibilidade in vitro em comparagao aos agentes comerciais. Ampicilina (10 pg), penicilina G (10 pg)
e oxacilina (10 pg) (Laborclin®) foram utilizadas para determinar o perfil de resisténcia dos isolados
aos principais B-lactamicos rotineiramente utilizados para o tratamento da mastite subclinica. A zona
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de inibi¢do foi medida e comparada com a tabulagdo do CLSI®? para a determinagdo da resisténcia
ou sensibilidade da amostra ao antimicrobiano. Os resultados foram expressos como resistentes ou
sensiveis aos antibidticos, seguindo a recomendacdo do fabricante do disco.

Os extratos etanolicos brutos foram obtidos da casca e folhas de plantas de C. leptophloeos coletadas
no municipio de Petrolina (PE), no Campus de Ciéncias Agrarias da UNIVASF, no ambito do Perimetro
de Irrigacao C1 (09° 19 “47.22” “S, 40 © 33°22.39 W, elevacdo: 392 m), localizada na regido semiarida
(bioma Caatinga — Figura 1). A casca e as folhas foram secas em estufa de secagem com circulagao
de ar a 40 °C por cinco dias. As amostras de casca (446 g) e folhas (215 g) foram entdo trituradas
separadamente ¢ submetidas a extragdo etanodlica, seguida de filtracdo e concentracdo em evaporador
rotativo a uma temperatura média de 50 °C para obtencao dos extratos etanolicos brutos da casca (105,56
g) e folhas (45,99 g). Quatro extragdes foram realizadas em intervalos de 72 horas para a extragao
maxima dos constituintes quimicos. Os extratos foram diluidos em etanol a 95% e utilizados nos ensaios
de atividade antimicrobiana in vitro.
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Figura 1 — Mapa do Brasil com destaque na area de coleta, Petrolina, PE.l

Para a analise dos dados pelo método HPLC-DAD, o extrato de folhas de C. leptophloeos foi extraido
em SPE C-18 (extragao em fase so6lida). O cartucho foi ativado com 10 ml de metanol e 10 ml de dgua
ultrapura. Aproximadamente 420mg de extrato foram solubilizados em 500uL de agua acidificada
(pH 2 com HCI) e 500uL de metanol. Apos a aplicagdo do extrato no cartucho, adicionou-se 10 mL de
agua ultrapura e a fragcdo com os compostos organicos foi eluido com 10 mL de metanol. O solvente
foi evaporado, obtendo-se 84,8 mg. Esta fragdo metanodlica foi analisada (CLAE-DAD e LC-MS)
utilizando um HPLC Shimadzu Prominence (LC-20AT®)(1) com um detector de arranjo de diodos
(SPDM20®)@. A separagdo cromatografica foi realizada em uma coluna Luna C-18 (Phenomenex)
medindo 250 mm x 4,6 mm x 5 um, sendo a fase mével uma mistura de H20: acido acético (99: 1,
solvente A) e metanol (solvente B). O extrato de folhas (SPE) foi analisado usando LC-MS. LC-ESI-
MS / MS foi obtido no modo negativo. O extrato etandlico de casca (200 mg) foi dissolvido em agua
acidificada (pH 2 com HCI) e submetido a extragao em fase solida (SPE C-18), sendo previamente
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ativado e eluido com 10, 30, 50, 70 e 100% de acetona e dgua. O extrato etanolico bruto, bem como
as fracdes de 10% (23,9 mg), 30% (55,1 mg) e 50% (16,0 mg) foram submetidos analise de massas
de alta resolug¢do realizada utilizando um espectrometro de massa MALDI-TOF (Autoflex III, Bruker
Daltonics, Billerica, MA, USA®)®. Os compostos foram identificados por dados MS através de
fragmentacdo e medi¢des de massa precisas utilizando um calibrante interno (mistura de peptideos
pradao).

A microdilui¢do foi realizada em microplacas utilizando o método descrito no padrao M07-A9 do
manual do Clinical and Laboratory Standards Institute®®. Um total de 0,25 g do extrato de casca
e folhas foi diluido separadamente em 10 mL de etanol (95%), obtendo-se extratos em estoque na
concentragdo de 25.000 pg/mL. Seguindo a metodologia, os indculos foram preparados a partir de
uma suspensao bacteriana com turbidez equivalente a 0,5 nos padrdes de Mc Farland e levados a
uma estufa de circulacdo de ar a 37 °C/24h sob condicOes acrobicas. Para a determinacao da CBM,
aliquotas (10 pl) foram retiradas do material liquido, semeadas em agar Mueller-Hinton e incubadas
novamente (37 °C/24h). A CBM foi definida como a menor concentragdo do extrato da casca e das
folhas com potencial bactericida contra Staphylococcus spp. Os testes foram realizados em triplicata,
e um controle de etanol a 95% foi considerado.

A capacidade de o extrato interferir na formagao do biofilme foi determinada pelo método descrito por
Nostro et al.??. Os isolados bacterianos foram cultivados em 3mL de caldo de agar soja Trypticase
(TSA) contendo glicose (1%) e incubados a 37 °C por 24 horas. 100 pL da solugdo foram adicionados
aos pocos da microplaca que receberam anteriormente 100 pL. do meio de cultura (controle negativo).
A concentracdo do extrato foi metade do valor de CBM determinado no ensaio de microdilui¢ao
(0,5 CBM). Apos 24 horas de incubacdo a 37 °C, os pogos foram lavados trés vezes com 200 pL de
agua destilada, corados com 100 uL de violeta de genciana (0,25%) durante trés minutos e lavados
novamente com 200 pL de agua destilada. Posteriormente, 200 puL de 4lcool-acetona foram utilizados
para diluir os cristais violeta. A absorvancia foi medida num leitor de microplacas (kit Elisa Easy®)
a 620 nm. S. epidermidis ATCC 12228 foi usado como controle negativo, enquanto S. aureus ATCC
25923 foi usado como controle positivo

A capacidade dos extratos em interferirno biofilme consolidado foi determinada com base no método
descrito por Nostro et al.?”. O biofilme foi formado a partir da incubac¢do de 100 puL de indculo
bacteriano em pogos de microplacas a 37 °C por 24 horas. Os pocos foram lavados trés vezes com
agua destilada para a remocao de células ndo aderidas e entdo 200 pL do extrato (0,5 CBM) foram
adicionados. A DO foi determinada imediatamente apos esse procedimento, assim como 24 horas
apo6s a adicao do extrato. A absorvancia foi medida num leitor de microplacas (modelo Expert Plus,
Biochrom®)® a 620 nm. O efeito do extrato sobre o biofilme consolidado foi definido pela seguinte
equagao: DO média dos pogos tratados / DO média dos pogos de controle x 100.

O teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov revelou auséncia de normalidade dos dados referentes
a CBM dos dois tipos de extrato. A transformacdo logaritmica de base 10 (log ) foi realizada,
mas também foi insuficiente para remover a heterogeneidade das variancias. Portanto, o teste nado-
paramétrico de Wilcoxon foi usado para comparagdes pareadas de valores médios de CBM dos dois
extratos. O teste de Mann-Whitney foi utilizado para as comparagdes da CBM entre os isolados
(coagulase-positivo x coagulase negativa; blaZ presente x blaZ ausente). Para anélise dos dados, foi
utilizado o programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versao 20.0 para Windows

Resultados

De todos os isolados empregados neste estudo, 34 apresentaram resisténcia a penicilina, 30 a
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ampicilina e 15 a oxacilina, e varios isolados foram resistentes a mais de um antimicrobiano (Tabela
2). Os resultados do teste de sensibilidade foram comparados com base na classificagdo genotipica
para a presenca do gene blaZ. Entre os 46 isolados com o gene blaZ, apenas dez foram sensiveis a
todos os antimicrobianos B-lactamicos testados (Tabela 2).

Tabela 2 - Perfil de resisténcia dos 1solados de Stapiyviococcusspp. de acordo com a presenga /
auséncia do gene blaZ

Resistencia Fenotipica SCP blaZ + SCP blaZ - SCN blaZ + SCN bldZ -

PEN G 2 -* 1 -
AMP 2 1 - -
OXA 3 - 1 2

PEN G, AMP 20 2 - 1
PEN G, OXA 1 - 3 -
PEN, AMP, OXA 4 - 1 -
Total 32 3 6 3

* (-) senstbilidadeaos testes antimicrobianos
SCP = Staphylococcus spp. coagulasepositiva, SCN = Staphylococcus spp. coagulase negativa,
PEN G= penicilina G, AMP= ampicilina, OXA= oxacilina

A andlise dos dados de HPLC-DAD e HPLC-ESI-MS (Tabela 3) permitiu a identificagdo dos quatro
principais componentes das folhas de C. leptophloeos, que foram as C-glicosil flavonas, isoorentina,
orientina, isovitexina e vitexina. O espectro ESI-MS no modo negativo, referindo-se aos Picos 1 e
2 (Figura 2 e Tabela 3), exibiu o mesmo valor no espectro de massa a m/z 447, sugerindo que estes
compostos sao 0s isdmeros isoorientina e orientina. O mesmo foi encontrado para os picos 3 e 4
a m/z 431, sugerindo que estes sdo os isdmeros vitexina e isovitexina. Outros picos de fenolicos
apareceram nos espectros, mas a identificacdo nao foi possivel. Os flavonoides foram previamente
isolados e identificados nas partes aéreas de C. leptophloeos®”. No entanto, esta ¢ a primeira vez que
os flavonoides C-glicosil foram relatados no género Commiphora.

Tabela 3 - Identificacdo das flavonas C-glicosil nas folhas de Commiphora leptophloeos

Numero TR (Min) [M-H] UV max Identificacdo
(m/z) (nm)
1 18,29 447 267, 348 Isoorientina
2 19,72 447 269, 348 Orientina
3 22,81 431 269, 337 Vitexina
4 25,80 431 256, 352 Isovitexina
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Os espectros MALDI-TOF e MALDI-MS / MS permitiram a identificacdo de unidades de flavan-3-
ol e ligagdes de galoil nos oligdmeros. Taninos condensados (proantocianidinas) foram identificados
na fracdo obtida com 10% de acetona, com a ocorréncia de unidades de prorobinetinidina (Série A)
(Figura 3), devido a perda consecutiva de 288u. Os picos foram observados de duas unidades (m / z
601, [M + Na] +) até sete unidades (m / z 2041 [M + Na] +) de prorobinetinidina. Proantocianidinas
da série C também foram encontradas nesta fragdo (Figura 3), com duas unidades de prorobinetinidina
e uma unidade de prodelfinidina (m / z 905 [M + Na] +).

Rt O

1 Isoorientina R1=R3=R5=R6=0H, R4=H, R2=CGlicose
2 Orientina R1=R3=R5=R6=0H, R4=Glicose, R2=H

3 Vitexina R1=R3=R6=0H, R2=R5=H, R4=Glicose

4 Isovitexina R1=R3=R6=0H, R4=R5=H, R2=Glicose

T T
a0 1] no F ) az n “o s xo -

Figura 2 - HPLC-DAD do extrato etandlico de folhas de C. leptophloeos.
*isoorientina (1), orientina (2), vitexina (3) e isovitexina (4)
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I OH

R1

R1=R2=H Profisetinidina
R1=H, R2=0H Prorobinetinibrina
R1=R2=0H Prodelfinidina

Series A Series B Series C

Figura 3 - Representacao das estruturas de taninos condensados identificados em C. leptophioeos

Para esta série, os picos foram encontradosemm/z 1193 [M + Na] +, correspondendo a trés unidades de
prorobinetinidina e uma de prodelfinidina; m/z 1481 [M + Na] +, quatro unidades de prorobinetinidina
e uma de prodelfinidina; m/z 1769 [M + Na] +, cinco unidades de prorobinetinidina e uma de
prodelfinidina; e m/z 2057 [M + Na] +, seis unidades de prorobinetinidina e uma de prodelfinidina. A
fracdo obtida com 50% de acetona exibiu apenas um pico a m/z 871 [M + Na] +, correspondendo a
uma unidade de profisetinidina e duas unidades de prorobinetinidina. A figura 3 mostra as estruturas
poliméricas, que foram confirmadas pelos espectros MS / MS. A fragdo obtida com 50% de acetona
apresentou perfil com taninos hidrolisaveis, diferindo das demais fracdes analisadas. Os espectros
MS / MS demonstraram picos com perdas de 1521, o que corresponde ao acido galico e confirma a
presenca de galotaninos na fragdo. Os dados atuais sobre taninos condensados estdo de acordo com
os achados relatados anteriormente para a casca de C. leptophloeos®V. No entanto, a presenga de
galotaninos na casca de C. leptophloeos ¢ relatada pela primeira vez na presente investigagao.

A diferenca na CBM entre os dois extratos foi estatisticamente significante (p <0,001), com valores
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mais baixos sendo encontrados para o extrato de casca (Tabela 4). Ambos os extratos demonstraram
acdo antimicrobiana contra todos os isolados de Staphylococcus spp. A melhor atividade do extrato
das folhas ocorreu na concentragao de 3.125 ug/mL (36/60), e a melhor atividade do extrato de casca
foi obtida na concentragdo de 781.2 pg/mL (24/60).

Nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi encontrada nos valores médios da CBM para
os isolados SCP e SCN (1207,00 e 1539,00 pg/mL, respectivamente) usando o extrato da casca. No
entanto, uma diferenca significativa foi encontrada para o extrato das folhas (p <0,05), com médias
de 2823,00 e 3814,00ng/mL para SCP e SCN, respectivamente. Uma diferenga estatisticamente
significativa foi encontrada para o extrato da casca em relagao aos isolados com e sem o gene blaZ
(p <0,05), pois os valores médios de CBM foram 1146,00 e 1674,00ug/mL, respectivamente.

O extrato das folhas foi capaz de diminuir a formagdo de biofilme entre 43 isolados, 20 dos quais
foram classificados como produtores fortes de biofilme e 20 classificados como produtores moderados.
O extrato da casca foi capaz de interferir na formagdao do biofilme em 47 isolados, 22 dos quais
classificados como produtores fortes e 25 classificados como produtores moderados (Tabela 1).
Nenhum extrato exerceu efeito sobre o biofilme consolidado.

Tabela 4. Concentragdo bactericida minima dos extratos da Commiphora leptophloeos frente a
1solados de Staphylococcus spp. de casos de mastite em ruminantes

Extrato das Folhas Extrato da Casca
N 60 60
Mediana 3125,00* 781,20°
Média 3214,64 1261,49
Desvio Padrido 1441.25 941,82
Concentragdo Minima 781,20 390,60
Concentragao Maxima 6250,00 6250,00
Discussao

Dez dos 46 isolados positivos para a presenga do gene blaZ foram sensiveis a todos os agentes
antimicrobianos testados. Esse achado pode ser justificado pela auséncia do complexo completo blaZ-
blaR1-blal de genes reguladores®. A B-lactamase codificada pelo gene blaZ é regulada na presenca de
um antibidtico, através dos genes adjacentes blal, um repressor da transcri¢do blaZ e o antirrepressor
blaR1.0utro ponto importante na resisténcia do Staphylococcus spp., a outros antimicrobianos pode
estar relacionado ao seu uso indiscriminado, com a frequéncia e o emprego a longo prazo desses
farmacos no tratamento de infec¢des intramamarias promovendo a selecao de cepas resistentes devido
a produgdo de B-lactamase codificada pelo gene blazZ®* 3%,

No presente estudo, os extratos das folhas e da casca foram capazes, respectivamente, de reduzir a
formacao de biofilme em 43 e 47 isolados classificados de moderados a fortes produtores de biofilme.
Como o extrato bruto etandlico das folhas exibia quatro flavondides principais, pode-se especular
que essa atividade poderia ser atribuida a esses compostos, como Awololaet al.®> demonstraram
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a atividade de formagdo de antibiofilme de isovitexina (um flavondide primario encontrado na
casca de C. leptophloeos no presente estudo) para S. aureus ATCC 29213. Trentin et al.®® relatam
a interferéncia do extrato aquoso da casca de C. leptophloeos na formagdo de biofilme de isolados
de Staphylococcus epidermidis. Em outro estudo, Trentin et al.®" também verificaram a atividade
de formacao de antibiofilme do extrato aquoso da casca de C. leptophloeos aplicado a isolados de
Pseudomonas aeruginosa, e os autores também relataram a presenca de taninos condensados no
extrato, o que esta de acordo com os presentes achados. Além disso, a presenca de galotaninos na casca
de C. leptophloeos ¢ relatada pela primeira vez na presente investigacao. As plantas tém sido cada vez
mais pesquisadas com o objetivo de inibir a formacao do biofilme, por se mostrarem potencialmente
eficazes no que se refere a sua atividade antimicrobiana sobre varias espécies de microrganismos®”.

Os extratos etandlicos brutos da casca e folhas de C. leptophloeos demonstraram atividade contra
todos os isolados de Staphylococcus testados, com diferenga significativa em termos do CBM, que
foi menor para o extrato de casca (781,2 pg/mL). Este achado deve-se ao fato de que a casca de C.
leptophloeos contém taninos condensados (proantocianidinas) que sao hidrolisaveis. Entre os isolados
blaZ positivos, pode-se observar uma acentuada atividade antimicrobiana, quando utilizou-se o
extrato das cascas. Assim, os resultados demonstram que extratos de C. leptophloeos sdo potenciais
agentes antimicrobianos. No entanto, mais estudos sdo necessarios para confirmar a eficacia destes
extratos contra isolados blaZ positivos. No estudo realizado por Trentin et al.®%, o extrato aquoso da
casca de C. leptophloeos apresentou atividade antimicrobiana contra S. epidermidis na concentracao
de 1,0 mg/mL. As diferengas na CBM podem ser atribuidas a composi¢do quimica das substancias
antimicrobianas em diferentes extratos vegetais, mesmo quando da mesma espécie. Uma analise de
compostos fenolicos realizada por Araujo et al.®® revelou alto teor de flavondides e taninos na casca
de C. leptophloeos. Os compostos fendlicos presentes nas plantas estdo relacionados a protecao e
oferecem alta resisténcia a microrganismos e pragas®”.

Outras plantas nativas do bioma Caatinga também foram testadas e todas demonstraram resultados
antimicrobianos positivos. Sa et al.“? avaliaram a atividade antimicrobiana de seis espécies (Amburana
cearensis, Neoglazio viavariegata, Encholirium spectabile, Bromelia laciniosa, Hymenaea martiana
e Selaginella convolute) frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, em que a 4. cearensis
e N. variegate apresentaram os menores valores de CBM.

No presente estudo, os Staphylococcus spp. coagulase positivos e os isolados blaZ positivos foram
mais sensiveis ao extrato de casca de C. leptophloeos. Esse achado ¢ importante quando se considera
o papel do género Staphylococcus na etiologia da mastite subclinica em ruminantes®!*».0 surgimento
de cepas resistentes a terapia antimicrobiana convencional ressalta a importancia de buscar outras
alternativas, como os produtos naturais*?, como observado no presente estudo.

Uma das principais causas da persisténcia de Staphylococcus spp. nas infecgdes intramamarias ¢ a sua
capacidade de formar biofilme, o que torna essas bactérias resistentes aos agentes antimicrobianos
usados no tratamento da mastite***>. Descobriu-se que o biofilme ¢ mais resistente a antimicrobianos
quando comparado as células planctonicas“®. Portanto, ha uma necessidade urgente de novos agentes
antibiofilme“?. No entanto, a forte adesdo das bactérias as superficies dificulta a remogéo do biofilme
consolidado, o que pode explicar por que os extratos aqui testados nao tiveram efeito sobre o biofilme
consolidado. Uma vez que quando ocorre a consolidagdo do biofilme torna-se muito dificil tratar
clinicamente os animais, pois as bactérias estao protegidas contra a resposta imune do hospedeiro, bem
como dos agentes antimicrobianos“®*), Segundo Gongalez-Ortiz et al.®”, a inibi¢do da formagao de
biofilme depende de fendmenos ligados a inibi¢do enzimatica de proteases € mecanismos de quorum
sensing. A estabilidade do biofilme ¢ devida a deposi¢@o de proteinas e carboidratos, o que dificulta a
acdo de compostos sanificantes e antimicrobianos®.
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Conclusao

Com base nos resultados encontrados, os extratos etanodlicos da casca e folhas de C. leptophloeos
apresentaram a¢ao antimicrobiana contra cepas de Staphylococcus spp., bem como capacidade de
inibir a formagao de biofilme. Portanto, ¢ necessario realizar estudos adicionais de toxicidade sobre
a agdo antimicrobiana desta espécie, tanto in vitro quanto in vivo, a fim de avangar na investigagao
fitoquimica das fragdes do extrato utilizando diferentes solventes, além de técnicas mais avancadas,
como biomarcadores, destacando a extracdo de aminoacidos e proteinas, caracterizando melhor
o potencial dessa planta contra agentes causadores de mastite em ruminantes, com o objetivo de
desenvolver produtos que possam ser utilizados para o tratamento de animais afetados.
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