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RESUMO

As infec¢des Relacionadas a Assisténcia a Satde (IRAS) sdo um grande problema de saude publica
no Brasil e no mundo. Dentre os principais microrganismos envolvidos nas IRAS, as bactérias
Gram-positivas destacam-se como o segundo grande grupo onde os géneros Staphylococcus e
Enterococcus sdo o0s representantes mais relacionados. O género Enterococcus tém sido descrito
como a principal causa de infeccbes nosocomiais, principalmente por sua alta resisténcia
multirresisténcia intrinsica aos antibidticos, sendo as espécies Enterococcus faecium e
Enterococcus faecalis as mais prevalentes em infec¢oes de feridas cirargicas, do trato urinario e
associadas as Infec¢bes Primarias de Corrente Sanguinea (IPCS). Com isso, a busca por plantas
com potenciais bioativos tem crescido cada vez mais, como no caso da familia Anacardiaceae que
tem se destacado por possuir espécies com diversas atividades biologicas. Extratos de Anacardium
microcarpum, uma das espécies representantes da familia, tém sido descritas por possuir
bioatividade como antioxidante, bactericida e fungicida. Assim, este trabalho teve como objetivo
avaliar a concentragdo total de fenodis, o potencial antimicrobiano e antibiofilme do extrato
hidroalcoolico das folhas de A. microcarpum contra isolados clinicos de E. faecalis e E. faecium
vancomicina resistentes. A concentracao de fenois foi avaliada pelo método do Folin-Ciocalteu e
expresso em miligrama equivalente de acido galico por grama de extrato (mg EAG/g extrato). Para
avaliacéo antimicrobiana foram utilizados os métodos de Concentragcdo Minima Inibitdria (CMI)
e Concentracdo Minima Bactericida (CMB), para a avaliacdo da atividade antibiofilme o extrato
foi introduzido junto aos microrganismos para verificar a antiformacdo do biofilme. O extrato
possui 405,47 mg EAG/g extrato e ndo teve atividade inibitdria contra a maioria dos isolados
clinicos testados. No entanto, o extrato teve a capacidade de inibir 100% do biofilme de seis
microrganismos, trés E. faecalis e trés E. faecium, o que demonstra que 0os compostos podem nédo
ser capazes de inibir o crescimento microbiano, mas podem ser capazes de inibir algum
componente que seja importante para formar a matriz do biofilme. Assim, é valido ressaltar que
todos os tipos de variagdes extrativas, bem como outras partes da planta devem ser examinados
em estudos antimicrobianos uma vez que fatores como sazonalidade e métodos de extracdo, podem

implicar na atividade bioldgica.

Palavras-chave: IRAS; Antimicrobiano; Antibiofilme; Anacardiaceae.



ABSTRACT

Healthcare-associated infections (HAIs) are a major public health problem in Brazil and
worldwide. Among the main microorganisms involved in HAIs, Gram-positive bacteria stand out
as the second major group where the Staphylococcus and Enterococcus genera are the most closely
related representatives. The genus Enterococcus has been described as the main cause of
nosocomial infections, mainly due to its high intrinsic multidrug resistance to antibiotics, with the
species Enterococcus faecium and Enterococcus faecalis being the most prevalent in infections of
surgical wounds, urinary tract and associated with Primary Infections of Blood Current (IPCS).
As a result, the search for plants with bioactive potential has grown more and more, as in the case
of the Anacardiaceae family, which has stood out for having species with diverse biological
activities. Extracts of Anacardium microcarpum, one of the representative species of the family,
have been described for having bioactivity as an antioxidant, bactericide and fungicide. Thus, this
work aimed to evaluate the total concentration of phenols, the antimicrobial and antibiofilm
potential of the hydroalcoholic extract of the leaves of A. microcarpum against clinical isolates of
E. faecalis and E. faecium vancomycin resistant. The concentration of phenols was evaluated by
the Folin-Ciocalteu method and expressed in milligram equivalent of gallic acid per gram of
extract (mg EAG/g extract). For antimicrobial evaluation, the methods of Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (CMB) were used. The extract has
405.47 mg EAG/g extract and had no inhibitory activity against most clinical isolates tested.
However, the extract was able to inhibit 100% of the biofilm of six microorganisms, three E.
faecalis and three E. faecium, which demonstrates that the compounds may not be able to inhibit
microbial growth, but may be able to inhibit some component that is important to form the biofilm
matrix. Thus, it is worth emphasizing that all types of extractive variations, as well as other parts
of the plant, should be examined in antimicrobial studies, since factors such as seasonality and

extraction methods may imply biological activity.

Keywords: IRAS ; Antimicrobial; Antibiofilm ; Anacardiaceae.
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1. INTRODUCAO

As infecgBes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) sdo um grande problema de salde
publica no Brasil e no mundo e estdo associadas a qualquer infeccdo que acomete o paciente
durante ou apds o tratamento a qual foi submetido, seja ele por internacdo hospitalar ou
estabelecimentos de saude (WHO, 2020). Embora muitas vezes ocultas da atencdo do publico,
alguns estudos tém demonstrado sua crescente taxa de prevaléncia em diversos paises da Europa,
7,1%, Estados Unidos da América (EUA), 4%, e China, 3,6% (ZARB et al., 2012; LI et al., 2014;
MAGIL et al., 2014).

No Brasil, segundo Fortaleza e seus colaboradores (2017), através de um estudo
multicéntrico, multisetorial e multietério, abrangendo 152 hospitais das cinco macrorregiées do
Brasil, incluindo 6520 pacientes de multiplo setores e idades (adulto, pediatrica e neonatal) no
periodo de 18 meses (2011-2013), a taxa de prevaléncia foi de 10,8%, sendo superior aos relatados
no seu estudo, como China, Estados Unidos da América (EUA) e Europa. No ambiente hospitalar,
0 aumento das bactérias multirresistentes a antibioticos tem se tornado algo cada vez mais
preocupante visto que essas oferecem um enorme risco & salde dos pacientes. Uma bactéria
adquire resisténcia quando exposta a uma droga antimicrobiana e naturalmente o microrganismo
se adapta geneticamente ao seu ambiente. Diversos fatores podem estar associados a resisténcia,
como utilizacdo de antibioticos de amplo espectro, internacdao prolongada e méa higienizacéo das
maos (GARCIA, SILVA; OLIVEIRA, 2019).

Dentre os principais microrganismos multirresistentes envolvidos nas IRAS, as bactérias
Gram-negativas tém trés principais géneros envolvidos: Acinetobacter, Pseudomonas e
Escherichia. Quando se trata das Gram-positivas destacam-se 0s géneros Staphylococcus e
Enterococcus (ANVISA, 2018). Dessa forma, o grupo Enterococcus representa o segundo género
que causa infeccOes hospitalares, principalmente em pacientes em Unidades de Tratamento
Intensivo (UTIs) no Brasil, podendo chegar a segunda maior causa de tais infec¢cbes em todo o
mundo (RAZA et al., 2018).

Os enterococos sdo bactérias Gram-positivas presentes em diversos ambientes como solo,
agua do mar, alimentos, microbiota intestinal de vertebrados e invertebrados, e podem ser agentes

causadores de doencas. Sdo ovoides, ndo formadoras de esporos e podem existir individualmente,
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em pares, cadeias ou grupos. E anaerdbia facultativa, tendo como produto final da fermentagio o
acido latico (SVEC et al. 2014; GARCIA-SOLACHE; RICE, 2019).

A importancia clinica dos enterococos esta relacionada a sua resisténcia a diversos
antimicrobianos uma vez que limita a escolha terapéutica. Dentre as espécies clinicamente
relevantes, E. faecium e E. faecalis s&o as duas espécies Gram-positivas comumente isoladas em
ambientes hospitalares desde a década de 80. A resisténcia intrinseca dos enterococos tem
aumentado a sobrevida dessas espécies em compara¢do com 0s membros existentes do mesmo
género (GAO et al. 2018; LIMA, AMEIDA; OLIVEIRA, 2020).

Para aumentar o arsenal terapéutico, extratos de plantas tém sido cada vez mais estudados
a fim de mitigar tais infeccBes. O uso de moléculas bioativas tem mostrado resultados positivos
quanto a diminuicdo da CMI através da propria aplicacdo do extrato ou do composto fendlico e do
sinergismo com os antibioticos ja utilizados (JUTEEAU et al., 2002; MACHADO et al., 2003).

Dentre as plantas utilizadas na medicina natural e na pesquisa de novos compostos
bioativos, a familia Anacardiaceae tem apresentado espécies com potenciais ativos de interesse
clinico, como o género Anacardium, que envolve espécies popularmente conhecidas como Caju e
Cajui (SILVA-LUZ; PIRANI, 2015). Uma das espécies representantes, a A. microcarpum, tem
mostrado propriedades bioldgicas ativas como antioxidante, citotoxica, neuroprotetor e efeitos
modulatérios de antibioticos (BARBOSA-FILHO et al., 2014 e 2015; MARTINS et al., 2018).

Tendo em vista que a resisténcia antimicrobiana € um problema de saude publica mundial
gue tem colocado os avancos da medicina moderna e procedimentos como transplantes de 6rgaos,
quimioterapia e cirurgias em perigo por causa da falta de tratamento eficaz para as infecgdes
resistentes aos antibidticos, a pesquisa e desenvolvimento de compostos bioativos que tenham um
potencial antimicrobiano sozinhos ou em conjunto com antimicrobianos ja utilizados na clinica

tem aumentado cada vez mais a fim de mitigar tais infeccdes.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1.  Metabolismo secundario

Dentre as diversas caracteristicas dos seres vivos, apresentar atividade metabdlica € uma
delas. Ela é mais do que um conjunto de reacdes quimicas que ocorrem no interior das células e,
no caso das células vegetais, esse metabolismo pode ser usado também para protecdo. Podemos

dividir o metabolismo das plantas em primario e secundario, onde o priméario € destinado
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majoritariamente para os processos fisioldgicos essenciais como por exemplo respiragdo e
absorcdo de nutrientes, e o secundario para funcdes especificas como ser repelente ou atrativo,
através da producao de pigmentos ou compostos fenélicos (GARCIA; CARRIL, 2009).

O metabolismo secundario apresenta altissima complexidade e ndo apresentam funcgdes bem
definidas para os organismos produtores, uma vez que ndo cumprem um determinado papel no
metabolismo, no crescimento e na divisdo celular. Esses metabolitos de baixo peso molecular
podem apresentar potencial relevancia terapéutica. Adicionalmente, esses compostos podem ser
contrapostos aos produtos do metabolismo primario: aminoacidos, acUcares, nucleotideos,
vitaminas e acidos graxos.

Enquanto as rotas biossintéticas dos metabolitos priméarios se assemelham as rotas dos
diversos organismos, as rotas biossintéticas dos metabolitos secundarios sdo restritos, na maioria

das vezes, a espécies especificas. De maneira geral, apresentam rotas biossintéticas de
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aminoacidos, do &cido chiquimato, dos policetideos, do &cido mevaldnico e do metileritritol

fosfato, conforme demonstra a figura 1 (KREIS et al. 2017).

Figura 1. Relagdes biossintéticas entre o metabolismo basal e secundario/especial. As rotas biossintéticas para a
sintese de metabdlitos especiais ocorrem pelas seguintes vias: 1 via dos aminoacidos; 2 - via do chiquimato; 3 - via
dos policetideos; 4 - via do mevalénico; e 5 - via do metileritritol fosfato (MEP).

gi::;moms proteinas acidos nucleicos carboidratos lipideos
tabaoli :
me.ab? I.i;m nucleotideos |———w [ metabalismo
aminoécidos acticares )
metabolismo
acidos graxos
Metabolisme
basal
l 1-desoxixilulose
— acetil-CoA —
l 5
chiguimato mevalonato
4 l
Ciclo
de Krebs difosfato
de isopentenila
3
fenilpropanoides
2
Compostos l o l = i
b st ligninas  flavenoides acidos policetideos 1erpenc.\:de5
belisnin orgénicos esteroides
especial 1
alcaloides derivados derivados
de aminoacidos de aglicares

FONTE: KREIS et al. 2017.

Alguns metabolitos possuem funcbes especificas, como atrair e repelir predadores,

pigmentos que atraem insetos polinizadores, repelentes e inseticidas naturais. Uma classificagdo

simples de metabdlitos secundarios, incluindo os principais grupos, sao: terpenos (6leos vegetais

essenciais, glicosideos cardiacos, carotenoides e esterois), compostos fendlicos (por exemplo,

acidos fendlicos, cumarinas, lignanas, estilbenos, flavondides, taninos e lignina) e compostos de

nitrogénio como como alcaldides e glucosinolatos. (AGOSTINI-COSTA et al, 2012).
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2.2.  Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos, nas plantas, sdo necessarios para o crescimento, reproducao,
combate a patdgenos, e alguns sdo caracteristicos da pigmentacdo vegetal e estdo amplamente
distribuidos na natureza. S&o definidos quimicamente como substancias que possuem um anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxila, incluindo seus grupos funcionais (Figura 2).
(LEE et al, 2005).

As suas estruturas quimicas podem variar desde fendis simples (C6) (Figura 2) como, por
exemplo, os derivados de acido hidroxibenzoico, até mesmo como polimeros de cadeia longa,
como exemplo, as ligninas (C6-C3)n e taninos condensados (C6-C3-C6)n. Compostos como 0s
estilbenos (C6-C2-C6) e os flavonodides (C6-C3-C6) sdo de peso molecular intermédio e

apresentam muitas atividades farmacoldgicas e biologicas (AGOSTINI-COSTA et al, 2012).

Figura 2. Estrutura 2D do fenol simples.

H
O

FONTE: PUBCHEM (2004).

Os compostos fendlicos possuem uma variada diversidade quimica, e podem se apresentar,
por exemplo, como tatinos, ligninas e flavondides (BORGES; AMORIM, 2020). Esses compostos
tém sido descritos na literatura por suas atividades terapéuticas como antimicrobiano,

antiinflamatério, antifungico e cardioprotetor (NEVES et al., 2021).

2.3. Familia Anarcardiaceae

A familia Anacardiaceae, no Brasil, é representada por 15 géneros e 64 espécies caracterizadas
por arvores, arbustos, inermes ou raramente armados, aromaticos, com presenca de flores e frutos.
Representam uma grande importancia econdmica por fornecerem frutos comestiveis, madeiras
Uteis ou espécies ornamentais. A exemplo, a castanha de caju, obtida do cajueiro (Anacardium

occidentale L.), é bastante conhecida no Brasil, sendo produtos de exportacdo tanto a améndoa
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quanto o liquido extraido da casca da castanha do caju (CNSL ou LCC) assim como o pedicelo
frutifero (hipocarpo), que é comercializado in natura (CORREIA, DAVID, DAVID, 2006;
COSTA etal., 2021; FLORA DO BRASIL, 2023).

Além da importancia econdmica devido aos frutos, sementes e madeiras Uteis, a familia
Anacardiaceae também se destaca por possuir espécies com diversas atividades bioldgicas. Por
exemplo, extrato da casca de Mangifera Indica L., é descrito na literatura por possuir atividade
antiviral, antibacteriana, analgésica, anti-inflamatoria, imunomoduladora (MAKARE,
BODHANKAR; RANGARI, 2001). Qutros trabalhos descrevem a atividade biolégica de A.
occidentale, como antiflngicas, antibacteriana, antiviral, antiinflamatéria (MOTA; THOMAS;
BARBOSA FILHO, 1985; AKINPELU, 2001; GONCALVES et al. 2005; SCHMOURLO et al.
2005).

2.4.  Anacardium microcarpum

Conhecida como Cajui, Anacardium microcarpum é uma arvore encontrada no Nordeste,
principalmente em areas de cerrado. Designada como uma variedade de A. occidentale, diferindo
apenas em tamanho do fruto, possui potencial de uso econémico através do consumo da améndoa
e do peddnculo in natura ou mesmo sob a forma de sucos, doces e geleias (RUFINO, 2007).
Segundo Vieira e colaboradores (2014), A. microcarpum difere taxonomicamente de A.
occidentale, ainda que haja distin¢do quantitativa e ndo qualitativa, assim, esse quadro taxonémico
ainda permanece nao resolvido.

Ainda que haja dificuldades de diferenciar tais espécies, poucos trabalhos na literatura
avaliando propriedades bioativas dos extratos de A. microcarpum tém sido descritos, como
antioxidante, bactericida, fungicida e neuroproteror (BARBOSA-FILHO, 2014; BARBOSA-
FILHO, 2015; BAPTISTA, 2018; SHARMA, 2022), sendo uma espécie em potencial para o0 uso
na industria de alimentos e farmacéutica.

Portanto, mesmo que escassas quando comparados com os relatos de outras espécies da familia
Anacardiaceae, pesquisas sobre as acOes de extratos de A. microcarpum sdo importantes para o
tratamento de infecgdes, principalmente por reduzir custos e aumentar o arsenal terapéutico. Além
disso, 0 uso de fitoterapicos também pode despertar o interesse da indUstria, agregando novo valor

ao mercado farmacéutico e de alimentos.
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2.5. InfecgBes Relacionadas a Assisténcia em Saude (IRAS)

O termo InfeccBes Relacionadas a Assisténcia em Saude (IRAS) surgiu por volta da década
de 90 e engloba infec¢Bes adquiridas e relacionadas a assisténcia e prestacdo de servicos em
qualquer ambiente de saude, e ndo esta mais restrito ao ambiente hospitalar, como era designada
antes de “infeccdes hospitalares” (PADOVEZE; FORTALEZA, 2014). Elas tém causado aumento
da morbimortalidade, problemas econdmicos e sociais para a populacdo e os sistemas de saude de
todos os paises (ARAUJO; PEREIRA, 2017).

No Brasil, desde a década de 90 a preocupacgédo com as infecgdes hospitalares vem crescendo,
a partir de 1997 quando foi criado o Programa de Controle de Infec¢cbes Hospitalares (PCIH)
através da lei n® 9.431, que tratava de um conjunto de a¢des com o objetivo de reduzir a incidéncia
e a gravidade das infeccBes hospitalares. Desde entdo, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), bem como secretarias municipais e estaduais de varios estados tém publicado
relatdrios, boletins e outros documentos visando o monitoramento e aprimoramento do sistema de
vigilancia (ARAUJO; PEREIRA, 2017).

Ainda assim, ndo ha um recurso financeiro especifico para o Programa Nacional de
Prevencdo e Controle de IRAS, e a presenca do sistema dual de satde (publico e privado) implica
num grande nimero de interlocutores para o dialogo relativo as estratégias de prevencao
(PADOVEZE, 2014). Ainda que poucas, iniciativas relacionadas ao aprimoramento do sistema de
vigilancia, estimulos em pesquisas e controle dessas infec¢des tém sido desenvolvidas, todavia,
devem traduzir acbes concretas pois somente o arcabouco tedrico ndo é eficaz para o controle
dessas infeccbes (ARAUJO; PEREIRA, 2017).

2.6. Resisténcia bacteriana

Um problema no Brasil e no mundo, a resisténcia bacteriana tem chamado a atencdo dos
Orgédos governamentais nacionais e internacionais, como a ANVISA e a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), além dos demais 6rgdos relacionados como hospitais e associa¢fes controladoras
de infeccdo (BECKER, 2006). Além do problema de saude publica devido aos agravos que elas
trazem, ha também o problema socioecondmico para as instituicdes em decorréncia dos custos
hospitalares (RHABAE et al., 2000).

As bactérias podem desenvolver resisténcia por diversos mecanismos, seja através da

inativacdo do farmaco por enzimas, como as f-lactamases que clivam anéis B-lactdmicos de



17

penicilinas e cefalosporinas, desencadeando a perda da funcéo antimicrobiana, ou até mesmo pela
modificacdo do sitio alvo e bombas de efluxo (Figura 3). (WRIGHT, 2005).

Figura 3. Representagdo dos mecanismos de resisténcia em bactérias.
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OrganizacGes mundiais estdo sempre informando sobre incidéncia e prevaléncia de
infeccdes no ambiente hospitalar, como o Centers for Disease Control and Prevention (CDC),
National Institutes of Health (NIH), World Health Organization (WHQO), Rede Latino-americana
de Vigilancia da Resisténcia aos Antimicrobianos (ReLAVRA), e no Brasil, o principal € a
ANVISA.

Assim, de acordo com o boletim n° 21 sobre Seguranca do Paciente e Qualidade em Servicos
de Saude (2018), dentre os microrganismos gram-positivos, os perfis fenotipicos de resisténcia
mais identificados nas InfeccBes Primérias de Corrente Sanguinea (IPCS) nas UTIs adulto,
neonatal e pediatrica, associados a Cateter Venoso Central (CVC), E. faecium, Enterococcus spp.
e E. faecalis, resistentes a vancomicina, aparecem em 3°, 4° e 5° lugar, respectivamente, num total

de 8 perfis analisados.
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J& nos perfis fenotipicos de resisténcia entre os cocos Gram-positivos notificados como
agentes etiologicos de Infeccdo do Trato Urinario (ITU) associado a Cateter Vesical de Demora
CVD em pacientes de UTI adulto e pediatrica, Enterococcus spp., E. faecium e E. faecalis
representam o 1°, 2° e 3° lugar, respectivamente (Boletim de Seguranca do Paciente e Qualidade
em Servigos de Saude, n° 21. 2020).

Os Enterococcus possuem uma caracteristica que propicia o0 aumento da sua resisténcia: a
capacidade de formar biofilme. Segundo a IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry), o biofilme pode ser definido como “Agrupados de microrganismos nos quais as
células estdo incorporadas em uma matriz autoproduzida de substancias poliméricas extracelulares
(EPS) que sao aderentes entre si/ou a uma superficie” (VERT et al, 2012).

Infec¢bes associadas a biofilme causam substancial morbidade e sua prevaléncia continuara
aumentando a medida que a populacdo envelhece, as internagdes aumentam e as comorbidades
tornam-se mais prevalentes. Esses biofilmes, quando observados nessas infec¢des, além de serem
mais dificeis de tratar, também funcionam como um nicho para a disseminacdo de bactérias e
como reservatério para genes de resisténcia. Assim, maltiplas propriedades dos biofilmes, que
incluem tolerancia aos antibioticos e sinergismo de comunidade de espécies bacterianas mistas

tornam os biofilmes mais resistentes as terapias antibacterianas padrao (CH’NG et al., 2019).

2.7.  Enterococcus spp.

Os Enterococcus spp. sdo um grupo de bactérias Gram-positivas caracterizado
bioquimicamente por ter a capacidade de crescer em concentracdes de 6,5% de NaCl e em pH alto
e de hidrolisar bile-esculina e L-pirrolidonil-B-naftilamida (PYR). Era classificado como
Streptococcus do grupo D pelo sistema de triagem soroldgica de Lancefield mas através das
analises genéticas diferenciais, o grupo foi retirado do género Streptococcus e passou a ser um
género distinto (HOLLENBECK; RICE, 2012).

O grupo pertence ao filo Firmicutes da familia Enterococcaceae. Eles podem ser
encontrados nos humanos, animais e insetos, mas também podem estar presentes no esgoto, solo
e até em algumas frutas e plantas como azeitonas e plantas selvagens. Os enterococus podem ser
utilizados na fermentacdo de carnes e queijos, como probiotico e algumas espécies podem
participar na manutencdo da homeostase intestinal, modulando positivamente o sistema

imunologico. Todavia, também podem atuar como patdgenos, contaminar alimentos e,
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dependendo da sua viruléncia, representam uma ameaca no ambiente hospitalar (KRAWCZYK et
al. 2021).

No corpo humano, devido a sua adaptabilidade a areas ricas em nutrientes e pobres em
oxigénio, podem ser encontrados no trato gastrointestinal (TGI), vagina e cavidade oral, assim
como nas fezes. Recentemente, foram designados como a principal causa de infecgdes
nosocomiais, principalmente por sua alta resisténcia aos antibidticos e as espécies E. faecalis e E.
faecium sdo as mais prevalentes em infeccGes de feridas cirargicas, do trato urinario e associadas
IPCS (TORTORA, 2017).

Essas espécies, quando fora do seu habitat comensal tipico, podem causar ITU, sepse,
bacteremia e endocardite (TENDOLKAR et al. 2003; KAO et al. 2019; KRAWCZYK et al. 2020).
Estdo frequentemente associadas a complicacbes muito graves em infeccdes hospitalares,
chegando a representar, a E. faecalis (80-90%) e E. faecium (5-15%), dentro das espécies de
Enterococcus identificadas (GUZMAN, et al. 2016 apud KRAWCZYK, et al. 2021).

2.8.  Importancia clinica de Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium

De modo geral, 0s enterococos possuem multirresisténcia intrinseca a agentes
antimicrobianos como beta-lactamicos e aminoglicosideos, resisténcia adquirida por meio de
elementos moveis contra glicopeptideos, quinolonas, tetraciclinas, macrolideos e estreptomicina e
através da transferéncia horizontal de genes de resisténcia (RAZA, 2018). O termo resisténcia
intrinseca é geralmente utilizado para indicar resisténcia presente em todas ou na maioria das cepas
dessa espécie em seu DNA gendmico. A resisténcia adquirida resulta de uma mutacdo no DNA
existente ou da aquisi¢édo de um novo DNA (MURRAY, 1990).

Desde a década de 80, E. faecalis e E. faecium estdo entre 0os mais comuns patdgenos
nosocomiais Gram-positivos isolados em todo o mundo (GAO; HOWDEN; STINEAR, 2018).
Esses microrganismos garantem seu sucesso nas IRAS devido, em parte, a sua resisténcia
intrinseca a muitos antimicrobianos e a sua capacidade de adquirir novos tragos de resisténcia.
Assim, juntos, eles séo responsaveis por cerca de 75% de todas as infec¢des enterocdcicas tipadas
(GARCIA-SOLACHE; RICE, 2019).

Caracteristicas como a capacidade de escapar do sistema imunoldgico; a capacidade de se
ligar as células hospedeiras, a matriz extracelular (ME) e a materiais inertes, como uma variedade

de dispositivos médicos; e a capacidade de formar biofilmes que os tornam mais resistentes a morte
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por antibidticos e ao ataque fagocitico tém sido associadas ao seu elevado potencial patogénico
(MOHAMED, 2007).

E. faecalis e E. faecium possuem baixa suscetibilidade a varios agentes ativos contra
estreptococos e estafilococos, como demonstrado na tabela 1. A exemplo, entre os B-lactamicos,
eles sdo intrinsecamente resistentes a praticamente todas as cefalosporinas, penicilinas
antiestafilococicas e aztreonam, sendo tal resisténcia atribuida a expressdo de uma proteina de
ligacdo a penicilina (PBP) de baixa afinidade designada PBP4 em E. faecalis e PBP5 em E.
faecium (DUEZ, 2001; INFANTE, 2016).

Tabela 1. Resisténcia antimicrobiana em enterococcus spp.

L . Gene(s) de resisténcia ) o
Classe antimicrobiana Mecanismo de resisténcia

envolvido(s)

Aminoglicosideos S . L
aac-2 -aph-2 "- le, aph-3 - llla  Modificacdo do aminoglicosideo

(gentamicina, canamicina)

pbp4 (E. faecalis), pbp5 (E.

B-lactdmicos ) Afinidade reduzida para o antibiotico
faecium)

Cloranfenicol gato Acetilagdo de cloranfenicol
Clindamicina Isa (A) Efluxo putativo
Daptomicina liaFSR Alteracdo na carga e fluidez da membrana
Eritromicina ermB Metilagdo ribossdmica

) ) ModificagOes na regido determinante da
Fluoroquinolonas giroA, parC

Glicopeptideos

Oxazolidinonas
Rifampicina
Estreptomicina

Tetraciclinas

Tigeciclina

Sr.A,Sr.B,Sr.D,Sr. M

vanC, vanE, vanG, vanL, vanN

Genes de rRNA
confr

rpoB

on-6

cabega (L)

tet (M)

tet (L), tet (M)

resisténcia as quinolonas

Precursores de peptidoglicano modificados

terminando em d -lactato

Precursores de peptidoglicano modificados

terminando em d -serina

Mutacdes que reduzem a afinidade
Metilagdo de 23S rRNA

MutacBes pontuais que reduzem a afinidade
Modificacdo da estreptomicina

Efluxo

protecdo ribossdmica

Expressdo aumentada

Fonte: GARCIA-SOLACHE; RICE (2019). Adaptado pelo autor: MANDU, J. A. (2023).
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3. OBJETIVOS

3.1.  Objetivo geral
Avaliar o potencial antimicrobiano e antibiofilme das folhas de Anacardium microcarpum

contra isolados clinicos de Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium vancomicina resistente.

3.2.  Objetivos especificos

e  Obter e processar as folhas de A. microcarpum;

e  Produzir o extrato hidroalcoolico;

° Quantificar os compostos fendlicos presentes no extrato;

° Identificar a concentracdo minima inibitéria (CMI) e concentracdo minima bactericida
(CMB) do extrato contra os isolados de E. faecalis e E. faecium vancomicina resistente (VR);

e  Avaliacdo da atividade antibiofilme do extrato contra os isolados de E. faecalis e E. faecium
VR.
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4. METODOLOGIA

4.1. Material vegetal

Folhas de Anacardium microcarpum Ducke foram coletadas no Parque do Catimbau, em
Buique, Pernambuco e depositado no Herbério Dardano de Andrade Lima no Instituto
Agrondmico de Pernambuco (n° de tombo 93.090). O material foi seco em circulacéo de ar for¢ado

(40-45 °C) e processado em moinho de bancada.

4.2.  Extragdo do material

O extrato bruto hidroalcodlico foi preparado na proporcao de 1:10 (p/v) em banho de
ultrassom durante 30 minutos e apds esse periodo o material foi filtrado. A parte etandlica foi
evaporada em rotaevaporador e a parte aquosa foi liofilizada. Esse extrato foi armazenado em

temperatura ambiente, dentro de um dessecador, livre de umidade, para posteriores atividades.

4.3. Quantificacdo de compostos fenolicos

O conteddo fendlico total foi avaliado através do método de Folin-Ciocalteu com algumas
modificagdes (HUAN-BIN, 2008). Para cada 0,01 mL da amostra, do branco (etanol) ou das
concentragdes de &cido galico foram adicionados 0,1 mL da solugdo de Folin (1:10 v/ v). Apds 3
minutos no escuro, adicionou-se 0,08 mL de carbonato de sodio (7,5%), o qual foi incubado
durante 120 minutos no escuro a temperatura ambiente. As absorbancias foram medidas a 765 nm
contra um branco. Uma curva de calibracdo foi preparada plotando a absorbancia como uma
funcdo da concentracdo de acido galico. O teor total de fenol no extrato foi expresso em termos de
equivalente de acido galico (mg EAG / g de extrato).

4.4. Atividade antimicrobiana
44.1. Microrganismos

Foi utilizada uma cepa padréo de E. faecalis da Cole¢do do Departamento de antibi6ticos

(UFPEDA) e 8 isolados clinicos, sendo quatro E. faecalis e quatro E. faecium coletados em um
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hospital da cidade do Recife, PE, Brasil (Comité de ética n® 2581568). Os isolados foram crescidos

em agar infusdo de cérebro-coracdo (BHI) a 37 °C por 24 horas para as anélises posteriores.

4.4.2. Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) e Concentracéo
Minima Bactericida (CMB)

A avaliacdo antimicrobiana foi realizada em modelo experimental de microdilui¢cdo em série
(EUCAST, 2017). O extrato hidroalcodlico foi diluido com agua nas concentracdes 2000; 1000;
500; 125; 62,5; 31,25; 15,625 pg/mL. A suspensio bacteriana foi de 1,5 x 108 UFC/mL, ajustada
com solucao salina a 0,9% (DO600 nm). Foram adicionados 20 pL das concentra¢des do extrato
na placa de microtitulacdo junto a 20 pL do in6culo bacteriano, e 160 pL. do meio caldo infusdo
cérebro-coracdo. Para o controle de crescimento bacteriano o extrato foi substituido por adgua
destilada e para o controle de esterilidade do experimento o indculo e o extrato foram substituidos
por agua destilada. As placas foram incubadas a 37 °C durante 18h. Através de um
espectrofotbmetro, a determinacdo da absorbancia das microplacas de 96 pocos foi realizada a 625
nm, Oh e 18h. Apds este periodo de incubacao, 5 pL. de cada pogo foram inoculados em placas de
BHI e incubados novamente durante 18 h a 37 °C, para verificar o crescimento microbiano. A

vancomicina foi usada como controle positivo.

4.4.3. Atividade Antibiofilme

Para a avaliacdo da anti-formagdo de biofilme do extrato, 20 uL. da concentragdes sub-
inibitorias foram adicionados na placa de microtitulagdo junto a 20 uL. do indculo bacteriano,
ajustado como anteriormente, ¢ 160 pL do meio de crescimento caldo infusdo cérebro-coracéo
(TRENTIN et al. 2011). Para o controle de crescimento bacteriano o extrato foi substituido por
agua destilada e para o controle de esterilidade do experimento o inoculo e o extrato foram

substituidos por adgua destilada.

A placa foi incubada por 24 h a 37 °C, ap6s a incubacdo as células planctonicas foram
removidas através da lavagem da placa trés vezes com solucdo salina a 0,9%. Para fixacdo do
biofilme a placa foi incubada a 55 °C por 1 hora e posteriormente o biofilme corado com cristal
violeta a 0,4 % por 15 min, posteriormente lavado trés vezes com salina e eluido em etanol (100%)
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para poder ler a densidade otica a 570 nm. O percentual de atividade antibiofilme foi avaliado

comparando com o controle de crescimento do biofilme bacteriano.

444, Anélise estatistica

Todos os testes foram realizados em triplicata. Os resultados foram expressos como media
+ desvio padrdo (DP). Através do GraphPad Prism (versdo 5.0) foram produzidos os graficos em
Excel e os resultados analisados por analises de variancia (ANOVA) com pos teste de Tukey. As
diferencas foram consideradas estatisticamente significantes quando os valores de p foram

menores que 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentracao de fenois totais no extrato das folhas de A. microcarpum (AM-HEtOH) foi
de 405,47 + 20,64 mg EAG/g extrato. Embora seja uma metodologia simples, a quantificacdo de
fendis totais é de grande importancia uma vez que sua atividade esté relacionada a atividade
antioxidante, por meio da oxirredugio e diminuindo os radicais livres (DEGASPARI;
WASZCZYNSKY/J, 2004; NEVES et al., 2021).

Outros estudos avaliando o perfil fendlico dos extratos etandlicos das espécies Anacardium
occidentale L, Schinopsis brasiliensis Engl, Spondias mombin L. e Mangifera indica L., da familia
Anacardiaceae demonstraram que a quantidade de fendis totais variou entre, 227 4 493 mg EAG/g.
Outros autores ja relataram o potencial antioxidante de extratos de plantas do género Anacardium,
e esse potencial estava relacionado com o sucesso de outras atividades bioldgicas, como
neuroprotecao, citotdxico, antiulcerogénico, anti-inflamatdrio, hipoglicemiante e antimicrobiano
(LUIZ-FERREIRA et al., 2010; BARBOSA-FILHO et al., 2014; AJILEYE et al., 2015; VILAR
etal., 2016; ENCARNACAO et al., 2016; MARTINS et al., 2018; SAJJEVAN et al., 2018).

A atividade inibitoria do extrato bruto sobre as cepas clinicas de E. faecalis e E. faecium,
foram comparadas com o controle positivo Vancomicina. Os microrganismos utilizados sdo
resistentes a vancomicina, exceto pela cepa padrdo UFPEDA 09 que é sensivel. Os resultados da
CMI podem ser visualizados na tabela 2. Na tabela, também pode ser observado o percentual de

inibicdo dos extratos contra 0s microrganismos testados.
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Tabela 2. Atividade inibitéria do extrato hidroalcoolico de folhas de A. microcarpum e da Vancomicina contra
isolados clinicos de E. faecalis e E. faecium.

AM-HEtOH Vancomicina
Isolados Clinicos
Percentual de inibigéo CMI (ug/mL)
UFPEDA 09 28.3+3.2 7.8
00640 28.3+3.3 1000
E. faecalis 01014 259+29 500
06430 67.7+1.8 2000
17878 543+49 1000
15088 42.0+0.6 1000
16184 12.4+3.2 1000
E. faecium
14872 471+47 1000
12855 759+0.7 500

O extrato esta expresso em porcentagem de inibigdo dos microrganismos na concentragdo de 2000 pg/mL. CMI — Concentragdo

minima do antibidtico que inibe 90% do microrganismo.

O extrato ndo possui CMI <2000 pg/mL, e por isso estd representado na tabela o percentual
de inibigdo na maior concentragdo testada (2000 ug/mL). O extrato inibiu acima de 50%, dois
isolados de E. faecalis (06430, 17878) e um isolado de E. faecium (12855). Como pode ser visto,
para a atividade antimicrobiana, o extrato ndo foi tdo eficaz contra os isolados clinicos de
Enterococcus, por esse método.

Esses resultados corroboram com Santos e colaboradores (2018), que utilizaram extratos
irradiados (radiagdo gama) e ndo irradiados de folhas de A. occidentale contra isolados clinicos de
Staphylococcus aureus. Dos 17 isolados testados, 14 obtiveram a CMI maior que 2000 pg/mL.
Valores acima de 2000 pg/mL foram classificados como atividade bactericida muito baixa. Em
termos de CMB, valores entre 1000 pg/mL e 2000 ug/mL foram pontuados como moderados e
acima de 2000 pg/mL como baixa atividade bacteriostatica.

Segundo Tan e colaboradores (2014), extratos de folhas frescas de A. occidentale foram
capazes de inibir, através do método de difusdo em disco, as bactérias gram-positivas Brevibacillus
brevis, Micrococcus luteus e Staphylococcus cohnii e Gram-negativas Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa sob uma concentracdo que variou de 0,13 a 0,5 mg/disco, que
corresponde a 130-500 pg/disco. As folhas tratadas por micro-ondas apresentaram uma maior

atividade, que variaram de 0,06 — 0,13 mg/disco, sugerindo que a irradiacdo pode ter levado a
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formagao de compostos fenolicos bioativos.

Amorim e colaboradores (2021) avaliaram os efeitos antibacterianos e anti-inflamatorios
in vitro de extratos da casca e da folha de A. occidentale e demonstraram que todas as espécies
bacterianas foram sensiveis ao extrato das folhas e cascas, sendo Streptococcus mutans e E. coli
as espécies mais suscetiveis, com CIM de 312 pg/mL.

Outros autores demonstram que as fragdes acetato de etila e metanolica do extrato etandlico
da entrecasca de A. microcarpum, diminuiram significativamente a CIM contra S. aureus quando
combinados com amicacina, imipenem e gentamicina. Sendo assim, podemos inferir que o extrato
hidroalcdolico deste trabalho, mesmo com a CIM > 2000 pg/mL, pode ser eficaz quando
combinado com outros agentes antimicrobianos (BARBOSA-FILHO et al. 2015).

O sinergismo com espécies da familia Anacardiaceae tém demonstrado resultados
promissores quanto a atividade antibacteriana, como demonstrado no trabalho de Freitas e
colaboradores (2022), que avaliou o extrato aquoso das folhas de Spondias mombin e obteve uma
potencializacdo do efeito da norfloxacina (contra S. aureus), imipenem (contra E. coli) e
norfloxacina (contra P. aeruginosa), sugerindo que 0s constituintes do extrato podem atuar
favorecendo a permeabilidade das células microbianas as drogas convencionais.

Alteragdes qualitativas e/ou quantitativas de metabdlitos secundarios de uma mesma
espécie podem influenciar na sua atividade bioldgica uma vez que a sintese de constituintes sofre
interferéncia da sazonalidade, precipitacdo, ritmo circadiano, temperatura, altitude, idade e
desenvolvimento da espécie, radiacdo ultravioleta, nutrientes, poluicdo do ar, forma e periodo de
armazenamento, acdo dos patdgenos e método de extracdo (REIS et al., 2004; GOBBO-NETO E
LOPES, 2007; ARAUJO et al., 2009; SANTURIO et al., 2007).

Para atividade antibiofilme do extrato, também foi utilizado a concentracdo de 2000
pg/mL, pois essa concentragdo foi sub-inibitdria para todas os isolados testados. Estes resultados
também foram comparados com a Vancomicina, no entanto para esta amostra foi utilizada as

concentragdes sub-inibitorias respectivas de capa isolado (Tabela 3).
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Tabela 3. Percentual de crescimento do biofilme de isolados clinicos de E. faecalis e E. faecium sob efeito do extrato
hidroalcoolico de folhas de A. microcarpum e da VVancomicina.

Extrato hidroalcoodlico Vancomicina
Isolados Clinicos
Biofilme (%) Concentragdo (pug/mL) Biofilme (%)

UFPEDA 09 176+2.3 3.9 416+09
00640 43.3+35 500 112.8+3.2
E. faecalis 01014 0.0+3.3 125 1495+ 8.5
06430 0.0+1.2 1000 63.1+4.7
17878 0.0+0.7 500 28.4+3.6
15088 0.0+0.3 500 85.5+3.6
16184 0.0+0.1 500 73.8+9.4

E. faecium
14872 4.6+10.3 500 32.2+0.8
1285 0.0+0.2 250 68.1+4.6

Os extratos estdo expressos em porcentagem de crescimento do biofilme na concentragdo de 2000 pg/mL.

O extrato hidroalcodlico inibiu 100% do biofilme de trés isolados de E. faecalis (01014,
06430 e 17870) e trés isolados E. faecium (15088, 16184 e 12805). E importante observar que o
biofilme dos isolados, 00640 e 01014 foram estimulados quando utilizados VVancomicina.

Assim, como mencionado anteriormente, tal atividade demonstra que 0s compostos podem
ndo ser capazes de inibir o crescimento microbiano, mas podem ser capazes de inibir algum
componente que seja importante para formar a matriz do biofilme, como demonstra SALEHI e
colaboradores (2020), onde outras fragdes como metandlico e etanolico, assim como partes
diferentes como partes aéreas e cascas de A. occidentale exibiram inibi¢cbes de biofilme S.
mutans e Streptococcus oralis, Streptococcus sanguinis, S. aureus e até Candida albicans.

Outras espécies da familia Anarcadiaceae tém sido descritas como potencial atividade
antibiobilme, como demonstrado por Sarkar e colaboradores (2014), ao avaliarem o extrato
etanolico do caule de Marula (Sclerocarya birrea) e relatarem uma inibicdo de aproximadamente
87% do biofilme maduro de P. aeruginosa, quando utilizado 200 ug/mL do extrato, assim como
reducdo significativa da motilidade, o que pode afetar também a formacéo do biofilme.

Barbieri e colaboradores (2014) avaliaram o extrato hidroalcodlico e matandlico de
Schinus terebinthifolius e relataram uma inibicdo da aderéncia do biofilme de Streptococcus
mutans de aproximadamente 66% e 69% para ambos 0s extratos, respectivamente. O referido

trabalho discute que o efeito antiaderente pode estar associado a presenga de apigenina, composto
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que tem sido descrito como modulador da expressao génica de S. mutans em células plantonicas e
sésseis, reduzindo a aderéncia.

Em um Unico caso encontrado na literatura, o extrato hidroetanolico da casca do caule de
A. occidentale foi avaliado quanto sua atividade frente ao biofilme de S. epidermidis e S. aureus.
Todavia, a menor concentragdo capaz de inibir a maioria dos biofilmes foi e 7.6 mg/ml (Dias-
Souza et al. 2013).

Existem poucos trabalhamos na literatura abordando o potencial de extratos da familia
Anacardiaceae contra biofilmes bacterianos, tampouco com as espécies A. occidentale e A.
microcarpum, o que impulsiona maior interesse por pesquisas envolvendo esta abordagem.
Portanto, até onde sabemos, tal potencial de A. microcarpum frente a biofilmes de E. faecalis e E.

faecium estdo descritos neste trabalho pela primeira vez.
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6. CONCLUSAO

O extrato hidroalcoolico de A. microcarpum ndo teve significativa eficacia contra a maioria
dos isolados clinicos e so inibiu acima de 50%, dois isolados de E. faecalis e um isolado de E.
faecium. No entanto, o extrato bruto foi bastante eficaz contra o biofilme dos isolados vancomicina
resistentes, chegando a inibir 100% do biofilme de alguns isolados de E. faecalis e E. faecium.

O uso de compostos naturais € uma abordagem econdmica, simples de usar e
ambientalmente amigavel para os problemas de saldde. O método de extracdo empregado, a
sazonalidade e o solvente podem influenciar na natureza quimica dos compostos, seu peso
molecular e contaminacdo. Assim, € valido ressaltar que todos os tipos de variagBes extrativas,
bem como outras partes da planta devem ser examinados em estudos antimicrobianos uma vez que

fatores como os mencionados acima podem implicar na atividade antibacteriana.
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